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Zusammenfassung/ Summary

Zusammenfassung

In der neurodegenerativen Alzheimer Krankheit (AD) ist neben anderen Einfliissen Kupfer (Cu) ein
starker Einflussfaktor. Im Gehirn von AD-Patienten kommt es zu einer gestdrten Cu-Homdostase.
Cu beeinflusst die Expression, Lokalisierung und Prozessierung von ,,amyloid precursor protein‘
(APP), aus dem durch proteolytische Spaltung toxische Amyloid-B-Peptide (AB) entstehen
kdnnen, die als ursachlich fiir die AD angesehen werden. Von daher ist die Verabreichung von
Cu(Il) ein potenzieller therapeutischer Ansatz und die Auswirkungen einer Cu(ll)-Gabe auf die AD-
Symptomatik wurden bereits in mehreren in vitro und in vivo Studien untersucht. In der
vorliegenden Arbeit werden drei Nanopartikel (NPs) naher charakterisiert, die mit Cu(ll)-lonen
beladen werden kénnen und damit ein Vehikel fiir eine Cu-basierte Therapie darstellen kénnten.
Diese NPs wurden strukturell in ihren chemischen Eigenschaften untersucht und in zelluldren

Systemen sowie im Mausmodell getestet.

Alle drei NPs weisen eine dendritische Kern-Hiille-Architektur auf. Bei CMS (,,core-multishell NP)
wird Cu(Il) im Polyethylenimin-Kern (Freedman et al.) gebunden. Bei den beiden strukturell gleich
aufgebauten, sich aber in der GroRe unterscheidenden ,,core-shell NPs“ (CSNPs) hingegen erfolgt

die Cu(I)-Bindung in der N',N',N*-Trimethylethan-1,2-diamin-Hiille (TMEDA).

Zu den untersuchten Eigenschaften der NPs gehoren die Cu(ll)-Bindekapazitat, die Cu(ll)-
Bindespezifitat, die pH-abhdngige Cu-Freigabe und die zelluldre Toxizitat. Darauf aufbauend
konnte gezeigt werden, dass eine Cu/NP-Behandlung im Zellkultur-System zu gesteigerten
zelluldren Cu-Konzentrationen und groRtenteils zu einer erhéhten Cu-Bioverfiigbarkeit fiihrt.
Zudem wurde der Effekt auf die APP-Prozessierung in vitro untersucht. Mit Hilfe eines eigens
etablierten in vitro-Modells der Bluthirnschranke (BBB) konnte gezeigt werden, dass die beiden
Cu/NP-Komplexe Cu/CMS und Cu/CSNP1 mutmalilich die BBB passieren koénnen, wahrend
Cu/CSNP2 diese Barriere nicht iberwinden kann. Aufgrund aussichtsreicher Eigenschaften wie
erhohter Cu-Bioverfligbarkeit und BBB-Gangigkeit wurde Cu/CSNP1im Tierversuch mit AD-Mdusen
getestet. Die erhofften positiven Auswirkungen, wie erh6hte Cu-Konzentrationen im Gehirn oder

verringerte AB-Konzentrationen, lieRen sich jedoch nicht beobachten.

Insgesamt zeigten sich in vitro vielversprechende Eigenschaften der Cu/NP-Komplexe in Hinblick
auf eine mogliche therapeutische Behandlung der AD, allerdings wurden auch Defizite in den
zelluldren Auswirkungen der Cu/NPs festgestellt. Die dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
kénnen genutzt werden, die NPs dank der vielfdltigen Modifikationsmdglichkeiten hinsichtlich

ihres strukturellen Aufbaus, ihrer Groe und ihrer Ladung zielgerichtet weiterzuentwickeln.






Zusammenfassung/ Summary

Summary

In the neurodegenerative Alzheimer’s disease (AD) copper (Cu) has a big impact, among other
factors. In the brain of AD patients an imbalanced Cu homeostasis was detected. Furthermore, Cu
influences expression, localization and processing of amyloid precursor protein (APP). Proteolytic
cleavage of APP can result in the generation of toxic amyloid-B peptides (AB), which are seen as
the cause for AD. Therefore Cu(ll) treatment is seen as a potential therapeutic approach and was
already investigated in several in vitro and in vivo studies. On this background three different
nanoparticles (NPs), that can bind Cu(ll) ions were analyzed as a part of this thesis. The NPs were
examined with regard to their chemical properties and their behavior in cellular systems as well as

in a mouse model.

The three NPs are composed of a dendritic core-shell architecture. The core-multishell NP (CMS) is
able to bind Cu(ll) within the polyethylenimine (PEI) core. In contrast, the Cu(ll) binding of the
two core-shell NPs (CSNPs) takes place in the N',N',N*trimethylethane-1,2-diamine (TMEDA) shell.

CSNP1and CSNP2 have an identical composition, but differ in their size.

The characteristics of the Cu/NP complexes like Cu(ll)-binding capacity, Cu(ll)-binding specificity,
pH-dependent Cu release and cellular toxicity were analyzed. Additionally, it was revealed that
Cu/NP treatment leads to an increase of the cellular Cu level and for the most parts to an
increased cellular Cu bioavailability. Furthermore, the influence of the APP cleavage was
investigated in vitro. Establishing an in vitro model of the blood-brain barrier (BBB) it could be
revealed, that the two NPs Cu/CMS and Cu/CSNP1 have the ability to cross the BBB, whereas the
Cu/CSNP2 is not able to pass this barrier. Due to these promising results, e.g. Cu bioavailability and
BBB-crossing ability, Cu/CSNP1 was tested in an AD-mouse model. Unfortunately, no positive

effects like increased Cu levels in the brain or decreased AP levels were detected.

In general, many promising properties of the Cu/NP complexes were determined in vitro that
support a therapeutic approach for AD. On the other hand, a couple of deficits were found
regarding the cellular effects of the Cu/NPs. The findings of this thesis will help to optimize the
NPs due to the large array of possibilities to change their composition, size and charge, and could

overall lead to a prospective development for this therapeutic approach easing AD.






Einleitung

1. Einleitung

1.1 Alzheimer Krankheit

Weltweit waren im Jahr 2006 ungefdhr 26,6 Millionen Menschen von der Alzheimer Krankheit
(AD = Alzheimer’s Disease) betroffen und nach Schédtzungen wird bis zum Jahr 2050 die Zahl der
Alzheimer Patienten auf 106 Millionen steigen (Brookmeyer et al., 2007). Diese groRe Zahl an
Erkrankten erfordert die Erforschung der Hintergriinde dieser Krankheit und darauf basierend die

Entwicklung neuer Therapien.

1.1.1 Biochemische und molekularbiologische Grundlagen

Die AD zeichnet sich durch einen drastischen und fortschreitenden Abfall der kognitiven
Leistungen und insbesondere durch einen starken Gedachtnisverlust aus. Im Verlauf kann es zu
einem kompletten Persénlichkeitsverlust kommen und/oder zu einem starken kérperlichen Zerfall
wie Gewichtsverlust, Bettlagerigkeit oder Inkontinenz (,,About Alzheimer's Disease: Symptoms*,
National Institute of Aging, USA, Stand 04.09.2014). Erstmals wurde diese Krankheit im Jahre
1906 von dem Neuropathologen Alois Alzheimer anhand seiner Patientin Auguste D. beschrieben
(Alzheimer, 1907). Schon bald wurden &hnliche Félle dokumentiert und die AD wurde als

eigenstandige Krankheit anerkannt (Berchtold and Cotman, 1998).

Das Altern wird als der groRte Risikofaktor angesehen, da die
haufigsten AD-Félle ab einem Alter von 65 Jahren auftreten
(Brookmeyer et al., 1998, Bermejo-Pareja et al., 2008, Reitz
and Mayeux, 2014). Pathologische AD-Merkmale sind
fortschreitende  Atrophie des Gehirns (Abb.1) und

extrazelluldre amyloide Ablagerungen (Plaques) (Alzheimer, A

Abb.1: Atrophie im AD-Hirn im Vergleich zu

1907, Holtzman et al., 2011).
207, ! ) gesunden Gehirn (Holtzman et al., 2011).

Die amyloiden Plaques bestehen liberwiegend aus AB-Peptiden (Glenner and Wong, 1984,
Masters et al.,, 1985). Diese wiederum sind Prozessierungsprodukte des Amyloid-Vorldufer-
Proteins (APP = ,,amyloid precursor protein‘) bei der amyloidogenen Spaltung (Kang et al., 1987).
Dabei wird APP zundchst durch die B-Sekretase (BACE = ,,B-site cleaving enzyme*) in ein kurzes C-
terminales  (B-CTF =,,B-c-terminal fragment“) und in grofes N-terminales Fragment
(sAPP = ,,soluble APP-B") gespalten (Haass and Selkoe, 1993, Vassar et al., 1999) (Abb. 2). Das -
CTF-Fragment wird anschlieBend sequenziell von der y-Sekretase gespalten und es entstehen

9



Einleitung

verschieden lange AB-Peptide sowie die intrazellulare Doméne
(AICD =,,APP intracellular domain“) (Wang et al., 1996) (Abb. 2). Die freigesetzten AB-Peptide
werden dabei nach ihrer Peptidldnge benannt, wie AB42 fiir ein Peptid mit 42 Aminosduren (AS).
Wahrend AB40 am hdufigsten auftritt, ist das AB42-Peptid als Hauptbestandteil der AB-Plaques
ein zentraler Bestandteil der Amyloid-Hypothese (Hardy and Selkoe, 2002). Obwohl diese
amyloidogene APP-Prozessierung als grundlegender AD-Mechanismus angesehen wird, findet sie

nur zu ca. 10% statt.

sAPPa
SAPPj3
AP
p3 I
extrazelluldrer
Raum/ Lumen a-Sekretase P-Sekretase >
Membran h
Zytosol ~ y-Sekretase I y-Sekretase
a-CTF APP B-CTF
AICD AICD
nicht-amyloidogene Prozessierung (90 %) amyloidogene Prozessierung (10 %)

Abb. 2: Prozessierungswege des APPs. Bei der amyloidogenen Spaltung entstehen durch £ und y-Sekretase zundchst die Fragmente
SAPPS (extrazelludr) und S-CTF (membranstindig) sowie anschliefend AICD (intrazelluldr) und Ap (extrazelluldr). Die nicht-
amyloidogene Spaltung fiihrt durch die a-Sekretase zu sSAPPa (extrazelludr) und a-CTF (membranstindig) und darauffolgend durch die

y-Sekretase zu AICD (intrazelluldr) und p3 (extrazelludr).

Neben der amyloidogenen Prozessierung existiert die viel hdufiger vorkommende nicht-
amyloidoge Prozessierung des APPs. Hierbei wird APP durch die a-Sekretase in extrazelluldres
sAPPa (,,soluble APP-a"") und membranstandiges o-CTF (,,a-C-terminal fragment*) gespalten
(Postina et al., 2004) (Abb. 2). Die y-Sekretase spaltet o-CTF weiter in das p3-Fragment und AICD

(Haass et al., 1993) (Abb. 2).

Obwohl die AB-Plaques ein Charakteristikum der AD sind, korreliert die Menge an Plaques nicht
mit der Schwere der Krankheit. Dies stellte eindrucksvoll Schwester Mary als Teilnehmerin der
Nonnenstudie unter Beweis, die hochste Werte in kognitiven Tests kurz vor ihrem Tod mit 101
Jahren aufwies, jedoch im post mortem analysierten Hirn eine Vielzahl an AB-Plaques aufwies
(Snowdon, 1997). Zudem wurde in transgenen AD-Mdusen Neurodegeneration vor dem

Entstehen der ersten AB-Plaques beobachtet (Schmitz et al., 2004). Aufgrund dessen richtete sich

10
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der Fokus auf die I6slichen, niederen AB-Oligomere. So korrelieren 18sliche AB-Spezies besser mit
dem Krankheitsverlauf als die Menge von AB-Plaques (Snowdon, 1997, McLean et al., 1999, Wang

et al., 1999, Naslund et al., 2000).

Die Atrophie des AD-Gehirns wird als unmittelbare Ursache der Demenz angesehen (Holtzman et
al,, 2011). Bislang ist in diesem Zusammenhang die neurotoxische Wirkungsweise der AB-Peptide
noch nicht genau geklart (Hardy and Selkoe, 2002). Einige Untersuchungen konnten zeigen, dass
AP, insbesondere AB42 als niederes Oligomer nicht jedoch als Monomer oder in fibrillidrer Form
toxisch wirkt (Walsh et al., 2002, Walsh and Selkoe, 2007, Harmeier et al., 2009). Durch die Zugabe
von AB-Dimeren und -Trimeren wurde in Hippocampusschnitten eine reduzierte Dichte an
dendritischen Dornen, Komponenten der postsynaptischen Zelle, induziert, wodurch ein Verlust
an aktiven Synapsen angenommen wird (Shankar et al., 2007). Zusammengefasst wird vermutet,
dass im frithen Stadium der AD zundchst eine Schadigung der Synapsen und im spdteren AD-

Stadium ein Neuronenverlust auftritt (Castellani et al., 2008).

Unter Beriicksichtigung der toxischen Wirkung von niederen AB-Oligomeren stellt die
Aggregation von AB moglicherweise einen Schutzmechanismus dar (Giuffrida et al., 2009,
Wisniewski et al., 2011). Die Aggregation der hydrophoben AB40- und AB42-Peptide in Form von
Oligomeren, Fibrillen und Plaques wird durch die Umlagerung von der a-helikalen- zu einer -

Faltblatt-Struktur im wassrigen Milieu begiinstigt (Simmons et al., 1994, Xu et al., 2005).

Wadhrend die amyloidogene APP-Prozessierung im gesunden Gehirn zu lediglich 10% stattfindet,
erfolgt zu 90% die nicht-amyloidogene APP-Prozessierung. Aufgrund dessen ist es von groflem
Interesse, die bisher noch nicht hinreichend geklarte physiologische Funktion von APP und dessen
Spaltprodukten besser zu verstehen. Generell kommt APP im menschlichen Kérper unter anderen
in den drei Isoformen von 695 AS (APP695), 751 AS (APP751) und 770 AS (APPP770) Lange vor
(Selkoe et al., 1988). Die APP695-Isoform kommt ausschliefflich in neuronalem Gewebe vor
(Wertkin et al., 1993). APP ist ein 110 — 130 kDa grof3es Typ-I-Transmembranprotein, das aus einer
relativ.  grofRen N-terminalen,  extrazelluldren Domane  (Ektodomédne),  einer
Transmembransequenz (TMS) und einem relativ kleinen C-terminalen, intrazelluldren Bereich
aufgebaut ist (Kang et al., 1987, Selkoe et al., 1988, Weidemann et al., 1989). Im C-Terminus
befindet sich die Konsensussequenz zur Clathrin-vermittelten Internalisierung (Chen et al., 1990).
In der Transmembransequenz ist zum groflen Teil die AB-Sequenz lokalisiert. Die meisten
funktionellen und strukturellen Domanen sind in der Ektodomdne angeordnet. Dort befinden sich

unter anderem zwei Heparin-bindende Doménen (HBD), die ,,loop‘“-Region, eine Kollagen-
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indende Domane sowie eine Kupfer(Cu)- und eine Zink(Harmeier et al.)-Bindungsstelle (Kang et

al., 1987, Bush et al., 1993, Multhaup et al., 1994, Beher et al., 1996, Rossjohn et al., 1999).

Aufgrund der Lokalisierung an der Zelloberfldche, der Heparin- und Kollagenbindungsstellen und
der Ausbildung von Homodimeren wird fiir APP eine Funktion als Zelloberflachenrezeptor oder in
der Vermittlung von Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Interaktionen diskutiert (Kang et al., 1987, Breen et
al., 1991, Chen and Yankner, 1991, Soba et al., 2005, Kaden et al., 2009). Fiir das Spaltprodukt
sAPPa wurde gezeigt, dass es neuroprotektiv wirkt (Furukawa et al., 1996). Interessanterweise
gibt es fiir das als neurotoxisch angesehene AB42 neue Erkenntnisse, die zeigen, dass in
pikomolaren Konzentrationen eine Steigerung der synaptischen Plastizitdt und Lernfdhigkeit
erreicht werden kann (Puzzo and Arancio, 2013). Mdglicherweise ermdglicht dies einen voéllig

neuen Blickwinkel auf die Bewertung der amyloidogenen APP-Prozessierung.

Viele molekularbiologischen Zusammenhdnge der Ursachen der AD wurden durch genetische
Verénderungen in Patienten mit familidaren AD-Mutationen (FAD = ,,familiar AD*“) erforscht. FAD-
Patienten umfassen eine Gruppe von weniger als 5% der AD-Flle, bei denen die Krankheit vor dem
65. Lebensjahr auftritt (Piaceri et al., 2013). FADs haben die Gemeinsamkeit, dass sich die
ausgepragte AD-Symptomatik auf Mutationen in einzelnen Proteinen, wie APP, PS2 oder PS1, der
katalytischen Untereinheit der y-Sekretase, zurlickfiihren lasst (St George-Hyslop, 2000, Piaceri et
al., 2013). Als Beispiel kann die ,,swedish mutation“ (sw) im APP genannt werden, bei der ein
K596N/M597L AS-Austausch (nach APP695-Transkriptnummerierung) vorliegt und die Krankheit
mit ungefahr 55 Jahren auftritt (Mullan et al., 1992). Auch Patienten mit Down Syndrom weisen
eine stark erhéhte Wahrscheinlichkeit fiir AD auf, da das APP-Gen auf dem bei diesen Patienten

dreifach vorliegenden Chromosom 21 liegt (Kang et al., 1987, Gyure et al., 2001).

Neben genetischen Faktoren werden im Zusammenhang mit der AD auch Entziindungsprozesse
oder oxidative Stressreaktionen kontrovers entweder als vorgelagerte Ursache oder als
nachgelagerte Folge der Amyloid-Kaskade diskutiert (Mrak and Griffin, 2007, Castellani et al.,

2008, Galimberti and Scarpini, 2011).

Vielfach werden bei AD-Patienten neben AB-Plaques auch intrazelluldre Tau-Aggregate entdeckt
(Holtzman et al., 2011). Dabei handelt es sich um krankhaft abgelagerte Tau-Proteine in Form von
Neurofibrillen, die innerhalb der Zelle Stérungen der Stabilitdt und des Transports auslésen
konnen (Zempel and Mandelkow, 2014). Aufgrund des Vorkommens von Tau-Aggregaten in
anderen neurodegenerativen Erkrankungen ist die spezifische Bedeutung dieser Aggregate fiir

die AD noch nicht ausreichend geklart (Hardy and Selkoe, 2002, Goedert and Spillantini, 2006).
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Diese Erkenntnisse zusammengenommen zeigen auf, dass die AD-Pathologie komplex ist und

kausale Zusammenhange teils noch nicht hinreichend erforscht sind.

1.1.2 Einfluss von Cu auf die Alzheimer Krankheit

Ein weiteres Kennzeichen der AD ist eine gestoérte Cu-Homdostase im Gehirn. Ein erster Hinweis,
dass Cu in die AD-Vorgange involviert ist, lieferte eine Studie, in der im Gehirn — insbesondere im
Hippocampus — von AD-Patienten erniedrigte Cu-Level detektiert wurden (Deibel et al., 1996).
Dieses wird seitdem kontrovers diskutiert. So gibt es Studien, die beziiglich des Cu-Levels im
Liquor (CSF =,,cerebrospinal fluid*“) keine Unterschiede zwischen AD-Patienten und gesunden
Personen feststellen kénnen (Basun et al.,, 1991, Gerhardsson et al., 2008) oder gar von einem
erhéhten Cu-Level bei AD-Patienten sprechen (Hozumi et al., 2011). Mdglicherweise sind diese
Unterschiede methodischer Natur. So ist bereits bekannt, dass die Cu-Konzentrationen in den
einzelnen Hirnregionen stark variieren (Harrison et al., 1968) und somit die Betrachtung des
Gehirns als Ganzes in Hinblick auf den Cu-Level nicht aussagekraftig ist. Zudem wurde festgestellt,
dass in Hirnregionen wie dem Hippocampus, die fir das Lernen und Geddchtnis zustdndig sind,
ein starkes Vorkommen von AB-Plaques herrscht, weswegen diese Hirnregionen fiir die AD-
Erforschung besonders interessant sind (Mattson et al., 1999, Parihar and Hemnani, 2004,
Duyckaerts et al., 2009). Im Hippocampus findet der Ubergang von Kurz- zum Langzeitgedachtnis
statt (Lynch et al., 1990, Bliss and Collingridge, 1993). Ein Absterben der Neuronen in diesem
Gehirnareal kénnte den in der AD vorkommenden Gedéachtnisverlust erklaren (Mormino et al.,

2009).

Ein Faktor, der die Cu-Homoostase im Gehirn beeinflussen kann, ist die Cu-Akkumulation in den
AB-Plaques. In verschiedenen AD-Mdusen — genetisch modifizierte Mduse, die eine AD-Pathologie
entwickeln — wurden in AB-Plaques hohere Cu-Mengen gefunden (Bourassa et al., 2013). In vitro
Studien konnten zeigen, dass AP42-Aggregate Cu-lonen aus Albumin herauslésen kénnen,
welches u.a. als Cu-Transportprotein fungiert (Jiang et al., 2013). Diese Cu-bindenden
Eigenschaften erkldren sich aus einer Cu-Bindungsstelle (CuBD) im AB-Peptid (Nakamura et al,,
2007). Generell scheinen die Eigenschaften der AB-Peptide (im Bereich von pM) von der
Anwesenheit oder Abwesenheit von Cu abhéngig zu sein (Huang et al., 2004) (Abb. 3). So konnte
zum Beispiel durch Chelatoren die AB40-Oligomerisierung unterbunden oder die AB-Aggregation
in den Plaques riickgangig gemacht werden (Atwood et al., 1998, Cherny et al., 1999). Ob die Cu-
Akkumulation in AP-Plaques oxidativen Stress durch die Generierung von reaktiven

Sauerstoffspezies (ROS =,,reactive oxygen species), wie H,0,, mittels Fenton-dhnlicher
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Reaktionen auslésen kann, wird noch kontrovers diskutiert (Huang et al., 1999, Nadal et al., 2008).
Das Wissen um einen moglichen Cu-Mangel im AD-Gehirn und die Cu-Akkumulation in den AB-
Plagues kénnten zu dem Schluss fiihren, dass innerhalb der neuronalen Zellen ein niedrigerer Cu-

Level vorhanden ist.

Die gestorte Cu-Homdostase im AD-Gehirn fihrt direkt zu der Fragestellung, ob Cu die
biochemische und zellbiologische Prozessierung des APPs beeinflussen kann. Dabei ist zu
beachten, dass neben der eben erwdhnten Cu-Bindungsstelle in der AB-Sequenz eine zweite Cu-
Bindungsstelle in der Ektodomé&ne des APPs vorhanden ist (Hesse et al., 1994). Tatsachlich zeigte
sich nach Cu-Gabe bei APP695-transfizierten CHO-1 Zellen eine erniedrigte AB-Produktion und eine
gesteigerte Produktion von p3 und sAPPa (Borchardt et al., 1999). Dies bedeutet nichts anderes
als die Stimulierung der nicht-amyloidogenen Prozessierung zulasten der amyloidogenen
Prozessierung durch Cu-Zugabe (Borchardt et al., 1999) (Abb. 3). Dieses Ergebnis gab den
Startpunkt fir die Erforschung therapeutischer Ansatze hinsichtlich der AD mittels Cu, da hier
erstmals eine Reduzierung der AB-Menge durch Cu beobachtet wurde. Dieser Zusammenhang
konnte in einer anderen Studie bestatigt werden, in der durch einen erzeugten Cu-Mangelzustand

die AB-Sekretion deutlich erhéht war, wahrend der APP-Level gleich blieb (Cater et al., 2008).

Die Cu-Bindungsstelle in der APP-Ektodomane ist fiir die zelluldren Prozesse essentiell wichtig. Die
N-terminale Cu-Bindungsstelle ist in der Lage, eine Reduktion von Cu(ll) zu Cu(l) durchzufiihren
(Multhaup et al., 1996). Aufgrund dieser Cu-Bindungsstelle wird die Funktion von APP als Cu-
Transporter diskutiert (Barnham et al., 2003, Treiber et al., 2004). So fiihrt eine Uberexpression
von APP in Hefezellen zu einem erniedrigten intrazelluldren Cu-Level, was fir eine Cu-Efflux-
Funktion sprechen wiirde (Treiber et al., 2004). Passend dazu fiihrt die Uberexpression von
APPac,sp, dessen Cu-Bindungsstelle deletiert wurde, zu erhéhten Cu-Leveln (Treiber et al., 2004).
In vivo konnten diese Funktion in einem APP695sw-iiberexprimierenden AD-Mausmodell bestatigt
werden, welches deutlich weniger Cu in der Hirnmasse zeigt, wahrend Zn, Fe, Co und Mn
unbeeinflusst blieben (Maynard et al., 2002). Auch in einem anderen transgenen AD-Mausmodell,
welches APP695sw/ind (,,indian mutation‘ = V642F) Uberexprimiert, wurde ein signifikant
niedrigerer Cu-Level im Gehirn festgestellt (Phinney et al., 2003). Im Gegensatz dazu wurde in
APP-Knock-out-Tieren deutlich erhéhte Cu-Level im den untersuchten Hirnarealen gefunden,

wahrend die Zn- und Fe-Level unbeeinflusst blieben (White et al., 1999).

Bei Inaktivierung dieser Cu-Bindungsstelle mittels Austausch der Histidine 147, 149, 151 durch
Asparagine ist in HEK293T-Zellen der Transport vom ER zum Golgi gestért, die APP-Spaltung

deutlich reduziert und es gibt Indizien fiir eine verdnderte APP-Oligomerisierung (Spoerri et al.,
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2012). Die Cu-Bindungsstelle kénnte auch entscheidend fir die Dimerisierung von APP sein. Es
konnte gezeigt werden, dass Cu die APP-Dimerisierung erh6ht, was wiederum zur Folge hat, dass
mehr AP extrazelluldr vorliegt (Noda et al., 2013). Die gleiche Studie konnte auch zeigen, dass
dieser Effekt durch Chelatoren umgekehrt werden kann (Noda et al., 2013). Dass eine
Dimerisierung von APP, in diesem Fall forciert durch eine K624C-Mutation (nach APP695-
Nummerierung), in SH-SY5Y-Zellen prinzipiell héhere AB-Level zur Folge hat, konnte bereits in
friiheren Studien gezeigt werden (Scheuermann et al., 2001). Allerdings muss erwdhnt werden,

dass es eine Gegenthese gibt, der zufolge die Cu-Bindung die APP-Monomerisierung vermittelt

L

4
/AB-PIaque

(Kong et al., 2008).

Abb. 3: Auswirkungen von intrazellulirem Cu-

B ABls i
Bl Uberschuss auf APP-Metabolismus in schematischer
sAPPa
Cu(ln) 3 I Darsstellung. Verstdrkte bzw. herabgesetzte Prozesse
Cu(l) DI w sind mit roten Pfeilen bzw. Kreuzen markiert. Erh6hte
Membran
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Verlagerung an die Zelloberfldche (2) (Acevedo et al.,
BACE gerung fléche (2) (.
2011), verringerten APP-Internalisierung(2) (Acevedo
et al, 2011), verstdrkten Spaltung durch die o-

Endosomen Sekretase (3) (Borchardt et al., 1999), erniedrigter Af-
GOIE' Produktion (3) (Borchardt et al., 1999) sowie erhéhter
;E:b ‘\ Ap-Aggregation(4) (Bourassa et al., 2013).
APPT 1
Kern

Bei Cu-Uberschuss wird mehr APP an der Zelloberfldche gehalten, mutmaRlich durch verringerte
APP-Internalisierung (Hung et al., 2009, Acevedo et al., 2011) (Abb. 3). Diese Internalisierung ist
Voraussetzung dafiir, dass APP in den Endosomen von BACE gespalten werden kann (Koo and
Squazzo, 1994). Somit kdnnte der Umkehrschluss gezogen werden, dass bei Cu-Mangel mehr APP

endozytiert und folglich gepalten wird (Abb. 3).

Auch die Genexpression des APPs wird durch Cu beeinflusst. Bei Cu-Mangel wurde in MNK
(Menkes Protein) tberexprimierenden Fibroblasten, welche erniedrigte intrazelluldre Cu-Level
aufweisen, eine geringere APP-Expression und ein geringerer APP-Proteinlevel festgestellt
(Bellingham et al., 2004) (Abb. 3). Im Gegenzug konnte in genetisch modifizierten Fibroblasten,
die deutlich gesteigerte Cu-Level aufweisen, eine verstarkte APP-Expression detektiert werden

(Armendariz et al., 2004) (Abb. 3).
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Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die genauen biochemischen und
molekularbiologischen Hintergriinde des Einflusses von Cu in der AD bisher noch nicht
hinreichend geklart sind und in diesem Bereich noch viel Forschungsarbeit notwendig ist, um ein

vollsténdiges Bild zu erhalten.

Da Cu ein essentielles Spurenelement ist, kann sich eine gestérte Cu-Homd&ostase auf eine Vielzahl
zusdtzlicher zelluldrer Prozesse auswirken (Harris, 2003). In der duRersten Auspragung kénnen
aus einem veranderten Cu-Metabolismus schwerwiegende Krankheiten resultieren, z.B. Menkes-

oder Wilson-Krankheit (Woimant and Trocello, 2014).

1.2 Therapeutische Ansatze in der Alzheimer Krankheit
1.2.1 Aktuelle Therapien

Samtliche etablierte therapeutische Ansdtze haben keine Heilung der Alzheimer Krankheit zur
Folge, sondern lindern kurzzeitig die Symptome. An méglichen Therapien wird bereits seit dreif3ig
Jahren geforscht und von unzdhligen Ansdtzen haben nur vier Ansdtze eine Zulassung erhalten
(Schneider et al., 2014). Aufgrund der Vielzahl an nicht erfolgreichen klinischen Studien riickt
zunehmend die Suche nach einer zuverldssigen Diagnostik in den Vordergrund (Schneider et al.,
2014). Der fehlende Durchbruch in der AD-Therapie fiihrt dazu, dass zunehmend die bisher

bekannten molekularen Ursachen in Frage gestellt werden.

Es ist wichtig zu wissen, dass de facto die AD-Diagnose eine Ausschlussdiagnose ist. So werden bei
ersten Symptomen zundchst andere Demenzen wie die Parkinson-Krankheit u.a. ausgeschlossen
und es erfolgt die Einordnung z.B. nach Kriterien des ,,Clinical Dementia Rating (CDR) (McKhann
et al.,, 1984, McKhann et al., 2011). CDR basiert auf einem standardisierten Interview und ist
dementsprechend anféllig fir subjektive Einflisse (Rockwood et al., 2000). Eine Verifizierung
durch das Vorkommen von AP in Form von I6slichen Produkten oder Plaques kann erst post
mortem stattfinden. Als AD-Biomarker gilt momentan die AB42-Menge oder das AB40/AB42-
Verhadltnis im CSF (Holtzman, 2011, Waragai et al., 2012). Niedrigere AB42-Level sprechen fiir eine
erhohte AD-Symptomatik, unter der Annahme, dass mehr AP42 in Fibrillen und Plaques

eingelagert wird (Holtzman, 2011).

Ein therapeutischer Ansatz basiert auf Acetylcholin-Esterase-Inhibitoren, die eine Verminderung
des Abbaus des Neurotransmitters Acetylcholin durch die Acetylcholin-Esterase bewirken.
Acetylcholin vermittelt die Reizweiterleitung am synaptischen Spalt auf das Neuron, was zu einer
langeren Stimulation des Neurons fiihren soll und somit dem Verlust von cholinergen Neuronen
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entgegen wirken konnte (Mikiciuk-Olasik et al., 2007). In klinischen Studien k nte damit
zumindest eine Verbesserung der AD-Symptomatik erzielt werden (Zemek et al., 2014, Shinagawa
and Shigeta, 2014). Tatsachlich hat dieser Ansatz die einzigen Substanzen hervorgebracht, die

momentan fiir die AD-Therapie zugelassen sind (Schneider et al., 2014).

Ein weiterer vielverfolgter Ansatz ist die Verwendung von y-Sekretase-Inhibitoren (GSls). Durch
die reduzierte enzymatische Aktivitat der y-Sekretase sollen weniger AB-Peptide gebildet werden.
Viele bisher in klinischen Studien getesteten GSls zeigten keine Verbesserung der Symptome und
fihrten zu gravierende Nebenwirkungen, z.B. weilRer Hautkrebs (Mikulca et al., 2014, Schneider et
al., 2014). Diese Nebenwirkungen sind auf die Vielzahl an y-Sekretase-Substraten zuriickzufiihren,

insbesondere auf die Prozessierung von Notch (Henley et al., 2014).

Aufgrund der starken Nebenwirkungen der GSIs werden zunehmend 7y-Sekretase-Modulatoren
(GSMs) untersucht, die Spaltungseigenschaften positiv in Hinblick auf eine geringere Ap-
Produktion beeinflussen sollen (Mitani et al., 2012). Hierbei wird bereits eine Wirksubstanz in einer
klinischen Studie Phase Il untersucht (Green et al., 2009, Schneider et al., 2014). Bei getesteten [3-
Sekretase-Inhibitoren, die ebenfalls die AB-Menge reduzieren sollen, konnte bisher in klinischen
Studien keine Verbesserung der Symptome gezeigt werden (Mikulca et al., 2014). Auch
Substanzen, die zu einer Aktivierung der a-Sekretase flihren und somit die nicht-amyloidogene
Prozesseriung férdern, befinden sich momentan in klinischen Studien, wobei die Ergebnisse noch

ausstehen (Schneider et al., 2014).

Ein momentan vielfach verfolgter Ansatz ist die Immuntherapie, bei welcher entweder durch die
Injektion des AB-Antigens die Immunreaktion stimuliert oder durch Zugabe von monoklonalen
Antikorpern die AB-Menge reduziert werden soll (Panza et al., 2014). Bisher ist bei diesem Ansatz
noch kein hinreichend positives Resultat in verschiedenen klinischen Studien zu erkennen (Jindal

et al., 2014, Schneider et al., 2014).

Neben den schon erwdahnten Ansatzen gibt es eine Vielzahl weiterer, die nicht primar mit der Ap-
Entstehung in Verbindung gebracht werden. So wird z.B. der Einfluss von Vitamin B, die
Insulingabe oder gar die Wirksamkeit von Cannabinoiden diskutiert (Aso and Ferrer, 2014,
Schneider et al., 2014), wobei die Insulingabe tatsdchlich im klinischen Versuch hinsichtlich der AD-

Symptomatik untersucht wurde (Craft et al., 2012).
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1.2.2 Cu-Zugabe als therapeutischer Ansatz

Seitdem in Experimenten mit CHO-Zellen gezeigt werden konnte, dass die Zugabe von CuCl, zur
Stimulation der nicht-amyloidogenen Prozessierung und somit zu einer Reduktion der AB-Menge
fihrt (Borchardt et al., 1999), wird erforscht inwieweit dieser Effekt als therapeutischer Ansatz
genutzt werden kénnte. Dazu wurden zundchst verschiedene Mausstudien durchgefiihrt.
Transgenen APPsw-Mdusen wurde CuSO, im Trinkwasser ad libitum verabreicht, was in einem
erhdéhten Cu-Level im Gehirn und einem verringerten AB-Level im ZNS nicht jedoch in einer
Reduktion der AB-Plaques resultierte (Bayer et al., 2003). In APP751SL-M&usen flhrt die orale Cu-
Clioquinol-Behandlung, wobei Clioquinol (CQ) als Cu-Transporter agiert, zu einer hoheren
Uberlebensrate (Schafer et al., 2007). Uberraschenderweise wurde bei den behandelten Tieren
kein Effekt auf die APP-Prozessierung festgestellt, obwohl héhere Cu-Level im Gehirn gemessen
wurden (Schafer et al., 2007). In einer weiteren Mausstudie wurde der Cu-Level u.a. im Gehirn
genetisch erhéht, indem APP695sw/ind-Mdusen mit TxJ/J (,,toxic-milk mice*) gekreuzt wurden,
welche durch einen mutierten ATPase7yb-Transporter erhdhte zelluldre Cu-Level aufweisen
(Phinney et al., 2003). Bei den tgAPP/TxJ/J-Nachkommen wurden erniedrigte AR40- und AR42-
Level sowie weniger AB-Plaques festgestellt (Phinney et al., 2003). Die Behandlung mit dem Cu-
(gtsm)-Komplex, einer bis(Thiosemicarbazon)-Verbindung, fihrte in SYsY-Zellen zu einem
erhdhten intrazelluldren Cu-Level und in transgenen AD-Mduse, die humanes APP (K670N, M671L)
und humanes PS1 (AE9) aufweisen, zu einer reduzierten AB-Oligomerisierung sowie zu einer
verbesserten kognitiven Leistung im ,,Y-maze“ Test (Crouch et al., 2009). Insgesamt sind die
biochemischen Vorgange, welche die positive Wirkung von Cu auf die AB-Produktion der

behandelten Tiere haben, noch nicht vollstandig geklart.

Die Ergebnisse der Tierversuche waren derart lberzeugend, dass die Cu-Therapie in einer
klinischen Studie am Menschen getestet wurde. In dieser wurde Cu-Orotat oral Patienten tber
einen Zeitraum von 12 Monaten gegeben. Leider zeigten sich keine positiven Effekte auf die
kognitive Leistung der AD-Patienten (Kessler et al., 2008a). Lediglich die AB42-CSF-Level, die als
AD-Biomarker gehandelt werden, wurden in der Verumgruppe stabilisiert, wahrend sie in der
Placebogruppe weiter absanken (Kessler et al., 2008b). Méglicherweise war die Studiendauer zu
kurz oder die Patienten zu alt, um einen Effekt auf die Krankheit bewirken zu kénnen. Eventuell
passierte nicht genligend Cu-Salz die Bluthirnschranke und somit gelangte zu wenig Wirksubstanz

ins Gehirn.

Abschlielend ist darauf hinzuweisen, dass dieser therapeutische Ansatz der Cu-Behandlung auch
in der Theorie nur wirken kann, wenn er sehr friihzeitig, also noch vor dem ersten Auftreten von
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Symptomen, durchgefiihrt wird. Insofern ist es unabdingbar, dass eine zuverldssige
Frihdiagnostik entwickelt wird. Auch fiir andere therapeutische Ansatze ist eine solche

Frihdiagnostik sehr wichtig, weswegen sehr intensiv daran geforscht wird.

1.2.3 Uberwindung der Bluthirnschranke als essentieller Faktor

Die Bluthirnschranke (BBB = ,,blood-brain barrier) stellt eine physiologische Barriere zwischen
dem Blutkreislauf und dem Zentralnervensystem (ZNS) dar (Abbott et al., 2006). Sie reguliert die
Aufnahme von Nahrstoffen und sorgt fiir die Rickfiihrung von Stoffwechselprodukten (Abbott et
al., 2006). Zudem schiitzt sie das Gehirn vor Schwankungen der Blutzusammensetzung und
natlrlich auch vor neurotoxischen Substanzen (Abbott et al., 2006). Wéahrend die BBB im
gesunden Gehirn ein optimales Milieu gewabhrleistet, stellt sie fiir eine Vielzahl an Wirkstoffen eine
unuberwindliche Barriere dar. So scheitern etwa 98% der potenziellen Neuropharmaka an der BBB
(Pardridge, 2007). Aufgrund dessen gibt es fiir eine Vielzahl an neurologischen Erkrankungen
keine medikament&sen Therapien (Ghose et al., 1999, Lipinski, 2000). So bleibt die Entwicklung

von BBB-gangigen Wirkstoffen eine groe Herausforderung.

Hauptbestandteil der BBB ist die Endothelzellschicht, die \\ 7/
zusatzlich Uber spezielle Verbindungselemente - die ,tight \'i ) Bm“mm///
junctions (TJs) — eine komplett geschlossene Barriere bildet / /\’_A =4 Intermeuron
(Abbott et al., 2006) (Abb. 4). Wichtige TJs-Proteine, welche / e,
den interzelluldren Endothelzellspalt schlieRen, kommen aus Pwﬁ' Endmi:‘::iw

L &

Astrocyte

der Claudin- und ZO-Proteinfamilie (,,zonula occludens*)

|
(Abbott et al., 2006, Goncalves et al., 2013). Aufgrund dieses \ \\__‘__‘7 ?{ j'

&
—ﬁ*g@\f&

Transport von Substanzen unterschieden. Der transzellulare / Mimlm_/,}z??’}";\%
/ :

Aufbaus wird zwischen einem trans- und parazelluldren /

Transport findet wahrscheinlich hauptsachlich tGber Rezeptor-
Abb. 4: Darstellung der Bluthirnschranke

vermittelte Mechanismen statt, wie die Transferrinaufnahme, (BBB). Die Endothelzellbarriere der
Kapillargefdfie vermittelt den regulierten
und erfolgt eher fiir gréRere Proteine und Makromolekdle Stoffwechselaustausch. Unterstiitzt wird
diese Barriere durch einen Zellverbund aus
Astrozyten und Perizyten. Abbildung
modifiziert (Abbott et al., 2006).

(Abbott et al., 2006, Leitner and Connor, 2012). Im Unterschied
dazu ermoéglicht die parazelludre Permeabilitdt eher einen
Austausch von lonen und niedermolekularen Substanzen
(< 1kDa) uber spezielle Kandle in den TJs - die sogenannten ,,gap junctions* (GJs) (Abbott et al.,

2006, Eugenin et al., 2012). Die Endothelzellbarriere wird durch einen Zellverband aus Astrozyten
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und Perizyten stabilisiert und beeinflusst (Cabezas et al., 2014) (Abb. 4). Zusammen mit den
angrenzenden Neuronen bilden diese eine neurovaskulére Einheit (Abbott et al., 2006, Cabezas et
al., 2014). Zusatzlich ist die Endothelzellschicht von einer Basallamina aus extrazelluldrer Matrix
umgeben, in die Perizyten eingebettet sind und an die Fortsdtze der Astrozyten andocken
(Abbott et al., 2006) (Abb. 4). Insgesamt stellt die BBB einen komplexen Zellverbund dar
(Abb. 4).

Neben einer Vielzahl an Strategien zur Uberwindung der BBB und des Erreichens therapeutisch
wirksamer Konzentrationen im Gehirn liegt der Fokus heutzutage unter anderem auf
modifizierbaren Transportmolekiilen wie Nanocarriern (Upadhyay, 2014). Momentan sind
samtliche Ansatze eines nanopartikularen Wirkstofftransports noch im Stadium der praklinischen

Forschung (Costantino, 2010).

1.3 Nanocarrier

Verblinde von bis zu einigen tausend Atomen oder Molekilen werden im Allgemeinen als
Nanopartikel (NP) bezeichnet. In der Regel liegt ihre GréRe nach IUPAC-Definition (,,International
Union of Pure and Applied Chemistry*) zwischen 1 und 100 nm. Der Bergriff Nanocarrier umfasst
eine Gruppe von NPs, die zusatzlich eine Transportfunktion z.B. von Medikamenten (ibernehmen

koénnen.

Interessanterweise ist die Entdeckung und Verwendung von NPs keine Erfindung der modernen
Wissenschaft. Gold-NP beispielsweise wurden bereits im neunten Jahrhundert in Mesopotamien
fiir einen glitzernden Effekt bei der Verzierung von Tépferwaren eingesetzt (Reiss, 2010). In der
modernen Wissenschaft stieg spatestens seit den 1970iger Jahren die Forschung auf dem Gebiet
der NPs stetig an und in NPs wird heute ein sehr groRes Potential in vielen Bereichen wie Technik,

Medizin etc. gesehen (Kreuter, 2007, Holzinger et al., 2014).

NPs weisen andere chemische und physikalische Eigenschaften auf als grolRere Partikel oder
Festkorper mit vergleichbarer atomarer Zusammensetzung. Als Beispiel kann hier Gold aufgefihrt
werden, welches als Festkorper einen Schmelzpunkt von 1.064°C aufweist und die typisch
goldgelbe Farbe zeigt. Gold-NP hingegen weisen einen Schmelzpunkt von ca. 550°C (bei 1,5 nm
NP-GroRe) auf und zeigen eine tiefrote Farbung in Losung (Schmid, 1994, Kreibig, 1995, Schéfer,

2009). Zudem konnte flir Gold-NP eine starkere katalytische Aktivitdt nachgewiesen werden. So
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steigt bei Gold-NPs kleiner als 4 nm die CO-Oxidation pro Goldatom an der Oberflache deutlich an
(M. Haruta et al., 1993).

Es ist zu betonen, dass unter dem Begriff NP alle kleinsten Teilchen gleich welcher chemischen
Zusammensetzung zusammengefasst werden. Dies bedeutet, dass sowohl rein metallische NPs
(z.B. Goldpartikel), Metall- und Halbmetalloxide (z.B. Siliziumdioxid), Halbleiter (z.B.
Cadmiumselenid) oder Kohlenstoffhaltige NPs gemeint sein kénnen. Damit erklart sich das weite
Wirkungsspektrum der NPs. Gold-NPs kénnten in der Krebsdiagnostik und -therapie sowie beim
Gentransport eine wichtige Rolle spielen (Shah et al., 2014). Siliziumdioxid wird bereits seit mehr
als vier Jahrzenten als Lebensmittelzusatzstoff E551 eingesetzt, um z.B. die Rieselfdhigkeit bei
Kochsalz zu  erhalten (Baltes, 2007). Cadmiumselenid wird aufgrund von
Fluoreszenzeigenschaften, die durch die PartikelgroRe beeinflusst werden kdénnen, eine hohes

Potential in Solarzellen zugeschrieben (Norris and Bawendi, 1996, Early and Nesbitt, 2013).

Kohlenstoffhaltige NPs kénnen in Fullerene, RuRpartikel, SUVs (,,small unilamellar vesicles“) und
Dendrimere unterteilt werden. Bei den Fulleren handelt es sich um spharische oder
réhrenférmige ,,Hohlmolekiile”, deren Wirkungsspektrum, wie beispielsweise in der HIV-
Therapie, der Datenspeichung oder der Veranderung von Materialeigenschaften noch naher
untersucht werden muss (Harrison and Atala, 2007, Chawla et al.,, 2010). Ruf3partikel sind
Produkte von Verbrennungsprozessen und industriell hergestellter Ruf} wird hauptsachlich als
Fillstoff in der Gummiindustrie verwendet. Die zu den Liposomen zdhlenden SUVs sind aus einer
Lipiddoppelschicht aufgebaut und weisen einen Durchmesser < 100 nm auf. Eines von unzdhligen
SUV-Beispielen in der Medizin ist liposomales Doxorubicin, welches in der Brustkrebstherapie
eingesetzt wird (Harris et al.,, 2002). Dendritische NPs sind in der Regel aus einem
multifunktionalen Kern und davon ausgehend regelmadlig verzweigten dreidimensionalen

Strukturen mit definierten Endgruppen aufgebaut.

In den Modifizierungsmdoglichkeiten bei den dendritischen NPs wird ein hohes Potential fiir eine
verbesserte Wirksamkeit einer medizinischen Substanz gesehen u.a. hinsichtlich einer erhéhten
Verweildauer im Blut, einer verbesserten BBB-gangigkeit oder eines zielgerichteten Transports an
den Zielort (Gillies, 2005, Kreuter, 2007, De Jong and Borm, 2008). So konnte beispielsweise fiir
dendritische Poly(D,L-Lactide-Co-Glycolide)-NPs (PLGA-NPs), welche verschiedene therapeutische
Substanzen binden kénnen, eine relativ gute BBB-gangigkeit gezeigt werden (Tosi et al., 2013,

Dhami et al., 2014).

Den eben beschriebenen vielfdltigen Moglichkeiten der NPs stehen auch mdgliche Risiken
gegeniber, die im Forschungsfeld der Nanotoxikologie untersucht werden. So ist bekannt, dass
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NPs potentiell die Fahigkeit haben, Zellbarrieren zu tiberwinden und mit subzelluldren Strukturen
zu interagieren (Oberdorster, 2007). Zudem besteht eine gewisse Wahrscheinlichkeit, dass NPs
oxidativen Stress ausldsen kénnen (Oberdorster, 2007). Dieses Gefahrenpotential muss sicherlich
aufgrund der Vielfalt der chemisch unterschiedlichen NPs fiir jede NP-Spezies separat untersucht

und sollte bei Forschungen an NPs immer berticksichtigt werden.

1.3.1 In dieser Arbeit verwendete dendritische Nanocarrier: CMS, CSNP1 und CSNP2

In dieser Arbeit wurde das Potential von mit Cu beladenen NPs als therapeutischer Ansatz zur
Wiederherstellung der Cu-Homdéostase im AD-Gehirn untersucht. Dazu wurden Dendrimere
verwendet, die eine dendritische Kern-Hille-Architektur aufweisen und aufgrund der in der
chemischen Struktur vorhandenen Stickstoffatome Cu-lonen komplexieren kénnen (Abb. 5). Die
in dieser Arbeit verwendeten NPs wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Haag (Freie

Universitat Berlin, Institut fir Chemie und Biochemie) synthetisiert.

CMS (,,core-multi-shell nanoparticle) besteht aus einem PEI-Kern (Polyethylenimin), der in der
Lage ist Uiber Stickstoffe Cu-lonen zu binden, und zwei schiitzenden Hillen aus PE (Polyethylen)
und PEG (Polyethylenglycol) (Abb. 5). Chemisch betrachtet ist der Kern polar, die erste PE-Hiille
unpolar und die PEG-Auf8enhiille hydrophil. Dies sollte eine gute Léslichkeit in H,O bewirken. Im
Gegensatz dazu bestehen die CSNPs (,,core-shell nanoparticles®) aus einem hyperverzweigten
PG-Kern (PG = Polyglycerin) und einer TMEDA-Hille (N',N',N*Trimethylethan-1,2-diamin), an
welcher die Cu-lonen durch die vorhandenen Stickstoffe gebunden werden kénnen (Abb. 5). Der

PG-Kern ist hydrophil und die TMEDA-H(ille polar.

Mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 23.000 g/mol und 20.443 g/mol sind CMS und
CSNP1 dhnlich schwer (Treiber et al., 2009, Quadir, 2010). Im Gegensatz dazu ist CSNP2 mit
194.500 g/mol deutlich schwerer (Personliche Mitteilung, Markus Hellmund, Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Haag, Institut fir Organische Chemie, FU Berlin). Der durchschnittliche Durchmesser der
NP wurde mittels DLS (,,dynamic light scattering®) ermittelt und liegt bei 5 nm fir CMS, 4 nm fur

CSNP1und 20 nm fiir CSNP2 (Treiber et al., 2009, Fehse et al., 2014).
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Abb. 5: Chemische und schematische Darstellung der NPs. Bei CMS besteht der Kern aus PEI (Polyethylenimin), die erste Hiille aus PE
(Polyethylen) und die zweite Hiille aus PEG (Polyethylenglycol) (A, C). Bei den beiden CSNP bestehen die Schalen aus TMEDA (N',N',N*-
Trimethylethan-1,2-diamin) und der Kern aus PG (Polyglycerol) (B, D, E). Unterschiede gibt es hier in der Gr6f3e des Kerns. Wdhrend CSNP1
aus PGy, aufgebaut ist (D), wurde fiir CSNP2 PGy, verwendet (E). Bei allen NPs kénne freie Cu**-lonen aufgrund der Stickstoffe gebunden
werden, die bei CMS im Kern und bei CSNP1 sowie CSNP2 in der Schale vorkommen (A, B). Die Cu-bindenden Areale sind bei den Schemata

grau dargestellt.

Zusatzlich wurde das Zeta-Potential ermittelt, womit das Potential der Abscherschicht bei
elektrischen Doppelschichten bei Kolloidteilchen im Vergleich zur Losungsmittelumgebung
gemeint ist. Kolloide sind per Definition eine Dispersion nano-kleiner Teilchen eines Stoffes in
einem anderen Stoff. Kolloide mit einem Zeta-Potential von weniger als -30 mV oder mehr als
+30 mV werden als elektrostatisch stabil angesehen. Wahrend fiir CMS kein Zeta-Potential
bekannt ist, wurde fiir CNSP1 ein Zeta-Potential von 18,2 mV fiir unbeladenen NP und 12,1 mV fiir
Cu-beladenen NP ermittelt (Quadir, 2010). Bei CSNP2 wurden als Zeta-Potential Werte von
34,7mV fir unbeladenen NP und 53,2 mV fir Cu-beladenen NP herausgefunden (Personliche
Mitteilung: Markus Hellmund, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Haag, Freie Universitdt Berlin, Institut fur

Chemie und Biochemie).

1.4 Zielsetzung

Es gilt als etabliert, dass Cu ein starker Einflussfaktor in der AD ist: Cu beeinflusst die
Prozessierung, Lokalisierung und Expression von APP, aus dem durch proteolytische Spaltung
toxische AB-Peptide entstehen kdnnen. Diese wiederum sind nach der Amyloid-Hypothese fiir das
Neuronensterben in der AD verantwortlich. Eine Cu-Gabe kann in vitro einen Wechsel von der
amyloidogenen zur nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung und somit reduzierte Ap-Level

bewirken. Eine Cu-Behandlung fiihrte auch in transgenen AD-Mdusen u.a. zu erniedrigten Ap-
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Leveln. Diese positiven Effekte einer Cu-Gabe konnten allerdings in einer klinischen Studie nicht
bestatigt werden. Méglicherweise ist das in diesem Zusammenhang zugegebene Cu in Form von

Cu-Orotat nicht geeignet, weil nicht genug Cu Gber die BBB gelangt.

In dieser Doktorarbeit sollte die potentielle therapeutische Wirksamkeit von speziell
synthetisierten Nanopartikeln untersucht werden, die durch ihren chemischen Aufbau - das
Vorhandensein von Stickstoffgruppen — in der Lage sind, Cu-lonen zu komplexieren und somit
auch zu transportieren. Dazu sollten in vitro Studien durchgefihrt werden, die Aussagen Uber die
Cu-Beladung, Spezifitat, Toxizitdt, zelluldare Aufnahme, Bioverfiigbarkeit der Cu-lonen und Einfluss
auf die APP-Prozessierung ermdéglichen. Zudem sollte untersucht werden, ob diese mit Cu
beladenen Nanocarrier (iber die Bluthirnschranke gelangen. Bei hinreichend positiven
Ergebnissen, sollten die Cu/NP-Komplexe im Tierversuch mit AD-Mdusen auf ihre therapeutische
Wirksamkeit untersucht werden. In einem mdglichen Tierversuch sollte untersucht werden,
inwiefern die Cu-Behandlung die AD-Symptome, wie AB-Level, positiv beeinflussen kann und ob es

schadlichen Auswirkungen auf den Organismus gibt.

24



Ergebnisse

2 Ergebnisse

2.1. Cu-Beladung der NPs

Die verwendeten NPs weisen aufgrund ihres chemischen Aufbaus eine Vielzahl an
Stickstoffgruppen auf, die potenziell in der Lage sind, Cu(ll)-lonen zu komplexieren. Zur
Ermittlung der groRtmoglichen Beladung mit Cu(ll) wurde die Absorption der Cu/CSNP1- bzw.
Cu/CSNP2-Komplexe bei gleichbleibender NP-Konzentration (1pM) und ansteigenden CuCl,-
Konzentrationen bei 650 nm gemessen. Bei dieser Wellenldnge zeigen die Cu/NP-Komplexe ihre
groflte Absorption (Abb.6). Die Absorption freier Cu(ll)-lonen wurde durch Subtraktion
berticksichtigt. Fiir Cu/CMS wurde bereits eine Maximalbeladung von 40:1 Cu:CMS ermittelt

(Treiber et al., 2008, Fehse et al., 2014).
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Abb. 6: Bestimmung der Cu-Beladung der NP. Bei gleichbleibender NP-Konzentration (1 uM) wurde die Cu(ll)-Konzentration stetig erhéht
und letztendlich die entstehende Cu/NP-Komplexmenge durch Absorption abziiglich der Absorption freier Cu(ll)-lonen bei 650 nm

vermessen. Statistik: Standardfehler, n > 3.

Die Auswertung zeigt, dass ab einem Verhaltnis von 60:1 bzw. 300:1 keine Steigerung in der
Absorption fiir den Cu/CSNP1- bzw. Cu/CSNP2-Komplex mehr zu erkennen ist (Abb. 6). Somit sind
ab diesen Verhdltnissen die Sattigungen der beiden NPs mit Cu(ll)-lonen erreicht. Das Verhaltnis

60:1 fiir Cu:CSNP1 wurde in ITC-Messungen bestatigt (Quadir, 2010).

Ausgehend von den hier ermittelten sowie bereits bekannten Ergebnissen, wurde fir alle
weiteren Versuche mit voll beladenem Cu/NP-Komplexen gearbeitet, d.h. mit 40:1 Cu:CMS und

60:1 Cu:CSNP1 sowie 300:1 Cu:CSNP2.

2.2 Metall-Bindungsstudien der NPs
Die untersuchten NPs wurden so entworfen, dass die zur Komplexbildung zur Verfligung

stehenden Aminogruppen hauptsachlich Cu(ll)-lonen binden sollen. Hier wurde untersucht,
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inwiefern die Bindung anderer Metall-lonen im Vergleich zu Cu(ll)-lonen erfolgen kann, um die
Spezifitdt von CSNP1 und CSNP2 fir Cu(ll)-lonen ermitteln zu kénnen. Fiir Cu/CMS wurden diese

Studien nicht durchgefiihrt.

Diese Bindungsstudie basiert auf der Trennung von Metall/NP-Komplexen und freien Metall-lonen
durch Zentrifugalfiltration (Abb.7). Dazu wurden Filter mit einer Ausschlussgrenze von

10.000 g/mol verwendet. Nach Zentrifugation werden an

Metall/NP-Ki |
NP gebundene Metall-lonen in der oberen Phase ( etall/NP-Komplex
gehalten, wdhrend fir freie Metall-lonen eine 1( W
gleichmaRige Verteilung in der oberen und unteren Phase O

ICP-MS

erfolgt (Abb. 7). CSNP1 selbst weist ein Molekulargewicht
von 20.443 g/mol auf und verbleibt aufgrund dessen in == 10.000 g/mol Trennung
. . > Zentrifugation

der oberen Phase. Auch CSNP2 wird aufgrund eines
Molkulargewichtes von 194.500 g/mol in der oberen Abb.7: Schematische Darstellung der Metall-
. . . . Bindungsstudien von Metall/NP-Komplexen. Nach
Phase zuriickgehalten. Die drei verschiedenen Metalle Cu,

dem Prinzip der Zentrifugalfiltration sollten
Zn und Mn wurden nach CSNP1- oder CSNP2-Inkubation msgliche ~ Metall/CSNP1-  oder  Metall/CSNP2-
per ICP-MS-Messungen der oberen und unteren Phase Komplexe in der oberen Phase zuriickgehalten

werden, wdhrend nicht gebundene Metall-lonen

nach Zentrlfugalflltratlon auf eine moghChe sich gleichmdfSig verteilen. Die Detektion der Metall-

Komplexbildung analysiert. lonen erfolgt mittels ICP-MS.

Die Auswertung der Kontrollstudien zeigt deutlich, dass es bei Abwesenheit des NPs, sowohl im
Fall von CSNP1 also auch CSNP2, zu einer gleichmafigen 50 : 50% Verteilung des Metallsalzes in
den beiden Phasen kommt (Abb. 8 — A, B). Dies zeigt, dass sich die Metall-lonen wie erwartet frei
in der L6sung verteilen kénnen.

Bei Anwesenheit von CSNP1 ist ein vollkommen anderes Ergebnis zu erkennen (Abb. 8 — A). Hier
gibt es bei dem Cu/CSNP1-Komplex eine nahezu vollstdndige Lokalisation von Cu (100%) in der
oberen Phase. Bei der Zugabe von Zn zu CSNP1 verbleiben 72% der Zn-lonen in der oberen Phase.
Bei der Zugabe von Mn zu CSNP1 ist eine gleichmaRige Verteilung der Mn-lonen in den beiden
Phasen zu erkennen. Somit ergibt sich fiir Mn/ CSNP1 ein dhnliches Bild, wie es ohne Anwesenheit
von CSNP1 detektiert werden konnte. Deutlicher wird der Unterschied zwischen den einzelnen
Metallen, wenn die prozentuale Verteilung der Metallmenge bei An- und Abwesenheit des NP
miteinander verrechnet wird (Abb. 8 - B). Es zeigt sich, dass 100% der Cu-lonen von CSNP1
gebunden und folglich in der oberen Phase zuriickgehalten werden. Bei dem Vorhandensein von
Zn-lonen wird mit 31% ein wesentlicher kleinerer Anteil von CSNP1 komplexiert. Bei Mn-lonen
werden keine lonen von CSNP1 gebunden. Somit konnte deutlich gezeigt werden, dass CSNP1 die
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hochste Spezifitdt fiir Cu-lonen aufweist, wahrend bei Anwesenheit von Zn eine kleine Menge von

Zn-lonen gebunden werden kann.
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Abb. 8: Metall-Bindungsstudien von CSNP1 und CSNP2 mit Cu, Zn und Mn. Nach erfolgter Vorinkubation von 5 uM CSNP1 bzw. 1 uM CSNP2
mit 300 UM Metall-lon und anschliefender Zentrifugalfiltration erfolgte die Metallbestimmung in den einzelnen Phasen per ICP-MS. In
Abwesenheit des NPs ist bei allen Metall-lonen eine gleichmdfige 50 : 50% Verteilung in oberer und unterer Phase zu erkennen (A, B). Bei
Anwesenheit von CSNP1 oder CSNP2 verbleiben 100% der Cu-lonen und weniger Zn- und Mn-lonen in der oberen Phase (A, B). Eine
Verrechnung dieser Verteilungen ergibt, dass 100% der Cu-lonen und ca. 31% der Zn-lonen von CSNP1 komplexiert werden, wdhrend keine
Mn-lonen gebunden werden (C). Auch fiir CSNP2 zeigt sich die héchste Spezifitdt fiir Cu-lonen (100%), wéhrend zu 77% Zn-lonen zu 46% Mn-
lonen gebunden werden kénnen (D). Statistik: Standardfehler, n = 3 (A, C), n = 4 (B, D).

Ein vergleichbares Ergebnis konnte fiir die Anwesenheit von CSNP2 ermittelt werden. Beim
Cu/CSNP2-Komplex verbleiben 100% der Cu-lonen in der oberen Phase. Bei Zn/CSNP2 und

Mn/CSNP2 sind noch 92% der Zn-lonen und 79% der Mn-lonen in der oberen Phase zu erkennen.
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Nach Verrechnung mit der Verteilung an freien Metallionen in den beiden Phasen zeigt sich fir
CSNP2 die hochste Spezifitat fur Cu-lonen (100%), jedoch ist dieser NP auch in der Lage zu einem

nicht geringen Teil auch Zn (77%) oder Mn (46%) zu binden.
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Abb. 9: Kompetitive Cu/Zn-Bindungsstudien von CSNP2. Ahnlich wie in Abb. 8 beschrieben wurden hier zusétzlich Cu- und Zn-lonen
kompetitiv zu CSNP2 gegeben. Wiihrend sich die reinen Metallsalze gleichmagige in oberer und unterer Phase verteilen (A), zeigt sich fur
Cu/Zn/CSNP2 ein deutlicher Cu-Riickhalt in der oberen Phase (A). Nach der Verrechnung ergibt sich, dass hauptséchlich Cu-lonen (95%) und
2u einem sehr kleinen Teil Zn-lonen (18%) von CSNP2 komplexiert werden (B). Statistik: Standardfehler, n = 4.

Die bei CSNP2 detektierte recht hohe Zn-Bindung wurde durch kompetitive Cu/Zn-
Bindungsstudien naher untersucht. In Abwesenheit von CSNP2 ist bei den Cu- und Zn-lonen eine
gleichmaRige 50:50% Verteilung in oberer und unterer Phase zu erkennen (Abb.9). In
Anwesenheit von CSNP2 verbleiben 98% der Cu-lonen und 63% der Zn-lonen in der oberen Phase
(Abb. 9). Die Verrechnung dieser Verteilungen und der Vergleich mit Cu/CSNP2 bzw. Zn/CSNP2
ergibt, dass 94% der Cu-lonen und ca. 80% der Zn-lonen von CSNP2 bei Einzelbeladung in der
oberen Phase zurlickgehalten werden. Bei kompetitver Cu/Zn-Beladung werden 95% der Cu-lonen
und nur 18% der Zn-lonen in der oberen Phase zurlickgehalten (Abb. 9). Demnach ist fiir CSNP2 im
Vergleich zur Zn- die Cu-Bindung deutlich starker.

Insgesamt zeigte sich fiir CSNP1 und CSNP2 die starkste Bindung fiir Cu-lonen. Wenn nur Zn-lonen
zur Verfligung stehen, dann werden diese auch gebunden, allerdings ist diese Bindung nicht so
stark. Im Vergleich zu CSNP1 hat CSNP2 ein groReres Potential Zn-lonen zu binden. Im Gegensatz
dazu bindet CSNP1 keine Mn-lonen und CSNP2 bindet diese in einem sehr geringen Mafle, wenn

nur Mn-lonen zu Verfiigung stehen.

2.3 Toxizitat der Cu/NP-Komplexe
Die Ermittlung der Toxizitat von Cu/NP ist unerldsslich, um sicherzustellen, dass bei weiteren
Untersuchungen mit nicht-toxischen Konzentrationen gearbeitet wird und beobachtete Effekte

nicht durch Zelltoxizitat beeinflusst sind.
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2.3.1 Toxizitdt auf SH-SY5Y-Zellen
Die Toxizitat bei SH-SY5Y-Zellen wurde mittels des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assays

(Promega) nach fiinfstiindiger Inkubation mit steigenden NP- oder Cu/NP-Konzentrationen

ermittelt.
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LD,, = 0,13 uM CSNP2 bzw. 40 uM Cu (Cu:CSNP2 300:1)
Der unter den gewahlten Bedingungen ermittelte LDg,-Wert liegt fiir Cu/CMS bei
120 pM (Cu:CMS 40:1) und unbeladenen CMS bei 3 uM CMS (Abb. 10). Fir Cu/CSNP1 wurde ein
LDso-Wert von 600 pM (Cu:CSNP160:1) und fur unbeladenen CSNP1 von 10 uM CSNP1 ermittelt
(Abb.10). Die hochste Toxizitdt wurde fir Cu/CSNP2 mit einem LDs,-Wert von
40 pM (Cu:CSNP2 300:1) und 0,13 uM CSNP2 festgestellt (Abb. 10). Somit ist Cu/CSNP2 toxischer
als Cu/CMS, der wiederrum toxischer als Cu/CSNP1 ist. Bei allen NPs konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen beladenen und unbeladenen NPs hinsichtlich der Toxizitdt auf SH-SY5Y-

Zellen festgestellt werden.

Fur die nachfolgenden Versuche wurden Konzentrationen verwendet, die mindestens 3-fach

unter dem ermittelten LD50-Wert liegen und daher nicht toxisch wirken sollten. Somit wurde
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Cu/CMS oder CMS maximal eine Konzentration von 40 pM Cu (Cu:CMS 40:1) oder 1pM CMS
verwendet. Cu/CSNP1 wurde maximal in einer Konzentration von 120 pM Cu (Cu:CSNP1 60:1) bzw.
2 UM CSNP1 eingesetzt. Fiir Cu/CSNP1 liegen die verwendeten Konzentrationen mindestens 5-fach
unter dem ermittelten LDg,-Wert. Cu/CSNP2 wurde in einer Maximalkonzentration von

10 M Cu (Cu:CSNP2 300:1) oder 0,03 pM unbeladenen CSNP2 verwendet.

2.3.2 Toxizitdt auf HEK293T-Zellen

Fur die Analysen der Cu-Bioverfiigbarkeit (s.11) wurden HEK293T-Zellen verwendet. Auch bei
HEK293T-Zellen ist die Verwendung von nicht-toxischen Konzentrationen fiir valide Ergebnisse
unabldssig. Dazu wurden exemplarisch die bei dieser Zelllinie verwendeten
Maximalkonzentrationen von beladenen und unbeladenen NPs mittels des MTS-Assays

hinsichtlich der Toxizitat untersucht.

120 Abb. 11: Ermittlung der Toxizitdt der Cu/NP-Komplexe und
100 - unbeladenen NP auf HEK293T-Zellen. Die Toxizitdt wurde
[
] 80 nach fiinfstiindiger Inkubation ermittelt. Keine der
Q ]
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Bei den verwendeten Maximalkonzentrationen von 40 pM Cu (Cu:CMS 40:1) bzw. 1uM CMS
(unbeladen) wurden Viabilitdtswerte von 93+13 bzw. 94 +17 ermittelt (Abb.11). Fir
60 uM Cu (Cu:CSNP1 60:1) bzw. 1 uM CSNP1 (unbeladen) zeigte sich eine Viabilitat von 96 + 5 bzw.
100 £13 (Abb.11).  Bei 10 uM Cu (Cu:CSNP2 60:1) oder 0,3 uM CSNP2 (unbeladen) wurden
Viabilitatswerte von 88 +12 bzw. 94 +8 festgestellt (Abb.11). Insgesamt schwanken die
ermittelten Viabilitatswerte mit einem Durchschnittswert von 94 *+10% um 100% und es konnte
kein Unterschied zur Kontrolle - unbehandelte Zellen - erkannt werden (Abb. 11). Demnach
zeigen diese Konzentrationen keinen Effekt hinsichtlich der Toxizitat und die Verwendung bei den

Cu-Bioverfugbarkeitsanalysen (s. 2.7) ist unbedenklich.
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2.3.3 Toxizitdt auf HBMEC-Zellen

Bei den Untersuchungen zur BBB-Gangigkeit (s. 2.10) wurden HBMEC-Zellen verwendet. Fiir valide
Ergebnisse, die auf nicht-toxischen Cu/NP-Konzentration basieren sollen, wurden exemplarisch
die verwendeten Maximalkonzentrationen von beladenen und unbeladenen NPs mittels des MTS-

Assays hinsichtlich der Toxizitat untersucht.
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Bei den verwendeten Maximalkonzentrationen von 40 pM Cu (Cu:CMS 40:1) bzw. 1pM CMS
(unbeladen) wurden Viabilitdtswerte von 104+3 bzw. 108+10 ermittelt (Abb.12). Fir
60 uM Cu (Cu:CSNP1 60:1) bzw. 1 uM CSNP1 (unbeladen) zeigte sich eine Viabilitat von 104 + 7 bzw.
111+11 (Abb.12). Bei 10 puM Cu (Cu:CSNP2 60:1) oder 0,3 pM CSNP2 (unbeladen) wurden
Viabilitdtswerte von 100+4 bzw. 103 +13 beobachtet (Abb.12). Demnach schwanken die
ermittelten Viabilitdtswerte fiir HBMEC-Zellen ohne signifikanten Unterschied um den
Kontrollwert von 100% und die verwendeten Konzentrationen zeigen keine toxischen Effekte
(Abb. 12). Die Verwendung dieser Konzentrationen fiir die Analysen zur Uberwindung der BBB

(s. 2.10) ist unbedenklich.

2.4 Zelluldre Cu/NP-Aufnahme

2.4.1 Zelluldre Cu-Aufnahme nach Cu/NP-Inkubation

Im folgenden Abschnitt wurde untersucht, inwieweit es zu einer zelluldren Aufnahme der Cu/NP-
Komplexe kommt. Hierfir wurden zundchst SH-SY5Y Zellen mit ansteigenden Cu/NP-
Konzentrationen behandelt und anschlieBend erfolgte die Bestimmung des zelluldren Cu-Levels
mittels ICP-MS-Messungen. Unter Berlicksichtigung der vorhandenen Zellzahl konnte eine

Berechnung des Cu-Gehalts pro Zelle erfolgen.
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Bei allen untersuchten NPs fiihrte eine fiinfstiindige Inkubation von SH-SY5Y Zellen mit Cu/NP-
Komplexen zu einem konzentrationsabhangigen Anstieg des zelluldren Cu-Levels. So fiihrte die
Inkubation mit 40 uM Cu (Cu:CMS 40:1) zu einer Erhdhung des zelluldren Cu-Levels auf 167 fg/Zelle
(Abb.13. Bei CSNP1 lag die zelluldre Cu-Konzentration nach einer Inkubation mit
10 pM Cu (Cu:CSNP160:1) bei 37,9fg/Zelle und konnte durch die Inkubation mit
100 UM Cu (Cu:CSNP160:1) auf 486,0 fg/Zelle gesteigert werden (Abb. 13). Somit ist bei CSNP1
durch eine Inkubation mit der 10-fachen Menge eine Steigerung auf den 10-fachen Cu-Level
moglich. Fir CSNP2 konnte durch die Inkubation von 10 pM Cu (Cu:CSNP2 300:1) eine Steigerung
des zelluldren Cu-Levels auf 38,5 fg/Zelle erreicht werden (Abb. 13). Im Vergleich dazu fand bei
einer um 50% reduzierten Cu-Konzentration, bei 5 uM Cu (Cu:CSNP2 300:1), mit 17,4 fg/Zelle nur

eine circa halb so hohe Steigerung des zelluldren Cu-Levels statt (Abb. 13).
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Abb. 13: Cu-Level nach Cu/NP-Inkubationen. Nach einer
flinfstiindigen Inkubation von SH-SY5Y Zellen mit steigenden
40 |
MS-Analysen und nach Verrechnung mit der Zellzahl ermittelt. Bei
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Der Vergleich der Inkubation von 10 uM Cu in den jeweiligen Cu:NP-Verhaltnissen auf den Cu-Level
(Cu fg/Zelle) zeigt 2 fiir Cu/CMS, 38 fiir Cu/CSNP1 und 39 fiir Cu/CSNP2 (Abb. 13). Folglich ist die Cu-
Aufnahme bei gleicher Cu-Konzentration fiir Cu/CSNP1 und Cu/CSNP2 vergleichbar und effektiver
als bei Cu/CMS.
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Somit konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von Cu-beladenen NPs bei allen untersuchten
NPs zu einer konzentrationsabhdngigen Erhéhung des zelluldren Cu-Levels fiihrt. Eine

Untersuchung der Bioverfiigbarkeit der aufgenommenen Cu-lonen erfolgt in Abschnitt 2.7.

2.4.2 Zelluldre NP-Aufnahme nach Cu/NP-Inkubation
Neben den ICP-MS-Analysen wurde eine Fluoreszenzanalyse durchgefiihrt. Hierflir wurden SH-

SY5Y Zellen mit CMS-Cy3, CSNP1-FITC oder CSNP2-CY3 inkubiert.

CMS-Cy3 in SH-SY5Y cells CSNP1-FITC in SH-SY5Y cells

Abb. 14: Zelluldre NP-Aufnahme nach Cu/NP-Inkubation. SH-SY5Y-
Zellen wurden entweder mit CMS-CY3 (A, B), CSNP1-FITC (C, D)
oder CSNP2-Cy3 inkubiert (E, F) und mittels LSM analysiert. Fiir alle
NPs zeigt sich eine intrazelludre Aufnhame ins Zytoplasma (A, C,
E), wihrend das Kernkompartiment ausgespart bleibt (B, D, F).
Statistik: n > 3.

CSNP2-Cy3 in SH-SY5Y cells

Fir CMS-Cy3 zeigt sich deutlich eine Lokalisierung des NPs innerhalb der Zelle, nicht jedoch
innerhalb des Nucleus (Abb. 14). Ahnliches zeigt sich fiir CSNP1-FITC, wo deutlich zu erkennen ist,
dass dieser NP intrazelluldr vorhanden ist, jedoch nicht in den Kern geht (Abb. 14). Und auch fiir
CSNP2-Cy3 wurde eine Lokalisation des NPs im Zytoplasma beobachtet, wahrend im Zellkern
keine NPs detektiert wurden (Abb. 14). Somit konnte fir alle NPs die intrazelluldre Aufnahme

gezeigt werden.

2.5 Einfluss von Cu/NP oder Zn/NP auf den zelluldren Zn-Level

Es konnte gezeigt werden, dass der CSNP1 in geringem Mal3e in der Lage ist neben Cu- auch Zn-
lonen zu binden (Abb. 15). Im Gegensatz dazu zeigte sich fiir CSNP2 eine deutlich hohere Zn-
Bindung, die allerdings bei Kompetition von Cu- und Zn-lonen zulasten der Cu-Bindungen in den

Hintergrund tritt (Abb. 15). Zur Untersuchung dieser Zn-Bindungskapazitat auf die Auswirkung
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des zelluldren Zn-Levels wurden SH-SY5Y Zellen mit unterschiedlich beladenem CSNP1 oder CSNP2
inkubiert und anschlieBend der Metall-Spiegel mittels ICP-MS analysiert. Dabei wurden folgende
Kombinationen untersucht: unbeladener NP, Cu/NP, Zn/NP und Cu/Zn/NP. Bei der letzten

Kombination konkurrieren die beiden Metall-lonen um die Bindungsstellen des NPs.

Fir CSNP1 zeigte die Behandlung der SH-SY5Y-Zellen, dass der Zn-Level unabhdngig von der
Metallbeladung unverdndert bei durchschnittlich 465 fg/Zelle bleibt (Abb.15). Weder eine
Zn/CSNP1- noch eine Cu/Zn/CSNP1-Behandlung fiihrten zu einem erhdhten Zn-Level im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (Abb. 15). Anders war es bei dem zelluléren Cu-Level, wo sowohl die
Cu/CSNP1- als auch die Cu/Zn/CSNPi1-Inkubation zu einem stark erhohten Cu-Level flihrten
(Abb. 15). Die CSNP1- und Zn/CSNP1-Behandlungen zeigten hingegen keine Verdnderung im Cu-
Level (Abb. 15).
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Abb. 15: Zn- und Cu-Level nach zelluldrer Metall/CSNP1- oder Metall/CSNP2-Behandlung. SH-SY5Y Zellen wurden nach einstiindiger
Inkubation mit verschieden beladenem CSNP1 oder CSNP2 — unbeladen, Cu, Zn oder Cu/Zn - mittels ICP-MS auf ihren Cu- und Zn-Level
analysiert. Bei beiden NPs zeigte sich der Zn-Level unbeeinflusst von der Metall/NP-Behandlung der Zellen. Im Unterschied dazu konnte nur
bei Vorhandensein von Cu, wie der Cu/NP- oder der Cu/Zn/NP-Inkubation, eine deutliche Steigerung des Cu-Levels erreicht werden. Somit
transportiert sowohl CSNP1 also auch CSNP2 ausschlieflich Cu- und keine Zn-lonen in SH-SY5Y Zellen. Statistik: Standardfehler, ANOVA-
Analyse, Dunnett’s multiple comparison test: ***p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle, n > 5.

Fir CSNP2 wurde ein dhnliches Ergebnis ermittelt. Die Inkubation von SH-SY5Y-Zellen mit
verschieden beladenen CSNP2 u.a. die Zn/CSNP2- sowie die Cu/Zn/CSNP2-Inkubation zeigte keine
signifikanten Schwankungen um einen durchschnittlichen Zn-Level von 177 fg/Zelle (Abb. 15). Im
Gegensatz dazu fihrte sowohl die Cu/CSNP2- als auch die Cu/Zn/CSNP2-Behandlung mit
durchschnittlich 40 fg Cu/Zelle zu einem ca. 12-fach erhéhten Cu-Level im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle mit 3 fg Cu/Zelle (Abb. 15). Die CSNP2- und Zn/CSNP2-Inkubationen

zeigten keine Veranderung im Cu-Level (Abb. 15).
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Zusammenfassend konnte damit gezeigt werden, dass sowohl CSNP1 als auch CSNP2 spezifisch
Cu-lonen in die Zelle transportieren, wahrend kein Transport von Zn-lonen erfolgt. Gleichzeitig
konnte kein Effekt der Cu-Behandlung oder der Behandlung mit unbeladenem NP auf den Zn-

Level festgestellt werden. Somit beeinflusst die Cu-Behandlung den Zn-Level nicht.

Fir Cu/CMS wurden diese Analysen nicht durchgefihrt, da u.a. die Zn-Bindung wie fiir die anderen
beiden NP nicht ndher untersucht wurde. Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Zn-Level von

der Cu-Behandlung - Cu/CMS und CMS - nicht beeinflusst wird (Treiber et al., 2009).

2.6 Analyse des zelluldaren Aufnahmemechanismus von Cu/NP

Fir die zelluldre Aufnahme von Substanzen existiert eine Vielzahl an Transportwegen, wie z.B.
die Caveolea- und Clathrin-abhangige Endozytose (Doherty and McMahon, 2009, Parkar et al.,
2009). Diese Transporte sind in der Regel energieabhdngig und kénnen folglich durch
herabgesetzte Temperaturen inhibiert werden. So sollte bereits bei 16°C Umgebungstemperatur
eine Reduzierung des aktiven Transports erfolgen und bei 4°C sollte dieser nahezu vollstandig
unterbunden sein (Bahhady et al., 2007). Im folgenden Abschnitt wurde untersucht, ob von den
Cu/CSNP1- oder Cu/CSNP2-Komplexen ein solcher energieabhangiger Transportmechanismus
genutzt wird. Dazu wurde der Cu-Gehalt der SH-SysY-Zellen nach einer halbstiindigen Cu/NP-

Inkubation bei der jeweiligen Temperatur mittels ICP-MS ermittelt.

Zur Verifizierung dieser Methode wurde die zelluldre Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem
Transferrin nach halbstiindiger SH-SY5Y-Inkubation bei den Temperaturen 37°C und 4°C analysiert.
Transferrin wird (iber spezifische Transferrin-Rezeptoren in die Zelle aufgenommen und unterliegt
einem aktiven, energieabhdngigen Transportmechanismus (Aisen, 2004). Bei der Auswertung ist
zu erkennen, dass bei 37°C eine deutlich erhéhte Transferrinmenge (354% Transferrinfluoreszenz
im SH-SY5Y-Lysat) in den Zellen vorhanden ist und dass die Transferrinmenge bei 4°C (88 +13%
Transferrinfluoreszenz im SH-SY5Y-Lysat) wieder das Ausgangsniveau unbehandelter Zellen (100%
Fluoreszenz im SH-SY5Y-Lysat) erreicht (Abb. 16 — A). Somit konnte gezeigt werden, dass wie

erwartet die Transferrinaufnahme einem temperaturabhangigen Aufnahmeprozess unterliegt.
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Abb. 16: Temperaturabhdngige Transportanalysen von Transferrin sowie Cu/CSNP1 und Cu/CSNP2. Nach einer Vorinkubation bei der
jeweiligen Temperatur erfolgte die Analyse der Aufnahme der Analyten nach einer halbstiindigen Inkubation bei der jeweiligen
Temperatur. Bei der Positivkontrolle zeigte sich im Vergleich zu 37°C bei 4°C eine deutlich reduzierte Transferrinaufnahme (A). Im Gegensatz
dazu zeigt sich sowohl bei Cu/CSNP1 also auch bei Cu/CSNP2 kein Unterschied im Cu-Level zwischen den beiden untersuchten Temperaturen
(B, Q). Statistik: Standardfehler, Shapiro-Wilk-Test, ANOVA-Analyse, Dunn’s Multiple Comparison Test (B), *p 0,05, **p < 0,01, n=>7 (A),
n=6(B),n=4(C).

Nun wurde der Cu-Level in SH-SY5Y-Zellen mittels ICP-MS-Analysen nach halbstiindiger Cu/CSNP1-
oder Cu/CSNP2-Inkubation bei den Temperaturen 37°C und 4°C untersucht. Dabei konnte kein
Unterschied zwischen den Cu-Leveln bei den verschiedenen Temperaturen festgestellt werden
(Abb. 16 - D,C). Dieser bleibt bei durchschnittlich 15,1fg/Zelle (Cu/CSNP1) oder 0,108 fg/Zelle
(Cu/CSNP2) unabhéngig von der Temperatur.

Somit ist weder die Cu/CSNP1- noch die Cu/CSNP2-Aufnahme temperaturabhdngig und diese
unterliegen somit auch nicht einem energieabhdngigen Transport. Dies fiihrt zu der
Schlussfolgerung, dass der Transport beider NPs passiv erfolgt. Fir Cu/CMS wurde in

Transportstudien bereits ein aktiver Transport festgestellt (Treiber et al., 2009).

2.7 Zelluldre Cu-Bioverfligbarkeit: Cu-Detektion mittels des MRE-GFP-Konstrukts

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Behandlung mit Cu/NP-Komplexen zu einer Erhéhung
des zelluldren Cu-Levels flhrt (s. 2.4.1). Wichtig ist nun die Analyse, ob die an die NPs gebundenen
Cu(l)-lonen auch in der Zelle freigegeben werden und dort bioverfigbar sind. Diese

Bioverfiigbarkeit des Cu wird mittels eines MRE-GFP-Reporterkonstruktes untersucht.
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Das Prinzip der Cu-Detektion basiert dabei auf einer indirekten Kaskade (Abb. 17), die bereits in
Balamurugan and Schaffner, 2006, beschrieben wurde. In der Zelle freigesetztes Cu verdrangt Zn-
lonen, die an Metallothionein (MT) gebunden
sind. Die nun freien Zn-lonen I6sen eine
Rekrutierung von MTF-1 (,,metal transcription
factor 1“) in den Zellkern aus. Dort lagert sich
MTF-1 Gber die Zinkfinger-Domdnen an
sogenannte MREs (,,metal response

elements®) an, welche dann eine erhdhte

Expression des fusionierten GFP-Proteins zur

Folge haben. Die Freisetzung des Cu Abb. 17: Schematische Darstellung des Cu-Detektionsprinzips mittels

. L . des MRE-GFP-Reporter-konstruktes. Das Detektionsprinzip ist indirekt.
korreliert dabei mit der Expression des GFP- Eine Erhéhung des zelluldren Cu-Levels fiihrt Giber MT, Zn-lonen, MTF-1

und MREs zu einer erh8hte Expression des fusionierten GFP-Proteins.
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Abb. 18: Etablierung des MRE-GFP-Reporterkonstrukts mit pCTr und GFP-Expression von HEK293TpMRE-GFP-Lysaten in Abhdngigkeit
steigender Cu/NP-Konzentrationen. Die Expression von CTr als Positivkontrolle gemeinsam mit MRE-GFP hat einen erhéhten zelluldren Cu-
Level zur Folge (A) und zu einer deutlich erkennbaren GFP-Bande bei gleichbleibender Aktinbande (B). Eine fiinfstiindige Inkubation von
HEK293TpMRE-GFP fiihrt bei einer Cu/CMS- und Cu/CSNP1-Inkubation nicht jedoch bei Cu/CSNP2 zu einer erhéhten GFP-Fluoreszenz und
folglich zu einer konzentrationsabhdngigen Cu-Freigabe. Es ist kein signifikanter Anstieg der GFP-Fluoreszenz durch Zugabe des
unbeladenen NP detektierbar (D, E). Statistik: Standardfehler, Students t-Test (A), Kruskal-Wallis Test und anschlieffend Dunn’s multiple
comparison test (C, D, E): **p < 0,01, ***p < 0,001, n 210 (A), n 26 (C), n > 4 (D) oder n =7 (E).
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Zundchst wurde dieses Cu-Detektionsprinzip etabliert. Dazu wurde die intrazelluldre GFP-
Expression nach einer transienten Expression von pMRE-GFP und pCTr (Ctr = Copper transporter)
in Hek293T-Zellen mittels Fluoreszenzmessungen und Western Blot analysiert. Die Expression von
pCTr fiihrt zu einer Expression von CTr, was einen erhdhten Cu-Import und somit einen erhéhten
zelluldren Cu-Level zur Folge hat. Die transiente Expression beider Konstrukte fiihrt zu einer
finffach erhéhten GFP-Expression bei den Fluoreszenzmessungen der Zelllysate bzw. zu einer
deutlichen GFP-Bande im Western Blot bei gleichbleibender Aktinbande (Abb. 18). Damit konnte
gezeigt werden, dass dieses Cu-Detektionsprinzip in der verwendeten Zelllinie funktioniert und

zur Analyse verwendet werden kann.

Nun konnte die Analyse der Cu-Freisetzung in Abhdngigkeit von Cu/NPs-Komplexen erfolgen.
Dazu wurde die GFP-Expression von Hek293T-Zellen, die transient pMRE-GFP exprimieren, nach
finfstiindiger Inkubation mit steigenden Cu/NP-Konzentrationen untersucht. Bei Cu/CMS-
Inkubation fiihrt die hochste untersuchte Konzentration von 40 uM Cu (Cu:CMS 40:1) zu einer
Steigerung der GFP-Fluoreszenz um 43% (Abb. 18). Die Verwendung von 10, 30 und 60 pM Cu
(Cu:CSNP1 60:1) resultiert in einer Steigerung um 11%, 21% und 55% der GFP-Fluoreszenz (Abb. 18).
Da die GFP-Fluoreszenz mit der GFP-Expression und letztendlich mit dem intrazelluldren Cu-Level
korreliert, zeigt sich sowohl bei der Cu/CMS-Inkubation als auch bei der Cu/CSNP1-Behandlung
eine konzentrationsabhdngige Cu-Freigabe. Im Gegensatz dazu ist bei der Cu/CSNP2-Inkubation
keine Steigerung der GFP-Fluoreszenz und somit auch keine erhéhte Bioverfiigbarkeit der Cu-
lonen zu erkennen. Die zelluldre Behandlung mit unbeladenen NPs fiihrt bei 1uM CMS,
1uM CSNP1 und 0,03 pM CSNP2, der jeweils hochsten verwendeten NP-Konzentration bei der
entsprechenden Cu/NP-Inkubationen, wie erwartet zu keiner signifikanten Erhéhung der GFP-

Fluoreszenz.

Zusammenfassend kann eine Erhdéhung der GFP-Fluoreszenz und folglich Cu-Freigabe mit
zugefiihrten Cu-lonen aus dem Cu/CMS und Cu/CSNP1-Komplex nicht jedoch aus dem Cu/CSNP2-

Komplex erreicht werden.

2.8 pH-abhdngige Cu-Freigabe aus dem Cu/NP-Komplex

Es konnte bereits gezeigt werden, dass es zu einer zelluldaren Cu-Freigabe aus dem Cu/CMS- und
Cu/CSNP1-Komplex kommt (s. 2.7). Nun wird analysiert, inwiefern ein méglicher Mechanismus der

Cu-Freigabe der pH-Abhangigkeit unterliegt. Der pH-Wert innerhalb der Zelle liegt bei ca. 7,4 und
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mit den Lysosomen gibt es Bereiche in der Zelle, die mit 4,5 — 5 einen deutlich niedrigeren pH-
Wert aufweisen. Zur Untersuchung wurde die Menge des Komplexes bei verschiedenen pH-

Werten analysiert.
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Abb. 19: pH-abhiingige Cu-Freigabe aus den Cu/NP-Komplexen. Zur Analyse wurde das Absorptionsmaximum bei 650 nm genutzt und die
untersuchten pH-Werte wurden in einer Natriumacetat-Lésung stabilisiert. Die Absorption freier Cu-lonen bei 650 nm wurde von den
ermittelten Absorptionswerten substrahiert. Fiir Cu/CMS zeigt sich erst bei pH 3 eine deutliche Reduzierung der Komplexmenge, wdhrend
bei Cu/CSNP1 bereits bei pH 5 eine leichte und bei noch saureren pH-Werten eine deutliche Verminderung der Komlexmenge zu erkennen
ist. Statistik: Standardfehler, ANOVA-Analyse, Dunnett’s multiple comparison test: ***p < 0,001, n =5 (A), n = 4 (B).

Die Cu/NPs-Komplexe weisen bei 650 nm ein spezifisches Absorptionsmaximum auf (s. 4.2.1),
welches zur Detektion der Menge des bestehenden Komplexes genutzt wurde. Als Ausgangsbasis
(100%) wurde die Menge bei einem pH-Wert von 7 betrachtet. Der Cu/CMS-Komplex zeigte sich
Uber den gesamten pH-Bereich recht stabil, erst bei pH 3 war eine deutliche Reduzierung der
Cu/CMS-Komplexmenge auf ca. 50% zu beobachten (Abb. 19). Demzufolge erfolgt hier erst bei
einem sehr niedrigen pH-Wert eine Cu-Freisetzung. Fiir Cu/CSNP1-Komplexe hingegen ergab sich
liber den gesamten analysierten pH-Bereich mit saurer werdenden pH-Werten eine Verminderung
der Cu/NP-Komplexmenge. Bei pH 5 ist noch eine Menge von 81% vorhanden und diese sank
weiter auf 40% bei pH 4 und letztendlich bei pH 3 auf 16% der Ausgangswerte (Abb. 19). Dies
bedeutet gleichzeitig eine Freisetzung der gebundenen Cu-lonen bereits bei physiologischen pH-
Werten. Bei Cu/CSNP2 gibt es bei pH 5 eine signifikante Reduktion der Cu/NP-Komplexmenge um
83% (Abb.19). Bei saureren pH-Werten ist eine weitere Verminderung der Cu/CSNP2-
Komplexmenge zu beobachten, bis maximal um 58% bei pH 3 (Abb. 19). Folglich kann auch bei
Cu/CNSP2 eine Cu-Freigabe aufgrund eines sauren pH-Wertes erfolgen. Zusammenfassend ist

Cu/CSNP1 deutlich pH-sensitiver als Cu/CSNP2 und Cu/CMS.

2.9 Analyse der APP-Prozessierung nach Cu/NP-Behandlung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass in vitro durch einen Cu-Uberschuss die nicht-
amyloidogene APP-Prozessierung stimuliert und die amyloidogene Prozessierung reduziert wird

(Borchardt et al., 1999). Nach den vorherigen, vielversprechenden Ergebnissen der Analyse der
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Cu-Bioverfuigbarkeit nach Cu/NP-Behandlung wurde nun untersucht, inwieweit eine Cu/NP-
Behandlung Auswirkungen auf die APP-Prozessierung und somit auf die Menge der gebildeten
AB-Spezies hat. Dazu wurden SH-SY5Y-APP Zellen nach fiinfstiindiger oder 24-stiindiger
Inkubation mit steigenden Cu/CSNP1-Konzentrationen mittels ELISA- sowie Western Blot-

Untersuchungen analysiert.

Fir Cu/CMS zeigten die ELISA-Auswertungen, dass keine der verwendeten Cu-Konzentrationen
von 10, 20 und 40 pM Cu (Cu:CMS 40:1) zu einer Verdnderung der untersuchten AB-Spezies -
AB38, AB40 und AB42 - nach einer fiinfstiindigen Cu/CMS-Inkubation fiihrt (Abb. 20). Bei einer 24-
stiindigen Inkubation mit den gleichen Cu/CMS-Konzentrationen wurde ein dhnliches Ergebnis

beobachtet; die verschiedenen AB-Level blieben unverdndert (Daten nicht gezeigt).

Bei den ELISA-Auswertungen fiir Cu/CSNP zeigt sich, dass keine der untersuchten AB-Spezies -
AB38, AB40 und AB42 — nach einer fiinfstiindigen Inkubation in den Konzentrationen 10, 40 und
60 UM Cu (Cu:CSNP1 60:1) einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle aufweist (Abb. 20). Auch
bei der Detektion des APgLevels wiederholt sich dieses Ergebnis (Abb. 21). Bei 24-stiindiger
Inkubation mit den gleichen Konzentrationen zeigt sich ein dhnliches Resultat, denn auch hier

konnte kein Effekt auf die verschiedenen AB-Level detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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20 Analyse die Level der untersuchten Af-Spezies
0 0 10 20 40 - Afges, AF38, Ap40 und ApP42 - bestimmt
uM Cu (Cu:CMS 40:1) werden. Bei Cu/CMS zeigten die Level der
B verschiedenen Af-Spezies keinen signifikanten
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g 120 m AR, untersuchten Af-Level kein  signifikanter
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Abb. 21: APP-Prozessierung nach Cu/CMS- oder Cu/CSNP1-Inkubation. Im Uberstand von SH-Sy5Y-APPZellen, kann nach fiinfstiindiger
Inkubation mit steigenden Cu/CMS- oder Cu/CSNP1-Konzentrationen sowohl bei sSAPP« (A, D) und sAPPf3 (B, E) als auch bei APP (C, F) und
bei Ap (D) kein Unterschied zur Kontrolle detektiert werden. Durchfiihrung der Western Blots mit 1. Antikérper WO2 (A, G, D, F, G) bzw.
antiAPPS (B, E) und antiAktin (G, F). n = 4.

Im Western Blot wurden die sAPPa- und sAPPB-Level nach Cu/CMS-Inkubationen analysiert.
Steigende Cu/CMS-Konzentrationen — 10, 20 und 40 pM Cu (Cu:CMS 40:1) — fihren zu keiner
Verénderung der sAPPa- bzw. sAPPB-Level im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 21). Auch die APP-
Level bleiben bei den verschiedenen Cu/CMS-Konzentrationen unverdndert (Abb. 21). Somit

wurden die oben ermittelten ELISA-Ergebnisse bestdtigt. Auch eine 24-stiindige Cu/CMS-

Inkubation resultierte nicht in verdnderte sAPPo-, sAPPB-, APP- und AB-Level (Daten nicht

gezeigt).
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Die Analyse der sAPPa- und sAPPB-Level im Western Blot nach Cu/CSNP1-Inkubationen bestétigt
die oben ermittelten Ergebnisse beziiglich der Menge AB-Spezies. Auch bei steigenden Cu/CSNP1-
Konzentrationen - 10, 40 und 60 uM Cu (Cu:CSNP1 60:1) — bleibt der sAPPa- bzw. sAPPB-Level im
Vergleich zur Kontrolle unveréndert (Abb. 21). Ahnliches zeigt sich bei den APP-Leveln im Lysat
und bei den AB-Leveln im Medium, wo keine Verdnderung in Abhdngigkeit der verschiedenen
Cu/CSNP1-Konzentrationen detektiert werden konnte (Abb. 21). Auch bei 24-stiindiger Cu/CSNP1-
Inkubation konnten keine verdnderten sAPPa-, SAPPB-, APP- und AB-Level festgestellt werden

(Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass nach Cu/CMS- oder Cu/CSNP1-Behandlung weder ein
quantitativer Effekt auf die Bildung der AB-Spezies noch ein qualitativer Effekt auf die Bildung der
SAPP-Level gezeigt werden kann. Demnach scheint es durch die Cu/NP-Inkubation keinen Effekt
auf die APP-Prozessierung zu geben. Fiir Cu/CSNP2 wurden diese Analysen nicht durchgefiihrt, da

bei diesem NP-Komplex keine Steigerung der Cu-Bioverfiigbarkeit detektiert wurde.

2.10 Analyse des Transports von Cu/NP-Komplexen iiber die Bluthirnschranke
Wichtig fiir einen moéglichen therapeutischen Einsatz von Cu/NP-Komplexen ist deren Potential

zur Uberwindung der BBB, denn letztendlich soll der therapeutische Wirkungsort das Gehirn sein.

Um dieses zu untersuchen, wurde ein in vitro Modell der BBB basierend auf HBMEC-Zellen
(human brain microvascular endothelial cells) etabliert und anschlieRend die Transportfahigkeit
der Cu/NP-Komplexe Uber dieses BBB-Mono-Zell-Modell analysiert. Die Permeabilitdtsanalysen
erfolgten in einem sogenannten ,transwell system“, bei welchem zwischen einer oberen
(luminalen) Kammer und einer unteren (abluminalen) Kammer eine liickenlose Barriere aus einem

HBMEC-,,Monolayer* gebildet wurde (Abb. 22).

Abb. 22: Schematische Darstellung des in vitro Modells der BBB basierend
auf HBMEC-Zellen. Die Zellen werden auf speziellen Membranen in einem
ntranswell system® ausgesdt und bilden dann die Barriere zwischen der

luminalen (oberen) und abluminalen (unteren) Kammer aus.

® Analyt I HBMEC
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2.10.1 Etablierung eines HBMEC-Mono-Zell-Modells der Bluthirnschranke

Zur Validierung dieses Modells wurden gangige Untersuchungen Uber die Ausbildung der
speziellen Verbindungselemente (TJs), des Transendothelialen Widerstandes
(TEER = ,transendothelial electrical resistence’) sowie der Permeabilitdtsfahigkeit der
Testsubstanzen Evans Blue Albumin (Ziebarth and Wang), Natrium-Fluorescein (NafFl),
Propidiumlodid (PI) und "C-Sucrose unternommen. Mit diesen Analysen kann die Ausbildung

eines vollstandigen HBEMC-,,Monolayers* Gberpriift werden.

2.10.1.1 Detektion der Zell-Zell-Kontakte mittels ZO1-Immunfluoreszenz

Ein typisches Kennzeichen der BBB sind die TJs zwischen den Endothelzellen. Dabei handelt es
sich um durchgangige Zell-Zell-Kontakte, die eine weitgehend undurchldssige Barriere bilden und
auch keinen passiven lonentransport zulassen (s. 1.2.3). Mittels einer Immunfluoreszenzanalyse
kann die Ausbildung dieser TJs visualisiert werden. Dazu wurde ein Antikérper verwendet, der
ZO1 detektiert, welches ein fiir Endothelzellen typisches Zellmenbranprotein und in die
Ausbildung der TJs involviert ist (Siddharthan et al., 2007, Balbuena et al., 2011). Zudem erfolgt die
Immunfluoreszenzuntersuchung der Zellen mit anti-vWF (von Willebrand Faktor). Bei vVWF

handelt es sich um einem gangigen Marker fiir Endothelzellen (Jaffe, 1977).

Nach Aussaat der HBMEC-Zellen konnte mittels der ZO1-Immunfluoreszenz (Abb.23) eine
durchgehende Lokalisation von ZO1 an den Zell-Zell-Kontakten detektiert werden (Abb. 23). Somit
konnte eine typische Ausbildung der TJs zwischen den einzelnen Endothelzellen gezeigt werden.
Die anti-vWF-Farbung zeigt die fiir Endothelzellen typische kérnige Farbung innerhalb der Zellen.
Zusammenfassend wird bestatigt, dass es sich um Endothelzellen handelt und dass diese

durchgehend TJs ausbilden.
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Z01 - Cy3 Uberlagerung

Uperlagerdng

Abb. 23: ZO1- und vWF-Immunfluoreszenz von HBMEC-,,Monolayer“. Die Zellen wurden mit ZO1- und vWF-Antikérpern mittels
Immunfluoreszenz analysiert. Es kann ein durchgehendes Vorkommen von ZO1 an Zell-Zell-Kontakten und somit eine gute Ausbildung der
TJs detektiert werden (A). Zusdtzlich zeigte sich fur vWF eine kdrnige Struktur innerhalb der Zellen, die typisch fiir Endothelzellen ist (B).

Statistik: n > 4.

Gleichzeitig lasst sich an den Abbildungen, insbesondere an der DAPI-Farbung, erkennen, dass
sich auf der Membran, genauso wie in vivo vorliegend, ein HBMEC-,,Monolayer und kein

,,Bilayer oder gar ,,Trilayer* bildet, was entscheidende Auswirkungen auf die Permeabilitat hatte.

2.10.1.2 Ausbildung des TEER-Wertes

Die Messung des transendothelialen Widerstands (TEER - transendothelial electrical resistance)
ist eine gangige Messung bei BBB-Modellen und ist ein Indiz fir die Ausbildung des Zell-
,,Monolayers“ (Deli et al., 2003). Eine Eigenschaft der Endothelzellen der BBB bei der Ausbildung
des ,,Monolayer sind die bereits beschriebenen TJs, die fiir einen festen Zellverbund und
niedrige Durchldssigkeit fir lonen sorgen (Engelhardt and Sorokin, 2009). Bei vollstandig
ausgebildeten HBMEC-,,Monolayer sollte der lonentransport zwischen der luminalen und
abluminalen Kammer minimiert und somit der elektrische Widerstand erhéht sein. In vivo, wie
z.B. in Froschhirnen, wurden TEER-Werte von 1000 — 8000 Qcm? ermittelt, wahrend bei in vitro
Modellen TEER-Werte ab 9 Qcm? dokumentiert sind (Pardridge, 1999, Gumbleton and Audus,

2001, Deli et al., 2005).
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Die Messung des TEER-Wertes erfolgt mit einer Messelektrode, die jeweils in beide Kammern
taucht (Abb. 24) und ublicherweise wird die Berechnung wie folgt vorgenommen: (Quonolayer —

Qunbewachsen)¥1,12 cm? = Qcm? (Cohen-Kashi Malina et al., 2009).

A B
Q
Zellfreie HBMEC | Differenz bzw.
Membran | Monolayer| TEER-Wert
Ce_sl el e
Qcm?| 75+0,6 | 90+0,9 15%%*
B HBMEC

Abb. 24. Schematische Darstellung der TEER-Messung und Ermittlung des TEER-Wertes des HBMEC-Mono-Zell-Modells. Es wird der
elektrische Widerstand zwischen der abluminalen und luminalen Kammer gemessen, deren Barriere durch HBEMC-Zellen gebildet wird (A).
TEER-Messungen von zellfreien Membranen und HBMEC-,,Monolayern* ergeben nach einem viertdgigen Wachstum einen TEER-Wert von
15 Qcm? Statistik: Student’s t-t, ***p < 0,001, n = 41.

Die Ausbildung des ,,Monolayers wird zunachst tiber die Zeit verfolgt, indem der TEER-Wert an
verschiedenen Tagen analysiert wird. Der TEER-Wert steigt von 4 Qcm® (Tag 1), 7 Qcm® (Tag 2),
10 Qcm® (Tag 3) auf 15Qcm® (Tag 4) (Abb. 25). Demnach erreicht der TEER-Wert nach einem
viertagigen Wachstum sein Maximum (Abb. 25). Dieses Maximum ist mit 15 Qcm’ trotz seines
geringen Nennwertes ein signifikantes Resultat der Widerstandsmessungen von zellfreien und

mit HBMEC-,,Monolayer bewachsenen Membranen (Abb. 24).

A 2 B

20

* ¥k
15 A 15
10 A 10
0 4 T T T 0 T T T
1 2 3 4 ——

Collagen Firbronektin Collagen/
Fibronektin

TEER [Qcm?]
TEER [Qcm?]

Tag
Beschichtung

Abb. 25. TEER-Wert (2cm’) von HBMEC-Mono-Zell-Models in Abhdngigkeit der Zeit sowie in Abhdngigkeit verschiedener Beschichtungen.
Bei der Analyse des Wachstums zeigte sich, dass der TEER-Wert ein Maximum von 15 Qcm? nach viertdgigem Wachstum erreichte (A). Beim
Vergleich der verschiedenen Beschichtungen mit Collagen und Fibronektin zeigte sich mit 15,1 Qcm’ der héchste TEER-Wert bei der
kombinierten Beschichtung (B). Jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant unterschiedlich zu den Einzelbeschichtungen (B). Statistik:
ANOVA-Analyse, Dunnett’s multiple comparison test (A), **p < 0,01, n =3 (A), n=4(B).

Es wurde zudem untersucht, ob sich der TEER-Wert durch die Beschichtung des Filters mit

verschiedenen Substanzen steigern ldsst. Die Beschichtungen werden direkt auf die Membran der
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verwendeten Transwell-Platten aufgebracht und sorgen fiir die Anheftung der Zellen. Mit einer
optimalen Interaktion zwischen Beschichtung und HBMEC-Zellen kann folglich die korrekte
Ausbildung des ,,Monolayers* beeinflusst werden. Es wurde eine Collagen-, Fibronektin- und
Collagen/Fibronektin-Beschichtung sowie unbehandelte Filter miteinander vergleichen. Der TEER-
Wert steigt von 9Qcm® (unbehandelter Filter), 10 Qcm® (Collagen-Beschichtung), 14 Qcm?
(Fibronektin-Beschichtung) auf 15Qcm* (Collagen/Fibronektin-Beschichtung) (Abb. 25). Der
Vergleich der verschiedenen Beschichtungen zeigt, dass die Kombination von Collagen und
Fibronektin mit 15,1 Qcm? das beste Ergebnis bzw. den héchsten TEER-Wert erzielt. Allerdings ist

der Unterschied zu unbehandelten Filtern nicht signifikant (Abb. 25).

Zusammenfassend konnte fiir das in vitro Modell der BBB basierend auf HBMEC-Zellen der
maximale TEER-Wert von 15 Qcm® nach viertagigem Wachstum bei einer Collagen/Fibronektin-
Beschichtung ermittelt werden. Unter diesen Bedingungen wurden die folgenden Experimente

durchgefiihrt.

2.10.1.3 Permeabilititsstudien der Testsubstanzen EBA, NaFl, Pl und “*C-Sucrose

Bei den Testsubstanzen EBA, NaFl, Pl und "C-Sucrose handelt es sich um Substanzen, die {iber
verschiedene Transportwege nur in einem sehr geringen Malle tiber die BBB gelangen (Deli et al.,
1995, Deli et al., 2005, Kuo and Lu, 2011). Als Maf? fir die Permeabilitat der Testsubstanzen wird
der PSe-Wert (,,permeability x surface area product®) bzw. der Pj-Wert (,,pemeability coefficient
of PI“) wie bereits beschrieben ermittelt (Deli et al., 2003, Kuo and Lu, 2011). In Kirze
beschrieben, wird im HBMEC-Mono-Zell-Modell die Substanzmenge bestimmt, die sich nach
definierten Zeitrdumen in der abluminalen Kammer befindet, und mit der Zeit und Filterflache
verrechnet (Abb. 26). Bei einem gutausgebildeten HBMEC-,,Monolayer* sind fiir die verwendeten

Testsubstanzen niedrige Permeabilitatswerte PSe und Pj zu erwarten.

Abb. 26: Schematische Darstellung der experimentiellen Vorgdngen zur

/ Bestimmung des PSe-Wertes einer Substanz. Der Analyt wird in die luminale
[ ] o o Kammer gegeben und hat die Méglichkeit, die HBMEC-Barriere zu passieren;
C ee[e) nach definierten Zeitrdumen wird die Analyt-Konzentration im abluminalen
P o Kompartiment bestimmt. Durch Verrechnung der Analyt-Menge mit der Zeit
und der Membranfldche wird der PSe-Wert ermittelt.
® Analyt
B HBMEC 20°, 40°, 60°

46



Ergebnisse

Bei EBA handelt es sich um einen an Albumin gebundenen Evans Blue Farbstoff mit einem
Molekulargewicht von 67 kDa (Wolman et al., 1981). Der Transport von EBA (iber die BBB ist,
wenn Uberhaupt vorhanden, unspezifisch transzelluldar, da es keine spezifischen
Albuminrezeptoren an der luminalen Seite gibt (Pardridge et al., 1985, Plateel et al., 1997). Die
Testsubstanz NaFl hingegen liegt ungebunden vor und hat lediglich ein Molekulargewicht von 376
g/mol (Wolman et al., 1981). NaFl wird als Nachweismolekdl fir den parazelluldren Transport
gehandelt, da es sich um ein relativ kleines und hydrophiles Molekiil handelt (Descamps et al.,
2003) (Abb.27). Die Testsubstanz PI ist mit 668 g/mol ein wenig groRer und wird auch als
Nachweismolekdil fiir den parazelludren Transport eingeordnet (Siddharthan et al., 2007, Kuo and
Lu, 2011) (Abb. 27). Sucrose ist mit 342 g/mol ein kleines Molekil und wird ebenfalls haufig als

Testsubstanz verwendet (Gruenau et al., 1982, Preston, 1982) (Abb. 27).

HO

MNa-Fluoreszein “C_Sucrose Propidiumiodid

Abb. 27. Strukturformeln der Testsubstanzen NaFl (NatriumFluoreszein), *C-Sucrose und PI (Propidiumiodid).

Bei der Auswertung der Permeabilitdtsstudien zeigen sich fiir die einzelnen Testsubstanzen
unterschiedliche PSe-Werte. So liegt die Permeabilitat von EBA mit 61 *10° cm/min ca. 27fach
unterhalb der PSe-Werte von NaFl und "“C-Sucrose (1.488 bzw. 1.720 * 10 cm/min) (Tab. 1). Fiir P
konnte ein Pj-Wert von 468 *10°®cm/min ermittelt werden (Tab.2). Somit liegt fiir die
verwendeten Testsubstanzen, die alle eher schlecht die BBB passieren kdnnen, bereits ein

gewisser Schwankungsbereich hinsichtlich der Permeabilitatswerte vor.
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A Evans Blue Albumin (Ziebarth and Wang)

% 16
[P:ni /m1i(r)1] Zellen (Quelle)
61+2 HBMEC
20 Maushirn-Kapillarendothelzellen/ Maus-Gliazellen (Gesuete et al., 2009)
60 Rinderhirn-Kapillarendothelzellen/ Ratten-Gliazellen (Descamps et al., 2003)
13 Maushirn-Kapillarendothelzellen/ Glioblastomzellen (Deli et al., 2003)

B NatriumFluoreszein (NaFl)

PSe * 10
Zell 1l
[cm/min] ellen (Quelle)
1.488
HBMEC
146

530 Maushirn-Kapillarendothelzellen/ Maus-Gliazellen (Gesuete et al., 2009)
1.812 Maushirn-Kapillarendothelzellen/ Glioblastomzellen (Deli et al., 2003)
3.200 Humane Hirnkapillarendothelzellen (Muruganandam et al., 2002)

C "“C-Sucrose

PSe * 10
Zell 1l
[cm/min] ellen (Quelle)
1.720
HBMEC
+168

498 Rinderhirn-Kapillarendothelzellen/ Ratten-Gliazellen (Lundquist et al., 2002)
Primdre Humane Hirnkapillarendothelzellen/ Humane Gliazellen (Garberg et al.,
2005a)

1.980 | Schweinehirn-Kapillarendothelzellen (Giese et al., 1995)

1.602

Tab. 1. Permeabilitidtswerte PSe der Testsubstanzen EBA, NaFl und "“C-Sucrose im Vergleich. Fiir das verwendete HBMEC-Mono-Zell-
Modell liegt die Permeabilitit PSe von EBA mit 61* 10® cm/min (A) ca. 27fach unterhalb der PSe-Werte von NaF| mit 1.488 * 10°° cm/min (B)
und “C-Sucrose mit 1.720 * 10° cm/min (C). Alle hier ermittelten PSe-Werte liegen innerhalb des publizierten Schwankungsbereichs der
jeweiligen Testsubstanz. Statistik: Standardfehler, n = 5 (A), n=12(B), n = 8 (C)

Wichtig ist nun der Vergleich der Permeabilitat PSe mit den Literaturwerten. Fiir EBA zeigt dieser
Vergleich, dass diese Substanz mit 61 * 10° cm/min im publizierten Schwankungsbereich von 20 -
113 * 10°° cm/min liegt (Tab.1). Auch die Permeabilitdt von NaFl liegt mit 1.488 * 10° cm/min
innerhalb der Literaturwerte von 530 —3.200 * 10°° cm/min und ebenso ist dies fiir “C-Sucrose mit
einem PSe-Wert von 1.720 * 10° cm/min und einem publizierten Schwankungsbereich von 498 -

1.980 * 10"° cm/min zu beobachten (Tab. 1).

Die Permeabilitat Pj von Pl ist mit 468 * 10 cm/min ebenfalls sehr nah am Literaturwert von
480 * 10°° cm/min (Tab. 2). Fiir Pl wurde nur der Pj-Wert, nicht jedoch der PSe-Wert ermittelt, da

fir diese Substanz nur der Pj-Wert publiziert ist.
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D Propidiumiodid (PI)
Pj * 10°
[em/min]

Tab. 2. Permeabilitdtswert Pj der Testsubstanz PI. Fiir das verwendete
HBMEC-Mono-Zell-Modell konnte fir Pl ein Pj-Wert von 468 +7*10°
® cm/min ermittelt werden. Damit liegt dieser Pj-Wert sehr nah an dem
468 7 HBMEC publizierten Permeabilitdtswert. Statistik: Standardfehler, n =4.

480 HBMEC (Kuo and Lu, 2011)

Zellen (Quelle)

Demnach zeigt sich im Vergleich mit den Literaturwerten anhand der untersuchten
Testsubstanzen eine sehr gute Ausbildung des in vitro BBB-Modells mit den verwendeten HBMEC-
Zellen. Dies spiegelt sich auch in den anderen Analysen, wie TEER-Wert (s. 2.10.1.1) und Ausbildung
der TJs (s. 2.10.1.2), wider. Insgesamt konnte mit den hier verwendeten HBMEC-Zellen ein gut

funktionierendes Modell der BBB erstellt werden.

2.10.2 Bluthirnschrankengangigkeit von Cu/NP-Komplexen

Nachdem das HBMEC-Mono-Zell-Model etabliert und validiert wurde (s. 2.10.1), konnte die BBB-
Gangigkeit der drei Cu/NP-Komplexe bestimmt werden. Dazu wurde analog zu 2.10.1.3 das
Potenzial zur Uberwindung der BBB der Cu/NP-Komplexe in Form von PSe-Werten ermittelt. Die
Bestimmung der Cu/NP-Komplexmenge, die im Modelsystem den HBMEC-,,Monolayer* passierte
und sich in der abluminalen Kammer sammelte, erfolgte mittels ICP-MS {iber den Cu-Gehalt.
Sofern es méglich war, wurden drei verschiedene Konzentrationen getestet, um das Ergebnis zu
festigen. Dabei war gewahrleistet, dass die verwendeten Cu/NP-Konzentrationen fiir die HBMEC

nicht toxisch wirkten und somit eine intakte BBB vorlag (s. 2.3.3).

Fur Cu/CMS wurden die drei Konzentrationen 20, 40 und 60 uM Cu (Cu:CMS 40:1) untersucht. Fir
diese untersuchten Cu/CMS-Konzentrationen wurde die drei Einzelwerte 6.510 *10°
cm/min (20 uM), 3.784 * 10°° cm/min (40 pM) und 3.499 * 10°° cm/min (60 uM) und insgesamt ein
durchschnittlicher PSe-Wert von 3.600 * 487* 10° cm/min ermittelt (Abb.28). Die Einzelwerte
schwanken um den durchschnittlichen PSe-Wert und es ist kein konzentrationsabhangiger Effekt

erkennbar (Abb. 28).

Fur Cu/CSNP1 wurden die drei Konzentrationen 30, 60 und 90 uM Cu (Cu:CSNP1 60:1) untersucht.
Die Auswertung zeigt, dass fiir die drei analysierten Cu/CSNP1-Konzentrationen ein
durchschnittlicher PSe-Wert von 3.585 * 10° cm/min ermittelt werden konnte (Abb. 28). Dabei
schwanken die drei PSe-Werte mit 4.591, 3.224 und 3.180 * 10® cm/min fiir 30, 60 und 90 uM Cu
(Cu:CSNP160:1) um  diesen  durchschnittlichen  PSe-Wert und  zeigen  keinen

konzentrationsabhdngigen Effekt (Abb. 28).
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Abb. 28. PSe-Werte von Cu/CMS, Cu/CSNP1 und Cu/CSNP2. Die Ermittlung der PSe-Werte der Cu/NP-Komplexe erfolgte im HBMEC-Mono-
Zell-Modell (iber die Bestimmung der Cu-Menge in der abluminalen Kammer mittels ICP-MS, verrechnet mit der Zeit und der Filterfldche.
Fiir Cu/CMS, Cu/CSNP1 und Cu/CSNP2 wurden durchschnittliche PSe-Werte von 3.600 * 10 cm/min (A), 3.585* 10® cm/min (B) und
126 * 10 cm/min (C) ermittelt. Statistik: Standardfehler, ANOVA-Analyse, n > 5 (A), n>6 (B) undn =5 (C).

Bei Cu/CSNP2 wurde nur die Konzentration 10 pM (Cu:CSNP2 300:1) untersucht. Diese ist bereits
so niedrig, dass hier fiir die Messwerte das untere Detektionslimit der ICP-MS-Messmethode
erreicht war. Jedoch ist diese auch die hochstmdgliche basierend auf den Toxizitdtsstudien
(s.2.3.1). Die Auswertung der untersuchten Cu/CSNP2-Konzentration ergibt einen PSe-Wert von

126 * 10 cm/min (Abb. 28).

2.10.3 Vergleichende Permeabilitdtsanalysen der Testsubstanzen und Cu/NPs

Nach der Ermittlung der PSe-Werte der drei Cu/NP-Komplexe ist es nun interessant, diese mit den
PSe-Werten der Testsubstanzen EBA, 14C-Sucrose und NaFl zu vergleichen. In diesem Vergleich
liegt die PSe-Werte fiir Cu/CMS (3.600 * 10°® cm/min) und Cu/CSNP1 (3.585 * 10° cm/min) ca. 60-
fach iiber dem EBA-PSe-Wert (61* 10® cm/min) und ca. 2,25-fach {iber den NaFl- und "“C-Sucrose-
PSe-Werten (1.488 und 1.720 * 10° cm/min) (Abb. 29). Damit kann eindeutig gezeigt werden, dass

diese beiden Cu/NP-Komplexe im verwendeten Modell die BBB passieren kénnen.

5.000 Abb. 29. Permeabiltitdtswerte der drei Testsubstanzen
EBA, "C-Sucrose sowie NaFl und Cu/NPs im Vergleich. Mit

£ 4.000 PSe-Werten von 3.600 bzw. 3.585 * 10 cm/min fiir Cu/CMs
‘g- 3.000 bzw. Cu/CSNP1 liegen diese 60-fach (iber dem PSe-Wert von
b EBA (61* 10° cm/min) und 2,25-fach (ber den PSe-Werten
E 2.000 von "C-Sucrose sowie NaFl (1.720 und 1.488 * 10cm/min).
L 1.000 Im Gegensatz dazu liegt der PSe-Wert von Cu/CSNP2 mit
126 * 10® cm/min deutlich unter der PSe-Werten von "C-

0 Sucrose und NaFl (***) und etwas héher als der PSe-Wert

von EBA (***). Statistische Auswertung: Standartfehler,
ANOVA-Analyse, Kruskal-Wallis Test, Dunn’s multiple

comparison test **p < 0,01, ***p < 0,001, n 2 5.
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Ein anderes Ergebnis zeigt sich flir Cu/CSNP2. Der ermittelte PSe-Wert ist mit 126 * 10 cm/min
deutlich kleiner als die PSe-Werte fiir NaFl (1.488 * 10° cm/min) und '“C-Sucrose (1.720 * 10
® cm/min) und liegt eher im Bereich des EBA-PSe-Wertes (61* 10° cm/min) (Abb. 29). Da fiir alle
Testsubstanzen eine schlechte BBB-Permeabilitdt gilt, kann somit fiir Cu/CSNP2 im verwendeten

BBB-Modell kein Potenzial zur Uberwindung der BBB ermittelt werden.

2.11 Auswirkungen von Cu/CSNP1im Tierversuch

Insbesondere die Beobachtung, dass CSNP1 die BBB (iberwinden kann, war neben den vorherigen
aussichtsreichen Ergebnissen so vielversprechend, dass die Wirksamkeit im Tierversuch
untersucht wurde. Als transgenes Alzheimer Tiermodell wurden die gut charakterisierten APPPS1-
Mause verwendet. Diese tragen die zwei Transgene PS1-L166P und APP-KM670/671NL, die bereits
im Rahmen der Mutationen der FAD bekannt sind (Radde et al., 2006). In ihrer Doppelauspragung
fihren diese beiden Transgene in der Maus beispielsweise zu einer friihzeitig erhéhten AB-
Plaquebildung und zu einem friihzeitig erh6hten AB42-Level (Radde et al., 2006). Diesen Tieren
wurden Uber einen Zeitraum von vier Wochen wdchentlich Cu(ll) komplexiert an CSNP1 im
Verhdltnis 60:1 intravends injiziert. Dabei wurden Cu/CSNP1-Konzentrationen verwendet, die
theoretisch eine Steigerung des basalen Cu-Levels im Blut (14 pM) um 5x, 10x und 15x zu Folge

haben sollten (Tab. 4). Die Kontrollgruppe (K) wurde lediglich mit 0,9% NaCl behandelt.

Der hier ausgewertete Tierversuch ist der zweite Versuchsteil ,,Dosisfindung 11 des genehmigten
Tierversuches G 0057/10. Vorrausgegangen war der Versuchsteil ,,Dosisfindung 1, welcher mit
einer theoretischen Steigerung des basalen Cu-Levels im Blut um 1,5x, 2,0x und 2,5x verbunden
war. Leider zeigte sich dort keine Steigerung des Cu-Levels im Hirn der Versuchstiere (Daten nicht
gezeigt) und dementsprechend wurden héhere Dosen im hier beschriebenen Versuchsteil

,»,Dosisfindung 11 verwendet.

Die praktische Durchfiihrung des Tierversuchs inklusive der Blutentnahme und des Spritzens der
Testsubstanz erfolgte gemeinsam mit Sabrina Nowag (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Haag, Freie

Universitat Berlin, Institut fir Chemie und Biochemie).

2.11.1 Uberlebensrate und Gewichtsanalyse

Erklartes Ziel eines Tierversuchs ist die Verwendung wirksamer Dosen, die nicht toxisch wirken.
Die Uberlebensrate der Tiere ist ein Indiz fiir die akute Toxizitit der verwendeten Cu/CSNP1-
Dosen. Ein Indiz fir den Gesundheitszustand der Tiere wahrend der Behandlung ist das
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Koérpergewicht. Dieses sollte bei adulten Tieren gleichbleibend sein und bei nicht-
ausgewachsenen Tieren einer Steigerung unterliegen. Im Gegensatz dazu wird bereits eine
Abnahme um 10% als dermallen kritisch angesehen, dass das betreffende Tier aus dem Versuch
entnommen werden muss (Empfehlung des Arbeitskreises Berliner Tierschutzbeauftragter fiir die
vorzeitige Totung erheblich leidender Versuchstiere, Dr. Renate Thiel, Charité -

Universitdtsmedizin Berlin, 2. Auflage vom 22. Juli 2009).

Bei diesem Tierversuch wurden finf Maduse pro Versuchsgruppe behandelt. Bei den
Versuchstiergruppen 10x und 15x wochentliche Cu-Zugabe sowie der Kontrollgruppe tliberlebten
alle Tiere den Behandlungszeitraum von fiinf Wochen, wahrend bei der Versuchsgruppe 5x Cu-
Zugabe vier von finf Mausen den Tierversuch Uberlebten (Abb. 30). Bei der zweiten Cu/CSNP1-
Behandlung wurde festgestellt, dass die Maus 365 aus der 5x-Versuchsgruppe eine
Gewichtsabnahme um mehr als 10% im Vergleich zur Vorwoche zeigte. Dieses Tier wurde aufgrund
der starken Gewichtsabnahme sofort euthanasiert und blieb der einzige Verlust (Abb. 30). Da
dieses Tier nicht der hdchsten, sondern der niedrigsten Cu-Konzentration ausgesetzt war und es
der einzige Verlust eines Tieres wahrend des gesamten Versuchszeitraums war, ist nicht davon
auszugehen, dass dieses Ereignis auf die Cu/CSNP1-Behandlung zuriickzufiihren ist. Folglich wurde

dieses Tier in den weiteren Analysen nicht berticksichtigt.

6 Abb. 30: Uberlebenskurve der einzelnen
§ 5  oreiivrmntidte. coeiivrertiaby srvivreniily. ovdivleoredidte Versuchstiergruppen iiber den Versuchszeit-
[ T —
g - il - - = wochentliche raum. Die Gruppengréfie aller Gruppen lag bei
= 41 el ol ol Cu-Zugabe n = 5. Eine Ausnahme bildet Gruppe 5x, wo in der
1
§ 3 " K zweiten Woche ein Tier (Maus 365) aus dem
: -+ 5X
E _______ . Versuch genommen werden musste. Folglich lag
o2 weee 10X
E —..= 15x die Gruppengréfie dieser Gruppe danach bei
< 14
c n=4.
0 T T T T
1 2 3 4 5

Versuchswoche

Wadhrend des gesamten Versuchszeitraums wurde das Korpergewicht der Mduse wdchentlich
notiert, um die Entwicklung der noch nicht-ausgewachsenen Tiere zu beobachten. An den finf
Messtagen wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Cu behandelten Gruppen
(5%, 10x und 15x wdchentliche Cu-Zugabe) und der Kontrollgruppe detektiert (Abb. 31). Auch
beziiglich der Gewichtsdifferenz zwischen der Startwoche mit 17,5 g und der letzten (fiinften)
Versuchswoche mit 19,8 g gibt es unter den einzelnen Versuchstiergruppen keinen signifikanten
Unterschied (Abb. 31). Die durchschnittliche Gewichtszunahme wéahrend des Versuches betragt

2,3 g (Abb. 31). Demnach ist das Wachstum der Tiere der einzelnen Versuchstiergruppen dhnlich.
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21
. . Abb. 31: Zeitliche Entwicklung des Kérpergewichts der
wdchentliche
20 4 Cu-Zugabe Maduse der einzelnen Versuchsgruppen wihrend des
E 19 —— K Tierversuchs.  Die  wdchentliche  Analyse  des
3 J
gn --m-- 5x Kérpergewichts  zeigte deutlich, dass sich das
g 18 - * 10x Kérpergewicht der Tiere der einzelnen
ae 17 T 1 Versuchstiergruppen dhnlich und ohne signifikante
Unterschiede entwickelt. Statistik: ANOVA-Analyse,
16 T T T T n=4-5.
1 2 3 4 5
Versuchswoche

Anhand der Uberlebenskurve der einzelnen Versuchsgruppen iiber den Versuchszeitraum
»Dosisfindung 11 konnte kein akut-toxischer Effekt der Cu/CSNP1-Behandlung festgestellt
werden. Zudem konnte kein Unterschied auf das Wachstum festgestellt werden, gemessen an
dem durchschnittlichen Gewicht der einzelnen Versuchstiergruppen. Insofern hat die Cu/CSNP1-
Behandlung unabhdngig von der Hohe der verwendeten Dosis keinen negativen Effekt auf die
Gewichtsentwicklung der Tiere und mutmaRlich keinen negativen Effekt auf den

Gesundheitszustand.

2.11.2 Leberanalyse

2.11.2 .1 Gewichtsbestimmung und histopathologische Analyse nach Himotoxylin-Eosin-Farbung
Die Leber erfiillt im Organismus u.a. eine Filterfunktion, wie die Verarbeitung und den Abbau
chemischer Substanzen. Cu wird Uber die Leber ausgeschieden und gegebenenfalls dort
angereichert. Insofern ist es naheliegend, die Lebern der Versuchstiere nach Beendigung des
Tierversuchs hinsichtlich etwaiger pathologischer Befunde zu untersuchen. Dazu wurde zunachst
das Lebergewicht protokolliert und anschliefend eine histopathologische Analyse nach einer
Hamotoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) vorgenommen. Es werden dabei durch die Farbstoffe

Ha@motoxylin und Eosin der Kern blau und das Cytoplasma rétlich angefarbt (s. 4.5.8).

Die Auswertung der Lebergewichte nach Beendigung des Tierversuchs ,,Dosisfindung 11 zeigt mit
0,92 g (5x Cu), 0,97 g (10x Cu), 1,03 g (15x Cu) und 0,95 g (K) ein durchschnittliches Lebergewicht
von 0,97 g und keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 32).

1,4

1,2 4
Versuchsgruppen  nach  Beendigung des  Tierversuchs

n.s.

1,0 4

0,8 1 ,Dosisfindung  11“. Die Lebergewichte der einzelnen
0,6 1

04 Versuchstiergruppen schwanken um ein durchschnittliches
0,24 Lebergewicht von 0,97g ohne einen signifikanten Unterschied
0,0 4 T T T

K 5x 10x 15x

erkennen zu lassen. Statistik: ANOVA-Analyse; n.s. = nicht

Abb. 32:  Durchschnittliches Lebergewicht der einzelnen

g Leber

wéchentlich Cu-Zugabe signifikant, n = 4 - 5.
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Beziiglich der histopathologischen Leber-Analyse nach HE-Farbung wurde exemplarisch ein
Leberschnitt einer Maus pro Versuchsgruppe dargestellt (Abb. 33). In allen behandelten Gruppen
zeigt sich normal entwickeltes Lebergewebe. So ist das Leberparenchym mit Hepatozyten,
Sinusoiden, Canaliculi biliferi und Kupffer’schen Zellen normal ausgebildet. Es gibt keinen
Unterschied zur Kontrollgruppe. In allen Lebern wurde zusatzlich eine diffuse
Glycogenspeicherung festgestellt, was ein hdufiger Befund bei Labormdusen ist und
wahrscheinlich auf Fiitterung ad libitum zuriickzufiihren ist. Die HE-Farbung sowie die Analyse der
Leberproben wurden mit Unterstitzung von Dr. Dorthe von Smolinski durchgefiihrt

(Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gruber, Freie Universitat Berlin, Institut fir Tierpathologie).

Abb. 33: Exemplarische Leberschnitte der einzelnen Versuchsgruppen nach HE-Fdrbung. Alle Leberschnitte zeigen unabhdngig von der
Versuchsgruppe ein normal entwickeltes Lebergewebe ohne pathologische Befunde. Die Abbildungen entstanden mit Hilfe von Dr. Dorthe
von Smolinski (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gruber, Freie Universitdt Berlin, Institut fir Pathologie,) Statistische Auswertung: ANOVA-Analyse;

n. s. = nicht signifikant, n = 4 - 5.

2.11.2.2 Analyse des Cu-Gehalts der Leber
Als weitere Untersuchung erfolgte die Analyse der Cu-Level in der Leber mittels ICP-MS-

Messungen. Der durchschnittliche Cu-Level liegt bei 4,40 pg/g Leber und es konnte zwischen den
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behandelten Gruppen (5x, 10x und 15x wdchentliche Cu-Zugabe) und der Kontrollgruppe kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abb. 34). Somit gibt es keine Anzeichen fiir die

Akkumulation von Cu in der Leber.

Abb. 34: Durchschnittliche Cu-Level der Lebern der

Versuchstiergruppen. Die ermittelten Cu-Werte in den Lebern

n.s.
4 1 der Tiere der einzelnen Versuchstiergruppen zeigten keinen
1 signifikanten Unterschied. Statistik: Standardfehler, ANOVA-
2 Analyse, n. s. = nicht signifikant, n = 4 - 5.
1 -
0 - T T T
K 5x 10x 15x

wéchentliche Cu-Zugabe

Cu pg/g Leber
w

Insgesamt waren die Leberschnitte der verschieden behandelten Versuchstiergruppen ohne
besonderen Befund, d. h. es wurde kein Hinweis auf eine toxische Schadigung gefunden.
Zusammen mit der Analyse des Lebergewichts und des Cu-Level, welche beide ebenfalls

unauffallig waren, ergibt sich keine toxische Wirkung der Cu/CSNP1-Behandlung auf die Leber.

2.11.3 Analyse des Cu-Levels des Blutes

Der therapeutische Ansatz des Tierversuchs ,,Dosisfindung I1“ beinhaltet eine angestrebte
Erhéhung des Cu-Levels im Hirn, die auch im Blut messbar sein sollte. Insofern wurde der Cu-
Gehalt des Blutes der Versuchstiere tiber den gesamten Versuchszeitraum analysiert. Dazu wurde
den Tieren jeweils vor der wochentlichen Cu/CSNP1-Injektion (ber die Schwanzvene Blut

entnommen und dieses per ICP-MS auf den Cu- und Zn-Gehalt untersucht.

Die Analyse dieser Blutproben zeigte eine Schwankung um 11,6 uM Cu im Blut bei Versuchsende
(Abb. 35). Die Werte fiir die einzelnen Versuchsgruppen liegen bei 12,2, 11,2, 11,7 und 11,5 yM Cu im
Blut flr eine wochentliche Behandlung mit 0,9% NacCl, 5x, 10x und 15x Cu (Abb. 35). Folglich
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt werden.
Auch bei der Analyse des Zn-Gehaltes des Blutes gibt es Gber den gesamten Versuchszeitraum
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei mit Cu/CSNP1 behandelten Gruppen und der

Kontrollgruppe (Abb. 35). Hier schwanken die Werte um 88,3 uM Zn im Blut (Abb. 35).

Zusammenfassend konnte keine Steigerung des Cu-Levels im Blut nach Cu/CSNP1-Behandlung
nachgewiesen werden. Auch hinsichtlich des Zn-Gehaltes im Blut konnte keine Auswirkung

aufgrund der Behandlung festgestellt werden.
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120 n. s. Abb. 35: Durchschnittlicher Cu-Level
100 - wichentliche im Blut bei den einzelnen
g 80 Cu-Zugabe  yergychsgruppen bei Versuchsende.
= ®K Sowohl bei den Cu- als auch bei den
‘; 60~ 5% Zn-Leveln wurde zwischen den
% 20 - B 10x . Lo
H Versuchsgruppen kein signifikanter
% > m 15x Unterschied  ermittelt.  Statistik:
% 10 1 ANOVA-Analyse; n. s. = nicht
5 1 signifikant, n = 4 - 5.
0 -

Cu Zn

2.11.4 Analyse des Cu-Levels des Hirns
Letztendlich soll durch die Cu/CSNP1-Behandlung eine Steigerung des Cu-Levels im Gehirn erreicht
werden. Zur Untersuchung dieses Cu-Gehalts wurden ICP-MS-Analysen homogenisierter Gehirne

durchgefiihrt und der Cu- sowie Zn-Level bestimmt.

90
ns. Abb. 36:  Metall-Level-Analyse  der
70 7 Gehirne der Versuchstiere. Bei beiden
50 4 B . untersuchten Metallen, Cu und Zn,
E z wdchentliche
gL 30 Cu-Zugabe  konnte kein Unterschied zwischen den
[C]
H
g £ 10~ m K Gruppen festgestellt werden. Statistik:
% é 81" s 5x ANOVA-Analyse, n.s. =nicht signifikant,
e :
T3 61 I " 10x n=4-s.
2%
=2 4. = 15x
2 -
0 -

Cu Zn

Die ICP-MS-Analyse zeigt fiir den Cu-Level im Gehirn eine Schwankung um 4,4 pg/g ,,wet brain
weight und wie in der Abbildung 36 zu erkennen ist keinen signifikanten Unterschied zwischen
der Kontrollgruppe (K) und den behandelten Gruppen (5x, 10x und 15x Cu). Auch bei dem Zn-Level
ist zwischen den behandelten Gruppen kein signifikanter Unterschied zu erkennen (Abb. 36). Hier
liegt der durchschnittliche Wert bei 25,9 pg/g ,,wet brain weight“. Somit fiihrt die Cu/CSNP1-
Behandlung in keiner der verwendeten Dosen zu einer Verdnderung des Cu- oder Zn-Spiegels im

Gehirn.
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2.11.5 Analyse des AB-Levels im Hirn

Die verwendeten APPPS1-Mduse haben aufgrund ihres Genotyps eine deutlich erh6hte Menge an
AB im Gehirn. In diesem Abschnitt wurde die Auswirkung der Cu/CSNP1-Behandlung auf die AB-
Level im Gehirn analysiert. Da das AB-Peptid sehr hydrophob ist und stark zur Aggregation neigt,
werden bei der Aufarbeitung des Hirnhomogenates verschiedene L&sungsmittel oder
Detergenzien zugesetzt, um die Peptide in Losung zu halten und der Analyse zugdnglich zu
machen. Es entstehen jeweils vier Fraktionen - TBS, Triton-X, SDS und Ameisensdure

(Kawarabayashi et al., 2001).

Die Analyse der vier Fraktionen der Hirnhomogenate der Tiere des Tierversuchs ,,Dosisfindung I
auf die AB4o0-Menge zeigt, dass die Werte der TBS-Fraktionen um 0,05, der Triton-X-Fraktionen
um 0,08, der SDS-Fraktionen um 0,23 und der Ameisensdure-Fraktionen um 5,35 pg/g wet weight
schwanken (Abb.37). Auch hier konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe (K) und den behandelten Gruppen (5x, 10x und 15x wdchentliche Cu-Zugabe)
gezeigt werden (Abb. 37).

7.0

5,0 4 n. s.

5,0 4
£ 40 I schentli
D Waéchentliche
; 30— . Cu-Zugabe
g .S,
@ 031 - m K
E I 5x
g 02 = 10x
-3 n.s. m 15x

01 4 n.s

=

TBS Triton-X sDS Ameisensiure

ELISA-Fraktionen der Hirnhomogenate

Abb. 37: ELISA-Analyse der AB40-Level der verschiedenen Fraktionen der Hirnhomogenate. Bei keiner der untersuchten Fraktionen, TBS-,
Triton-X-, SDS- sowie Ameisensdure-Fraktion, gab es einen signifikanten Unterschied hinsichtlich des Af4o-Levles zwischen den
behandelten Gruppen (5x, 10x und 15x wéchentliche Cu -Zugabe) und der Kontrollgruppe (K). Statistik: ANOVA-Analyse; n.s. = nicht
signifikant, n = 4 - 5.

Bei der ELISA-Analyse ebendieser Fraktionen der Hirnhomogenate der Tiere aus dem Tierversuch
»,Dosisfindung 11 liegen die AB42-Werte der TBS-Fraktionen bei 0,06, bei den Triton-X-Fraktionen
bei 0,12, bei den SDS-Fraktionen bei 1,06 und bei den Ameisesdure-Fraktionen bei 39,06 pg/g ,,wet
brain weight“ (Abb. 38). Zwischen den behandelten Gruppen (5x, 10x und 15x wéchentliche Cu-
Zugabe) und der Kontrollgruppe (K) gibt es bei keiner Fraktion einen signifikanten Unterschied

hinsichtlich der AB42-Menge. (Abb. 38)
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Insgesamt konnte bezlglich der AB40- und AB42-Level im Hirn in keiner der untersuchten
Fraktionen ein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der mit Kupfer behandelten Gruppe
detektiert werden. Es wurde folglich keine Auswirkung der Cu/CSNP1-Behandlung auf die AB-Level
festgestellt.

80,00
70,00 4
60,00
50,00 4
40,00
30,00 4
20,00 4
10,00+ wachentliche
2,00+ Cu-Zugabe
m K
5x
= 10x
= 15x

1,60 -

1,20 ~

AP42 [ug/g wet weight]

0,80 -
0,40 .-
0,20 =
0,16 -
0,12 -
0,08 -
0,04 -
0,00 -

TBS Triton-X sDs Ameisensaure

ELISA-Fraktionen der Hirnhomogenate

Abb. 38: ELISA der AB42-Level der verschiedenen Fraktionen der Hirnhomogenate. Innerhalb der untersuchten Fraktionen, wie der TBS-,
der Triton-X-, SDS-n und der Ameisensdure-Fraktion konnte kein signifikanter Unterschied beziiglich des Af42-Levels zwischen den
behandelten Gruppen festgestellt werden. Folglich zeigte sich insgesamt kein signifikanter Unterschied zwischen den behandelten Gruppen
(5%, 10x und 15x wdchentliche Cu -Zugabe) und der Kontrollgruppe (K). Statistik: ANOVA-Analyse, n. s. = nicht signifikant; n = 4 - 5.

Zusammen mit den anderen Ergebnissen des Tierversuchs, wie gleichbleibendem Cu-Gehalt in der
Leber und im Gehirn sowie unverdnderter Gewichtsentwicklung und Uberlebensrate unabhéngig
von der Dosierung, ergibt sich fir Cu/CSNP1 im untersuchten nicht-toxischen

Konzentrationsbereich kein Hinweis auf eine therapeutische Wirksamkeit.
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2.12 Kurzzusammenfassung der Ergebnisse

Im Folgenden wurden die Ergebnisse in einer Ubersichtstabelle zusammengefasst.

CMS CSNP1 CSNP2
Cu-Beladung (Cu:NP) 40:11%* 60:1 300:1
Héchste Bindungsspezifitdt
n.d v v
fir Cu-lonen
120 M Cu 600 uM Cu 40 uM Cu

(Cu:CMS 40:1)

Toxizitat bei SH-SY5Y: LD50 (Cu:CSNP160:1) | (Cu:CSNP2 300:1)

3 UM CMS 10 UM CSNP1 | 0,13 uM CSNP2

Zelluldre Cu-Aufnahme % % %
Zelluldre NP-Aufnahme % % v
Einfluss auf Zn-Level X* X X
Zelluldre Cu/NP-Aufnahme Aktiv * Passiv Passiv
Cu-Bioverfiigbarkeit v v X
pH-abhangige Cu-Freigabe ) % )
Einfluss auf die APP-Prozessierung X X n.d.
BBB-Gangigkeit v v X
Effekt im AD-Mausmodell n. d. X n. d.

Tab. 3: Ubersichtstabelle der Ergebnisse. Legende: V = positives Ergebnis, (V) = teilpositives Ergebnis, X = negatives Ergebnis, n. d. = nicht

durchgefiihrt, *bereits in vorherigen Studien ermittelt (Treiber et al., 2009)

Generell korreliert die Cu-Kapazitat der NPs mit der Anzahl der Cu-Bindestellen (Tab. 3). Sowohl
CSNP1 als auch CSNP2 haben die hochste Bindespezifitdat fur Cu-lonen (Tab.3). In

Toxizitatsanalysen zeigte sich, dass CSNP2 toxischer als CMS ist, welcher wiederum toxischer als
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CSNP1 ist (Tab.3). Dabei konnte zwischen mit Cu beladenen und unbeladenen NPs kein
Unterschied festgestellt werden (Tab. 3). Alle Cu/NPs-Komplexe sind in der Lage die zelluldren Cu-
Level zu erhéhen und der Zn-Level wird von der Cu/NP-Behandlung nicht verandert (Tab. 3).
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass fluoreszenz-markierte NPs unmittelbar von den Zellen
aufgenommen werden (Tab. 3). Bei den beiden CSNPs wurde eine passive zelluldre Aufnahme
festgestellt (Tab. 3). Fir Cu/CMS und Cu/CSNP1 konnte eine Steigerung der Cu-Bioverfuigbarkeit,
nicht jedoch ein Einfluss auf die APP-Prozessierung gezeigt werden (Tab.3). Fir Cu/CSNP2
hingegen zeigte sich keine erhdhte Cu-Bioverfiigbarkeit (Tab.3). Von den drei NPs ist bei
Cu/CSNP1 die Cu-Freigabe pH-sensitiv (Tab. 3). Nach erfolgreicher Etablierung eines HBMEC-Mono-
Zell-Modells der BBB konnte gezeigt werden, dass Cu/CMS und Cu/CSNP1 mutmalilich die BBB

tberwinden kénnen, wahrend Cu/CSNP2 diese Barriere nicht passieren kann (Tab. 3).

Aufgrund der vorteilhaften Eigenschaften, wie erhéhte Cu-Bioverfiigbarkeit und BBB-gdngigkeit,
wurde Cu/CSNP1 im Tierversuch mit AD-Mdusen getestet. Leider wurden keine positiven
Auswirkungen festgestellt, wie erhéhte Cu-Level im Blut oder Gehirn sowie verringerte AB-Level
(Tab. 3). Allerdings konnte eine gute Vertrédglichkeit ermittelt werden, da bei den Versuchstieren

die Gewichtsentwicklung und Leberbefunde normal waren.
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3 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Eigenschaften und Auswirkungen der drei mit Cu beladenen NPs -

CMS, CSNP1und CSNP2 — im zelluldren System untersucht.

3.1 Cu-Bindungseigenschaften der NPs

Die Cu-Bindung erfolgt bei CMS im PEI-Kern (iber sekunddre und tertidre Amine. Bei CSNP1 und
CSNP2 findet die Cu-Bindung in der TMEDA-Hiille (iber tertidre Amine statt. In dieser Arbeit konnte
flir CSNP2 mit 300:1 Cu:NP die hdchste Cu-Beladung gezeigt werden, gefolgt von 60:1 fir
Cu:CSNP1 und 40:1 flir Cu/CMS. Die unterschiedlichen Cu-Beladungen ergeben sich aus der GréRe
der einzelnen NPs. So wurde fiir CSNP2 ein ca. 10-mal groRerer Kern im Vergleich zu CSNP1
verwendet. Folglich weist CSNP2 eine groRere Hiille mit einer grélleren Anzahl an mdglichen
TMEDA-Bindungsstellen fir Cu-Interaktion verglichen zu CSNP1 auf. Auch beim Vergleich von
CSNP2 und CMS spielt der GréfRenunterschied eine entscheidende Rolle. CSNP2 ist im
Durchmesser ca. 4x groRRer als CMS und demzufolge stehen bei CSNP2 mehr Aminogruppen fiir
die Cu-Bindung zu Verfiigung. Der Unterschied zwischen CSNP1 und CMS ldsst sich wahrscheinlich
durch die Lokalisation der verwendeten Stickstoffgruppen erklaren. Beide NPs sind dhnlich groR,
aber die Aminogruppen im CMS-Kern scheinen fiir die Cu-Bindung tendenziell weniger gut
zugdnglich sein als die Aminogruppen in der CSNP1-Hille. Folglich kann durch eine

GroRenmodifikation der Kern- bzw. Hiillenstrukturen die Cu-Bindekapazitat variiert werden.

Die Cu(ll)-Beladung der in dieser Arbeit untersuchten NPs ist mit 40:1-300:1 Cu:NP deutlich
groRer als die bisher verwendeten Cu(ll)-Chelatoren wie CQ oder gtsm mit einer Stochiometrie
von 1:2 Cu:CQ oder 1:1 fiir Cu:gtsm (Di Vaira et al., 2004, Crouch et al., 2009). Demzufolge kénnen
mit den hier untersuchten NPs héhere Cu(ll)-Mengen transportiert werden und es besteht eine

hohere Wahrscheinlichkeit, gesteigerte Cu-Konzentration in Zielgeweben zu erreichen.

Zusatzlich konnte ich zeigen, dass CSNP1 und CSNP2 eine hdhere Affinitat fir Cu(ll)-lonen im
Vergleich zu Zn-lonen haben. Fiir reines PEl wurde ein vergleichbares Ergebnis beobachtet
(Takagishi, 1985). Somit scheint fir alle drei NPs die Stabilitdt der Komplexbindung mit der
Elektronegativitdt der Metallionen nach der Irving-Williams-Reihe (stark verkirzt: Mn(Il) < Cu(ll) >

Zn(11)) zu korrelieren (Irving, 1948). Insofern haben die verwendeten Aminstrukturen — PEI-Kern
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oder TMEDA-Hiille - ein grolRes Potential im untersuchten therapeutischen Ansatz der Cu/NP-

Komplexe spezifisch wirksam zu sein.

3.2 Zelluldare Cu/NP Aufnahme

In dieser Arbeit wurde die Toxizitdt der Cu/NP-Komplexe sowohl im beladenen als auch im
unbeladenen Zustand ermittelt. Dabei wurde eine absteigende Toxizitdtsreihe fiir CSNP2 bzw.
Cu/CSNP2 > CMS bzw. Cu/CMS > CSNP1 bzw. Cu/CSNP1 festgestellt. Zudem konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass alle Cu/NP-Komplexe zellular aufgenommen werden. Ein Faktor, der sowohl
die zelluldre NP-Aufnahme als auch die Toxizitdt beeinflusst, ist die Ladung der NPs. Dies erklart
sich aus dem Membranaufbau, wo an der AuRenseite asymmetrisch neutrale Phospholipide oder
Sphingomyeline mit Cholin- (keine Nettoladung) oder Ethanolamingruppen (negative
Nettoladung) angeordnet sind (Krol, 2012). Demzufolge kdnnen positiv geladene NPs iber
elektrostatische Wechselwirkungen direkt mit der Membran interagieren und dort iber
transiente Locher in der Membran - Nanoporation (Abb. 39) - in die Zelle gelangen (Yu et al.,
2011, Krol, 2012). Die genauen Mechanismen der Nanoporation sind noch nicht geklart. Bei einer
groReren Menge an NPs kommt es zu einer massiven Zerstérung der Membran durch unzahlige
Loécher und folglich zu einem Verlust der
Membranintegritat und des Membranpotentials und
damit zum Zelltod (Krol, 2012). Vergleicht man die
ermittelten  Ladungspotentiale der NPs, st
Cu/CSNP2 mit 53,2 mV positiver als Cu/CSNP1 mit
12,1 mV. Auch beim Vergleich der Toxizitat zeigt sich,
dass Cu/CSNP2 toxischer ist als Cu/CSNP1. Insofern
ist der Zusammenhang der Toxizitat mit der Ladung

plausibel unter der Annahme: Je positiver die

Ladung, desto toxischer der NP. Fir CMS liegen
keine Daten zum Ladungspotential vor, daher kann
@ CSNP @ Cu(ll)-lonen . . . .

hier nur spekuliert werden. Cu/CMS ist toxischer als

Cu/CSNP1, allerdings haben beide NPs eine dhnliche

Abb. 39: Schematische Darstellung der vermuteten
zelluldgren Cu/NP-Aufnahme. Die mit Cu(ll)-lonen beladenen Gréle. Unter der Annahme eines kausalen

NPs (1) werden wabhrscheinlich (ber elektrostatische Zusammenhangs swischen Toxizitit und Ladung

Wechselwirkungen an der Zelloberflidche gehalten (2) und

kénnten mittels Nanoporation (Diallo et al.) in die Zelle musste CU/CMS emn grogeres Zeta-Potential als

gelangen. Cu/CSNP1 aufweisen.
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Der eben beschriebene Zusammenhang zwischen Toxizitdit und Ladung offenbart eine
Modifizierungsmoglichkeit. Generell limitiert die Toxizitat die Cu/NP-Inkubationskapazitdt. Eine
Méglichkeit die Toxizitdt zu verringern, ist die Generierung von NPs, die eine nicht so stark
positive Ladung aufweisen. Es konnte gezeigt werden, dass zwischen einer positiven Ladung und
der Toxizitdt ein kausaler Zusammenhang besteht (Frohlich, 2012, Punnoose et al., 2014). Zudem
konnte gezeigt werden, dass anionisch dendritische NPs weniger toxisch als chemisch
vergleichbar aufgebaute kationische dendritische NPs sind (Malik et al., 2000, Chen et al., 2004).
Zusatzlich zur Gesamtladung kann die Oberflachenstruktur entscheidend sein. Beim Vergleich von
dhnlich grofen (4 - 5nm) und geladenen (-31 — -38 mV) Gold-NPs mit entweder streifenférmig
angeordneten oder homogen verteilten Oberflachenstrukturen (Sulfonat- und Thiolgruppen)
zeigten sich unterschiedliche zelluldre Aufnahmeeigenschaften (Verma et al., 2008); wahrend
beide NPs in die Zelle gelangen koénnen, bilden erstere im Unterschied zu letzteren keine
transienten Membranlécher aus (Verma et al., 2008). Bei einer méglichen Modifizierung der
duBeren NP-Ladung ist jedoch zu beachten, dass NPs mit einer negativeren Ladung keine Toxizitdt
ausldsen, weil sie schlicht nicht mehr zellular aufgenommen werden. So zeigte sich fiir NPs, die

elektrisch neutral waren, keine zelluldre Aufnahme mehr (Goda et al., 2010).

Die sich im Rahmen der Nanoporation bildenden Membranlécher erkldren auch das in dieser
Arbeit ermittelte Ergebnis der passiven zelluldren Aufnahmeeigenschaft fiir Cu/CSNP1 und
Cu/CSNP2. Wenn diese NPs sich iiber elektrostatische Wechselwirkungen ihre eigenen Zugénge
zur Zelle schaffen kénnen, sind sie nicht auf energieabhdngige zelluldre Transportsysteme wie die
Clathrin- oder die Caveolae-vermittelte Endozytose angewiesen. Fiir Cu/CMS konnte in friiheren
Studien gezeigt werden, dass es einer aktiven zelluldren Aufnahme unterliegt (Treiber et al.,
2009). Fiir Cu/CMS missten in diesem Zusammenhang weitere Forschungen Uber die zelluldre
Aufnahme dieses NPs durch zelluldre Endozytosemechanismen erfolgen. Dies ist sicherlich
interessant im Hinblick auf die vielfdltig méglichen Modifikationen der NPs fiir einen optimalen

therapeutischen Ansatz.

Interessanterweise zeigte sich fiir keinen der untersuchten Cu/NP-Komplexe ein Unterschied in
der Toxizitdt zwischen beladenen und unbeladenen NP. Dies bedeutet, dass die beobachtete
Toxizitat nicht durch die Cu-lonen vermittelt wird. Es wird oft vermutet, dass Cu-lonen eine
Fenton-dhnliche Reaktion durchlaufen, die einhergeht mit der Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (,reactive oxygen species*=ROS), die wiederum Membranschadigungen
auslosen (Rubino and Franz, 2012). Offenkundig liegt die Ursache der Toxizitdt eher in der durch
die NPs vermittelten Nanoporation. Trotz dieses Effektes haben die in dieser Arbeit untersuchten
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NPs das Potential wirksamer zu sein als in vergleichbaren Konzentrationen bisher eingesetzter
Cu(Il)-Chelatoren. So wurden Cu(ll)-gtsm-Komplexe in einer Konzentration von 25 pM bei SH-
SY5Y-Zellen eingesetzt (Crouch et al., 2009). Dies liegt mindestens 4-fach unter der Cu-

Konzentration, die in dieser Arbeit fiir beispielsweise Cu:CSNP1 verwendet wurde.

Durch die Behandlung mit Cu/NP-Komplexen konnte ich zeigen, dass der intrazelluldre Cu-Level
drastisch erhéht werden kann. Ein hoher intrazelluldrer Cu-Level ist nicht per se toxisch. So ist in
Fibroblasten, die einen mutierten inaktiven ATPase7A-Transporter aufweisen, der Cu-Level bis zu
5-fach erh6ht und dennoch wurden keine Anzeichen fiir oxidativen Stress gefunden (Armendariz
et al., 2004). Auch APP-iiberexprimierende HEK293T Zellen weisen einen mindestens 2-fach
erhdhten Cu-Level auf und zeigen dennoch normales Zellwachstum (Suazo et al., 2009).
Vermutlich ist ein hoher intrazellularer Cu-Level nicht toxisch, weil das Cu innerhalb der Zelle
aufgrund der reduzierenden Umgebung und der intensiven Kontrolle durch die Cu-
Chelatorproteine als Cu(l) vorliegt. Insofern sind im Rahmen der Cu/NP-Therapie durch die Cu-
lonen mutmaRlich keine schadlichen Effekte zu erwarten, sobald diese Partikel innerhalb der Zelle
lokalisiert sind. Diese Annahme deckt sich mit der Erkenntnis, dass die Toxizitdt der Cu/NP-

Komplexe nicht durch Cu vermittelt wird.

3.3 Cu-Bioverfiigbarkeit nach Cu-Freigabe

Ich konnte zeigen, dass in Zellen, die mit Cu/NP-Komplexen inkubiert wurden, die
aufgenommenen Cu-lonen tatsdchlich bioverfligbar waren (Abb. 40). Dies ist ein essentieller
Bestandteil des therapeutischen Ansatzes, bei dem Cu an NPs gebunden in die Zelle transportiert
und dort in zellularen Prozessen wirksam sein soll.
In diesem Zusammenhang kénnte es interessant
sein, in weiterfiihrenden Studien die Auswirkungen
einer Cu/NP-Gabe auf die zelluldren Prozesse im
Allgemeinen zu erforschen. So ist bekannt, dass

eine CuSO,-Inkubation eine erhéhte Expression von

Cu-transportierenden Proteinen wie CTr und MT
bewirkt (Gao et al., 2014). In anderen Studien @ CSNP @ Cu(li)-lonen
wiederum konnte gezeigt werden, dass Cu-  apb. 40: Schematische Darstellung der intrazelluldren Cu-

Transporter, wie ATPase7B, bei erhdhtem Cu-Leve| Freigabe. Die Freigabe der Cu(ll)-lonen erfolgt tiber noch
nicht ndher gekldrte Mechanismen.
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anders innerhalb der Zelle lokalisiert sind (La Fontaine et al., 2001).

Ein moglicher Mechanismus der Cu-Freigabe aus dem NP-Komplex kénnte auf dem pH-Wert
basieren. Ich konnte zeigen, dass bei allen Cu/NP-Komplexen mit saureren pH-Werten eine Cu-
Freigabe erfolgt und bei Cu/CSNP1 bereits bei physiologischen pH-Werten Cu freigesetzt wird. Die
pH-Abhangigkeit der Cu-Freigabe der NPs scheint auf der Protonierung der Stickstoffgruppen zu
basieren. Stickstoffatome haben eine hohe Elektronegativitat und liegen auch in Bindung mit C-
Ketten mit einer negativen Teilladung vor. In saurer Umgebung kdénnten die vorliegenden H" an
diese Stickstoffe binden, so die Cu-Komplexbindung schwdchen bzw. auflésen, was eine Cu-

Freigabe zur Folge hatte.

Vielfach wird erwahnt, dass Stickstoffe, die in keiner Komplexbindung involviert sind, bereits bei
physiologischen pH-Werten in protonierter Form vorliegen kénnen. So werden fiir reines PEI
Werte zwischen 30 - 90% des Anteils der protonotierten Amine bei pH 7,4 diskutiert (Ziebarth and
Wang, 2010). Fir TMEDA sind keine solchen Werte bekannt, demzufolge gibt es nur die
hypothetische Annahme, dass auch hier ein GroRteil der Amine bei diesem pH-Wert protoniert
vorliegen. Gestiitzt wird diese Annahme durch Cadverine, zu TMEDA &hnlich aufgebaute
Molekiile, die bei pH 7,4 fast vollstdndig protoniert vorliegen (http://www.chem.wisc.edu
[courses/116/OtherDoc/pKas_of Organic_Acids_and_Bases.pdf). Bei noch niedrigeren pH-Werten
erhoht sich der Protonierungsanteil, sofern dies noch méglich ist. Dieser Umstand kdnnte
bedeuten, dass einmal in saurer Umgebung freigesetzte Cu-lonen nicht erneut gebunden werden,
da die entscheidenden Komplexpartner durch die Protonierung keine Cu-Bindung mehr eingehen
koénnen. Diese Hypothese wird unterstiitzt durch die Erkenntnis, dass bei dem NP ,,G5“, der einen
TMEDA-Kern und eine PAMAM-Hiille (,,poly(amido amine)*) aufweist, bei pH 5 keine Cu-Bindung

mebhr stattfindet (Diallo et al., 2004).

Tatsdchlich gibt es in der Zelle Kompartimente, die einen niedrigeren pH-Wert aufweisen und
somit diesen Cu-Freigabemechanismus ermoéglichen kénnten. Dazu gehdren Lysosomen,
Endosomen und Golgi (Asokan and Cho, 2002, Maeda and Kinoshita, 2010). Im Golgi-
Kompartiment liegen pH-Werte von 6,2 — 7 vor, in Endosomen liegt der pH-Wert bei 5,5 - 6,0 und
in den Lysosomen herrscht mit einem pH von 5,0 eine noch saurere Umgebung (Asokan and Cho,
2002). Sollten die NPs diese sauren Kompartimente erreichen, koénnte dort eine solche pH-

abhangige Cu-Freigabe erfolgen.

Der Mechanismus einer gezielten, pH-abhangigen Wirkstofffreisetzung wurde bereits in
mehreren Studien untersucht (Shen and Ryser, 1981, Ulbrich and Subr, 2004, He et al., 2013).
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Insbesondere bei der Tumormedikation ist dieser Effekt dadurch interessant, dass im
extrazellularen Milieu von Tumorgewebe leicht acide Bedingungen herrschen (Ulbrich and Subr,
2004, Xu et al., 2009). Als Beispiel sei hier ein NP ,,1 genannt, der einen Kern aus PG und eine
Hiille aus PEG aufweist, die wiederum durch pH-senstive Verlinkungen verbunden sind (Xu et al.,
2009). Dieser NP kann die therapeutisch wirksame Substanz Doxorubicin binden und pH-abhangig
wieder freigeben (Xu et al., 2009). In Mausstudien konnte eine Anreicherung dieses NPs in
Tumorgewebe gezeigt werden (Xu et al, 2009). Neuere Ansitze einer pH-abhangigen
Wirkstofffreisetzung basieren auf neuen chemischen Ausgangsstoffen wie der Tanninsdure
(Nowag and Haag, 2014). Diese ist tendenziell in der Lage, Cu-lonen pH-sensitiv zu verkapseln und
hat den Vorteil, durch die vorhandenen Esterbindungen bioabbaubar zu sein (Nowag and Haag,

2014). Dies zeigt, dass viel Potential in diesem pH-sensitiven Mechanismus steckt.

Eine weitere Moglichkeit, wie die Cu-Freigabe erfolgen konnte, ist der Redox-Status der
Umgebung. In Lysosomen, Endosomen und Endoplasmatischen Retikulum (ER) herrschen eher
oxidierende Bedingungen vor, wahrend in Mitochondrien, im Kern und im Zytosplasma eher
reduzierende Bedingungen vorliegen (Hung et al., 2011, Kaludercic et al., 2014). Unter der im
letzten Kapitel geschlussfolgerten Annahme, dass die NPs {iber Nanoporation in die Zelle
gelangen, ist es folglich wahrscheinlich, dass die Cu/NP-Komplexe zundchst ins Cytosol gelangen.
Unter den dortigen reduzierenden Bedingungen wiirde freigesetztes Cu(ll) sofort in Cu(l)
umwandelt werden. Dieses wiederum wiirde sogleich von den zelleigenen Cu-Chelatoren wie SOD
(Superoxid-Dismutase) oder MT gebunden werden, um die Entstehung von ROS zu verhindern
(Rubino and Franz, 2012). Die Bindung von Cu(l) erfordert aufgrund seines d'*-Zustandes nach
LFSE (,,ligand field stabilization energy‘) andere geometrische Praferenzen als die von Cu(ll)
(Rubino and Franz, 2012). Da Proteine im zelluldren System eher auf die Bindung von Cu(l)
ausgerichtet sind, werden mutmallich nur freigesetzte Cu-lonen gebunden, die ihren
Oxidationsstatus von Cu(ll) auf Cu(l) gedndert haben. So weisen viele Cu-Chelatoren ein CXXC-
Motiv auf, welches eine zweizéhnige Cu-Bindung vermittelt (Rubino and Franz, 2012). Dies
wiederum deutet an, dass einmal freigesetzte Cu-lonen nicht erneut von den NPs gebunden
werden, da diese auf eine oktaedrische Cu(ll1)-Bindung optimiert sind. Somit bleiben die Cu-lonen
mutmallich bioverfiigbar. Diese Hypothese unterstiitzt das Potential der therapeutischen Cu/NP-

Nutzung.

Ein Faktor, der einen weiterfiihrenden Einblick in die Mechanismen der Cu-Freigabe liefern
kénnte, ist der Kd-Wert der Cu-Bindung. Fiir die in dieser Arbeit analysierten NPs waren Versuche,
diese Bindungskonstante mittels ITC-Messungen zu ermitteln, leider nicht erfolgreich. Vermutlich
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liegt dies daran, dass durch die groRe Cu-Bindungskapazitat der NPs sehr viele Cu(ll)-lonen nach
und nach binden und so kein auswertbares ITC-Messergebnis zustande kommt. Bei Vorliegen des
Kd-Wertes kénnte eine Einordnung der Cu-Bindung im Vergleich zu Cu-Proteinen, wie SOD oder
APP, oder bekannten spezifischen Cu-Chelatoren erfolgen. Generell ist anzunehmen, dass der Kd-
Wert fiir die NPs niedriger ist als fur starke Cu-Chelatoren wie EDTA mit einem Cu(l1)-Kd = 10™ oder
SOD mit einem Kd =6 * 10™ (Rae et al., 1999, Atwood et al., 2000). Nur so kann (iberhaupt eine
intrazelluldre Cu-Freigabe erfolgen. Zusatzlich sind im Rahmen des therapeutischen Cu/NP-
Ansatzes die Cu-Bindungskonstanten der im Blut vorhandenen Cu-Transporter Ceruloplasmin
oder Albumin zu beachten. Cu wird von Ceruloplasmin oder Albumin mit einem Kd =107 oder
Kd =7 *10" gebunden (Lau and Sarkar, 1971, Orena et al., 1986). Hier misste in weiteren Studien
Uberpriift werden, inwieweit die Cu/NP-Komplexe in dieser Umgebung das Cu weiterhin binden
kénnen, um Aussagen Uber die Plasmastabilitdt machen zu kénnen. Ein sinnvoller molekularer NP-
Aufbau muss hier den Balanceakt schaffen, die Cu(ll)-lonen im Blut fest genug zu binden, aber

wiederum innerhalb der Zelle eine Cu-Freigabe zuzulassen.

3.4 Fehlender Einfluss auf die APP-Prozessierung

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass eine Cu/NP-Inkubation nach einer
zelluldren Aufnahme zu einer erhéhten Cu-Bioverfiigbarkeit fiihrt, war es umso Uberraschender,
dass sich kein Effekt auf die APP-Prozessierung feststellen lie. Da die Cu-Freigabe eindeutig
gezeigt wurde, ist es denkbar, dass die Cu-lonen nicht am richtigen Ort innerhalb der Zelle

freigesetzt werden.

Basierend auf dem Wissen, dass eine Cu-Zugabe nachweislich die APP-Prozessierung derart
beeinflussen kann, dass weniger AB-Peptide gebildet werden (Borchardt et al., 1999, Cater et al,,
2008), wurde dieser therapeutische Ansatz mit Cu/NP-Komplexen durchgefiihrt. In einer
vorherigen Studie konnte gezeigt werden, dass dieser positive Effekt auf die APP-Spaltung
prinzipiell auch mit Cu beladenen NPs erreicht werden kann (Treiber et al., 2009). Durch eine Cu-
Beladung des NPs,,CS-Glu“, welcher einen PEI-Kern und eine Gluconolacton-Hiille aufweist,
wurde ein reduzierender Einfluss auf die AB-Level in APP-liberexprimierenden SH-SY5Y-Zellen
erreicht (Treiber et al., 2009). Allerdings zeigte sich dieser positive Einfluss nicht fiir die anderen
drei untersuchten mit Cu-beladenen NPs (Treiber et al., 2009). Zudem konnte in dieser Studie
gezeigt werden, dass die untersuchten NPs unterschiedliche intrazelluldre Lokalisierungen

aufweisen. Wahrend ,,CS-Glu“ die Tendenz hat, sich in Mitochondrien, Lysosmen, Peroxisomen
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oder im Kern anzureichern, kénnen sich die anderen NPs eher in den Endosomen oder an der
Plasmamembran anlagern (Treiber et al., 2009). Da die APP-Prozessierung in der Zelle an der
Plasmamembran und in den Endosomen stattfindet, ist der positive Befund fir ,,CS-Glu‘ durchaus
Uberraschend. Aber es scheint sicher zu sein, dass die zelluldre Lokalisierung entscheidend ist, die

mégliche Einflussnahme auf die APP-Prozessierung zu ermdéglichen.

Um Gewissheit zu erlangen, dass die Cu-lonen zwar in der Zelle, jedoch an anderer Stelle als der
subzelluldren Orte der APP-Prozessierung freigesetzt werden, misste diese subzelluldre
Lokalisierung der NPs nach der zelluldren Aufnahme mittels Zellmarkern in weiterfiihrenden
Studien untersucht werden. Dies ist auch entscheidend fiir eine mégliche Weiterfiihrung des

therapeutischen Ansatzes der Cu/NP-Komplexe.

3.5 Uberwindung der Bluthirnschranke

Wie schon in der Einleitung beschrieben ist es eine kritische Angelegenheit, therapeutisch
wirksame Substanzen erfolgreich tiber die BBB zu transportieren (Pardridge, 2007). Aus diesem
Grund gibt es fir viele neurodegenerative Erkrankungen keine Medikamente (Ghose et al., 1999,

Lipinski, 2000).

3.5.1 Erfolgreiche Etablierung eines HBMEC-Mono-Zell-Modells als Modell der Bluthirnschranke

In dieser Arbeit wurde ein in vitro Mono-Zell-Modell der BBB basierend auf HBMEC-Zellen
etabliert. Prinzipiell sind solche in vitro Zellkulturmodelle, bei denen Endothelzellen der
Hirnkapillaren eine geschlossene Zellbarriere bilden und der Transport einer Substanz von einer
Seite auf die andere Seite der Zellbarriere quantifiziert wird, ein oft genutztes Verfahren, das

Transportpotential tiber die BBB zu ermitteln (Deli et al., 2005, Palmer and Alavijeh, 2013).

Dazu wurde zundchst die Ausbildung einer vollstandig geschlossenen Zellschicht Giber die TJs
mittels der Anfarbung des TJ-Proteins ZO1 in Immunfluoreszenzanalysen bestatigt. Das von mir
detektierte Vorhandensein eines an keiner Stelle unterbrochenen Zell-Zell-Kontaktes wurde in
einer vergleichbaren Immunfluoreszenanalyse mit HBMEC-Zellen ebenfalls so gesehen
(Siddharthan et al., 2007). ZO1 ist ein zuverlassiger Marker fir die korrekte Ausbildung dieser

Verbindungselemente (Kevil et al., 1998). Demzufolge konnte im verwendeten HBMEC-Mono-Zell-
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Modell der korrekte Aufbau der TJs und die damit verbundene Vollstdndigkeit des HBMEC-

»Monolayers“ bestatigt werden.

Als eine MessgroRRe wurde der TEER-Wert bestimmt, der Aussagen Uber die Vollstandigkeit des
HBMEC-,,Monolayers® im Modelsystem geben soll, da bei einem vollstandig ausgebildeten
»Monolayer ein sehr geringer lonentransport lber diese Barriere stattfinden und somit ein
hoher TEER-Wert erreicht werden soll. Fiir das verwendete Modell wurde ein signifikanter TEER-
Wert von 15 Qcm® ermittelt. Dieser hat eine dhnliche GréRenordnung wie der TEER-Wert von
anderen immortalisierten Zellen, wie 33 — 43 Qcm? fiir humane Kapillarendothelzellen oder 40 -
50 Qcm’ fiir Maushirnkapillarendothelzellen (Garberg et al., 2005a, Hatherell et al., 2011). Héhere
TEER-Werte weisen BBB-Modelle aus primdren Schweinhirnkapillarendothelzellen mit 200 -
1.000 Qcm?® oder primadren Maushirnkapillarendothelzellen mit 300 Qcm? auf (Tilling et al., 1998,
Deli et al., 2003). Das ist immer noch vergleichsweise gering im Verhéltnis zu in vivo-Werten, wie
1850 Qcm’ im Froschhirn oder bis zu 8.000 Qcm® im Rattenhirn (Crone and Olesen, 1982, Smith
and Rapoport, 1986). Hier zeigt sich deutlich, dass bei in vitro Zellkulturmodellen die in vivo
gemessenen TEER-Werte nicht erreicht werden und dass im Vergleich zwischen primdren und
immortalisierten Zellen erstere héhere TEER-Werte aufweisen. Somit sind die in dieser Arbeit

ermittelten TEER-Werte durchaus plausibel.

Ein weiteres wichtiges Kriterium fir den korrekten Aufbau des BBB-Mono-Zell-Modells ist der
Vergleich der Transportfahigkeit der Testsubstanzen zu publizierten Werten. In dieser Arbeit
wurde fir NaFl ein PSe-Wert von 1.488 *10°cm/min ermittelt. Dieser liegt innerhalb der
publizierten PSe-Werte fiir diese Substanz von 530 - 3.200 * 10°® cm/min (Muruganandam et al.,
2002, Deli et al., 2003, Gesuete et al., 2009). Fiir *C-Sucrose sind PSe-Werte von 498 —1.980 * 10
® cm/min publiziert (Giese et al., 1995, Lundquist et al., 2002, Garberg et al., 2005a). Insbesondere
der PSe-Wert, der in einem BBB-Model mit humanen Zellen bestimmt wurde, liegt mit 1.602 * 10°
® cm/min recht nahe dem in dieser Arbeit ermittelten PSe-Wert von 1.720 * 10° cm/min (Garberg et
al,, 2005a). Fiir EBA liegt der in dieser Arbeit bestimmte PSe-Wert mit 61 * 10 cm/min ebenfalls im
publizierten Bereich von 20 - 113 * 10° cm/min (Descamps et al., 2003, Deli et al., 2003, Gesuete et
al., 2009). Fiir Pl wurde in dieser Arbeit ein Pj-Wert von 468 * 10® cm/min bestimmt. Dieser ist
sehr dhnlich dem publizierten Pj-Wert von 480 * 10 cm/min, der ebenfalls in einem HBMEC-Mono-
Zell-Modell der BBB ermittelt wurde (Kuo and Lu, 2011). Somit konnte insgesamt gezeigt werden,
dass die Transportfdhigkeiten der untersuchten Testsubstanzen gut mit den publizierten Werten

Ubereinstimmen.
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Zusammengenommen konnte durch Immunfluoreszenzanalysen, TEER-Wert- und PSe-Wert-
Bestimmungen deutlich gezeigt werden, dass das in dieser Arbeit entwickelte HBMEC-Mono-Zell-
Modell der BBB die typischen Eigenschaften eines BBB-in vitro-Modells aufweist und somit fiir die

die Analyse der BBB-Gangigkeit der Cu/NP-Komplexes verwendet werden kann.

Obwohl die Etablierung dieses HBMEC-Mono-Zell-Modells erfolgreich war, kdnnte dieses Modell
durch Kokultivierung mit Astrozyten noch weiter verbessert werden. So wurde gezeigt, dass
durch eine solche Kokultivierung die Permeabilitdtswerte der Testsubstanzen etwas erniedrigt
werden und sie somit noch ein Stiick mehr den tatsdchlichen Transportfdhigkeiten in vivo

entsprechen (Cohen-Kashi Malina et al., 2009, Nakagawa et al., 2009).

3.5.2 Potential der Cu/NPs zur Uberwindung der Bluthirnschranke

Der direkte Vergleich der im HBEMC-Mono-Zell-Modell ermittelten PSe-Werte der Cu/NPs mit
denen der Testsubstanzen NaFl (1.488 * 10® cm/min) und "C-Sucrose (1.720 * 10°® cm/min) zeigte
einen um 2,25-fach besseren PSe-Wert fiir Cu/CMS (3.600 * 10 cm/min) und CS/CSNP1 (3.585 * 10
®cm/min). Im Gegensatz dazu liegt der PSe-Wert von Cu/CSNP2 (126 * 10° cm/min) deutlich
niedriger und eher im Bereich von EBA (61 * 10° cm/min). Fiir alle drei Testsubstanzen gilt eine
eher schlechte BBB-Permeabilitdt. Demzufolge wurde im verwendeten BBB-Modell fiir Cu/CSNP2
keine BBB-Gangigkeit ermittelt, wdhrend fir Cu/CMS und Cu/CSNP1 eine relativ gute BBB-

Gangigkeit gezeigt wurde (Abb. 41).

CSNP2 Abb. 41:  Schematische Darstellung der

CMs  CSNP1 prognostizierten Transportfdahigkeit der NPs
@ iiber die BBB. Die Ergebnisse des HBMEC-
Mono-Zell-Models verglichen mit publizierten

Blut I/ Daten deuten an, dass Cu/CMS und Cu/CSNP1

BBB
nicht jedoch Cu/CSNP2 die BBB liberwinden

CSF kénnen.

Neben den untersuchten Testsubstanzen NaFl, Sucrose und EBA sind PSe-Werte fiir eine Vielzahl
weiterer Substanzen bekannt, die in verschiedenen in vitro BBB-Modellen ermittelt wurden. So
wurden fiir Koffein und Nicotin PSe-Werte von 13.782 * 10° cm/min and 17.358 * 10° cm/min
ermittelt (Lundquist et al., 2002). Fiir Morphin, welches ebenfalls gut die BBB passieren kann,
wurde ein PSe-Wert von 1500 * 10° cm/min bestimmt (Lundquist et al., 2002, Garberg et al.,

2005b). Fir die hiufig genutzte Acetylsalicylsdure (ASS) wurde ein PSe-Wert von 540 * 10°
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cm/min ermittelt (Lundquist et al., 2002). Somit kann vergleichend mit publizierten Daten gesagt
werden, dass die BBB-Gangigkeit flir Cu/CMS und Cu/CSNP1 6-fach besser als ASS und 2-fach
besser als Morphin ist. Im Vergleich zu Koffein und Nikotin liegt die BBB-Transportfahigkeit fiir
Cu/CMS und Cu/CSNP1 mindestens 4-fach darunter. Im Gegensatz dazu liegt die BBB-Gadngigkeit
von Cu/CSNP2 ca. 120-fach unter der von Koffein und Nikotin und zudem mindestens 4-fach unter
der von ASS. Zusammengenommen bestdtigen all diese Vergleiche die These, dass Cu/CMS und
Cu/CSNP1 eine gute Chance haben, die BBB passieren zu kénnen, wahrend Cu/CSNP2 die BBB eher
nicht tiberwinden kann (Abb. 41).

Interessant ist der deutliche Unterschied zwischen Cu/CSNP1 und Cu/CSNP2 hinsichtlich der BBB-
Gangigkeit. Diese baugleichen NPs unterscheiden sich in der GréfRe und der Ladung. Prinzipiell
beglinstigt eine positive Ladung die Aufnahme (ber die BBB. Es konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich von negativ geladenen zu positiv geladenen Tripalmitin-NPs letztere bis zu 14-fach
effektiver beim Uberwinden der BBB sind (Lu et al., 2007, Reddy et al., 2004, Kozlovskaya and
Stepensky, 2013). Da sowohl Cu/CSNP1 als auch Cu/CSNP2 eine positive AuRenladung aufweisen,
scheint dies nicht der entscheidende Faktor zu sein. Mutmalilich liegt die Erklarung fiir das
unterschiedliche Aufnahmeverhalten in der Grée. Generell wird angenommen, dass Partikel
<1nm frei die BBB passieren kénnen, wdhrend groRere Partikel (iber rezeptorvermittelte
Endozytose aufgenommen werden (Bradbury, 1993, Sarin, 2010). Uber die gréRtmdgliche
PartikelgroRe, die noch lber die BBB gelangt, gibt es keine abschliefenden Ergebnisse. In vitro
Studien zeigten, dass auch NPs mit einem Durchmesser von 50 nm, 200 nm oder auch 500 nm
noch das Potential haben die BBB zu iberwinden (Georgieva et al., 2011, Costantino, 2010, Hanada
et al., 2014). Es ist allerdings zu beachten, dass bei solch grofen Molekilen die BBB-Gangigkeit
eher die Ausnahme denn die Regel ist. Einige Studien zeigen, dass kleine Molekiile wie
,,horseradish peroxidase‘ (43 kDa, Durchmesser ~ 6 nm) relativ leicht die Basalmembran, welche
Endothelzellen und Cliazellen trennt, durchqueren kénnen, wdhrend dies bei groReren
Makromolekiilen wie Ferritin (460 kDa, Durchmesser von ~10nm) nicht mehr moglich war
(Brightman, 2002). Diese Erkenntnis kénnte das unterschiedliche Aufnahmeverhalten von CSNP1
und CSNP2 erklaren. Mit einem Durchmesser von 4 nm fallt CSNP1 in einen dhnlichen Bereich wie
,,horseradish peroxidase®, wahrend CSNP2 mit 20 nm eher mit dem Durchmesser von Ferritin
vergleichbar ist. Da beide NPs intrazelluldr in SH-SY5Y-Zellen aufgenommen werden, trifft dies
wahrscheinlich auch auf die HBMEC-Zellen zu und insofern kdnnte tatsdchlich die Basalmembran
die filternde Barriere sein. CMS ist von der Gré3e und Ladung her dhnlich wie CSNP1 aufgestellt

und es ist nicht verwunderlich, dass hier dhnliche BBB-Permeabilitdtswerte ermittelt wurden.
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Generell gibt es einige Moglichkeiten die BBB-Gangigkeit zu verbessern, die auch bei gréfReren
Molekdilen greifen. So konnte fiir Albbumin (~66 kDa), welches Ublicherweise eher schlecht tber
die BBB transportiert wird, eine erhéhte BBB-Gangigkeit erreicht werden, wenn es mit einem
Lipidlayer versehen war (Lockman et al., 2002). Méglicherweise kénnen die NPs in dieser Hinsicht

optimiert werden.

Wichtig ist, darauf hinzuweisen, dass es fiir eine medikamentdse Wirksamkeit bereits ausreichend
sein kann, wenn ein geringer Anteil der Substanz die BBB passiert. So ist weniger als 4% von oral
eingenommer ASS im Blut verfiigbar, kann das Gehirn erreichen und ist noch in ausreichendem
Maf3e therapeutisch wirksam (Kato et al., 2010). Andere Studien zeigen sogar, dass bei heutigen
ZNS-Medikamenten nur 0,2% der Substanz das Gehirn erreichen und dort wirksam sind (Banks,
2008). Moglicherweise trifft dieser Umstand auch fiir Cu/CMS und Cu/CSNP1 zu. Dies misste

durch weitere Studien belegt werden.

Sollte der in dieser Arbeit untersuchte therapeutische Ansatz weiterverfolgt werden, ist
zusatzlich zu beachten, dass bei der AD eine gestorte BBB vermutet wird. So konnte in einer
Meta-Studie eine erhéhte Tendenz fiir eine permeablere BBB in AD-Patienten festgestellt werden
(Farrall and Wardlaw, 2009). Auch in einem AD-Mausmodell konnte eine Stérung der BBB
nachgewiesen werden (Ujiie et al., 2003). Zudem wird ein Zusammenhang zwischen der
gestorten BBB und CAA (,,cerebral amyloid angiopathy*), der Anlagerung von AB-Peptiden an die
Wande der Blutgefalle, diskutiert (Bell and Zlokovic, 2009, Zhang and Le, 2010, Zlokovic, 2011).

Bisher ist noch nicht geklart, ab wann die BBB permeabel wird.

In dlteren Publikationen wird oft der Kow (Oktanol-Wasser-Koeffizient) zu Voraussage der BBB-
Gangigkeit verwendet (Buchwald and Bodor, 1998). Dieser wurde fiir die vorliegenden NPs
bewusst nicht ermittelt, da gezeigt werden konnte, dass eine Korrelation zwischen BBB-
Gangigkeit und K, nur bei Molekiilen unter 400 Da existiert (Levin, 1980). Mit 20.000 -
195.000 g/mol sind die in dieser Arbeit untersuchten NPs deutlich gréer und die Anwendung des

in dieser Arbeit benutzten HBMEC-Mono-Zell-Modells ist deutlich aussagekraftiger.

3.6 Cu/CSNP1im Tierversuch

In dieser Arbeit wurde der Cu/CSNP1-Komplex in verschiedenen Dosierungen im AD-Mausmodell
»APPPS1“ untersucht. Leider zeigte sich weder ein Einfluss auf die Cu-Level im Blut oder Gehirn,

noch konnten Auswirkungen auf die AB-Level festgestellt werden. Auch in der Leber, dem
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Speicherorgan fiir Cu, zeigten sich keine Anzeichen fiir toxische Veranderungen aufgrund einer
Cu-Anreicherung. Die mdgliche Erklarung dafiir ist, dass die Cu/CSNP1-Komplexe systematisch
Uber die Niere ausgeschieden werden. Da im Tierversuchsaufbau das Sammeln des Mausurins
nicht durchgefiihrt wurde, bleibt diese Erklarung spekulativ. Es ist allerdings bekannt, dass
Partikel oder globuldre Proteine mit einem Durchmesser kleiner als 5,5nm mit hoher
Wabhrscheinlichkeit tiber die Niere ausgeschieden werden (Choi et al., 2007). Mit einem gréRRer
konstruierten NP kénnte dieser Ausscheidungsweg blockiert werden. Ein Ansatz daflr kénnte mit
Cu/CSNP2 erfolgen, der mit 20 nm grofR genug ist. Allerdings ist zu beachten, dass die Leber NPs
filtert, die groRer als 10 — 20 nm im Durchmesser sind (Choi et al., 2007). Demzufolge sollten bei
zukinftigen Cu/NP-Analysen im Tiermodell sdmtliche Ausscheidungsprodukte auf Cu- oder NP-

Riickstande untersucht werden.

Das in dieser Arbeit verwendete AD-Mausmodell basiert auf der Erkenntnis, dass sich Effekte der
Mutationen im PS und APP addieren und es somit zu einer verstarkten AD-Symptomatik kommt
(Citron et al., 1998). Es ist jedoch anzumerken, dass alle Studien mit Cu-Medikation an
Mausmodellen durchgefiihrt wurden, bei denen das APP die sw-Mutation tragt (Bayer et al., 2003,
Crouch et al., 2009). Bei Vorliegen der sw-Mutation findet die APP-Spaltung durch die B-Sekretase
in sekretorischen Vesikeln statt, wahrend die B-Spaltung von wt-APP in den Endosomen erfolgt
(Haass et al.,, 1995). Dadurch kommt es bei der sw-Mutation viel frither und mit einer héheren
Wabhrscheinlichkeit zu einer B-Spaltung und folglich zu einer erhéhten AB-Produktion (Sinha and
Lieberburg, 1999). Um hier einen systematischen Fehler auszuschliefen, miisste ein positiver
Effekt einer Cu-Medikation generell auch in anderen AD-Mausmodellen oder anderen AD-

Tiermodellen unabhangig von der sw-Mutation gezeigt werden.

Zusatzlich konnte bei der Wilson-Krankheit, einer krankhaften Cu-Akkumulation hauptsachlich in
Leber-Zellen durch Mutation im Cu-Transporter ATP7B, gezeigt werden, dass die Cu-Anreicherung
keineswegs kontinuierlich verlauft (Ralle et al., 2010). So erfolgt in AATP7B-Hepatocyten erst eine
Cu-Akkumulation im Kern und nach Veranderung der Transkription findet die Cu-Anreicherung
zunéachst in subzelluldren und spéater extrazelluldren Depots statt (Ralle et al., 2010). Auch bei der
AD konnte der Cu-Mangel sich in sequenziellen Zellprozessen duf3ern. Hier miisste noch naher
erforscht werden, inwieweit der zelluldre Cu-Stoffwechsel verandert ist, z.B. bezlglich der CTr-
und MT-Expression. Sollten solche zeitlich aufeinander folgenden Prozesse stattfinden, kdnnte

ein therapeutischer Cu/NP-Ansatz demensprechend angepasst werden.
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3.7 Zur Pharmakokinetik der Cu/NP-Komplexe

Mit der Pharmakokinetik werden die Prozesse beschrieben, denen ein Arzneistoff im Organismus
unterliegt, wie die Freisetzung (,,Liberation*), der Aufnahme ins Blut (Absorption), die Verteilung
im Korper (Distribution), der biochemische Um- und Abbau (Metabolisierung) sowie die
Ausscheidung (Exkretion). In Anbetracht des therapeutischen Ansatzes dieser Arbeit werden

diese Faktoren im Folgenden kurz diskutiert.

Die intrazelluldre Freisetzung der Cu-lonen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. Allerdings
muss die M&glichkeit berlicksichtigt werden, dass die Cu-lonen bereits vorher ins Blut freigegeben
werden kénnten. Hierzu misste eine Studie iber die Plasmastabilitdt von Cu/NPs durchgefiihrt
werden, um beurteilen zu kénnen, in welchem Umfang das Cu in einer dem Blut entsprechenden

Umgebung an die NPs gebunden bleibt.

Fir die Aufnahme der Cu/NP-Komplexe ins Blut scheint die intravendse Gabe am sinnvollsten zu
sein. Eine orale Gabe scheint nicht sinnvoll, da die Cu/NP-Komplexe das saure Magenmilieu
passieren missen. Durch die in dieser Arbeit gezeigte pH-abhangige Cu-Freigabe besteht dort
eine grofie Wahrscheinlichkeit, dass sich die Cu-lonen aus den Cu/NP-Komplexen |8sen. Zusatzlich
missten bei einer oralen Gabe nichttriviale Hindernisse, wie die intestinalen Membran passiert

werden, was ebenfalls ein gravierendes Problem darstellt (Malik et al., 2007).

Zur Verteilung im Korper ist zu beachten, wie weit sich die Cu/NP-Komplexe im Kdrper verteilen
und ob einzelne Organe insbesondere betroffen sind. In meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass die
Komplexe Cu/CMS und Cu/CSNP1 das Potential haben, die BBB zu liberwinden. Méglicherweise
konnte eine erhéhte Konzentration der Cu/NP-Komplexe im Gehirn durch eine intraarterielle
anstatt einer intravendsen Injektion z.B. in die Halsschlagader erreicht werden, wie in Studien fir
andere Anwendungen gezeigt werden konnte (Kobayashi et al., 1987, Maeda et al., 1999). In den
Mausstudien konnte ich zudem zeigen, dass Cu/CNSP1 nicht in bestimmten Organen wie Leber
oder Hirn akkumuliert wird. Demzufolge gibt es keine toxischen Anreicherungen. Es konnte
allerdings sein, dass die Cu/NP-Komplexe aufgrund ihrer Gréf3e schlicht Uber die Niere

ausgeschieden werden.

Zur Metabolisierung ist recht wenig bekannt. Zum einen ist unklar, was mit den NPs passiert,
wenn die Cu-lonen innerhalb der Zellen freigegeben werden. Eine Verstoffwechselung der NPs ist
unwahrscheinlich, da innerhalb der Zelle fiir diese molekularen Strukturen keine

Abbaumechanismen vorliegen. Hier miisste in weiteren Forschungen untersucht werden, ob es
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zu einer NP-Exocytose oder zu einer intrazelluldren NP-Anreicherung kommt. Zudem misste
untersucht werden, ob und welche toxischen Auswirkungen eine langere NP-Anwendung auf
zelluldrem Niveau hat. Es wurde beispielsweise fiir andere NPs zellular-erhéhter oxidativer Stress

beobachtet, welcher durch die NP-Behandlung ausgeldst wurde (Sarkar et al., 2014).

3.8 Ausblick: Potential der Cu/NP-Komplexe in der Therapie der Alzheimer Krankheit

Obwohl in dieser Arbeit viele fiir den therapeutischen Ansatz in der AD-Therapie positive
Eigenschaften der Cu/NP-Komplexe bestimmt werden konnten, wie z.B. die Ergebnisse der Cu-
Bindung, der Cu-Freigabe und der BBB-Gangigkeit, wurden auch schwerwiegende Probleme
deutlich. Dazu gehdren die fehlende Auswirkung auf die APP-Prozessierung und der fehlende
Effekt im Tierversuch. Diese Gesichtspunkte miissten in jedem Fall naher untersucht werden.
Méglicherweise koénnten hierbei die vielfaltigen Modifikationsméglichkeiten hinsichtlich des

molekularen NP-Aufbaus hilfreich sein, um diese Defizite zu adressieren.

Insgesamt zeigen die noch offenen Fragestellungen deutlich, dass die Analyse dieses
therapeutischen Ansatzes noch in den Anfingen steckt. Nichtsdestotrotz sind die Ergebnisse
derart vielversprechend, dass diesbezliglich weiterflihrende Forschungen gerechtfertigt

erscheinen.
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4 Material und Methoden

4.1 Allgemeine Angaben

4.1.1 Gerate

e Autoklav Varioklav 135S (H+P, Deutschland)
e Begasungsbrutschrank Heracell 240 (Heraeus-Kendro, USA)
e Blotapparatur Trans-Blot Cell (Bio-Rad, Deutschland)
e Bunsenbrenner (Juchheim, Deutschland)
e DNA-Agarose-Gelelektrophorese-Apparatur (Selbstanfertigung am ZMBH, Uni Heidelberg)
e Dot-Blot-Apparatur Minifold | Dot-Blot-System (Minifold, Schleicher & Schuell, Deutschland)
e Elektroporationsgerdt GenePulser Il (Bio-Rad, Deutschland)
e Entwicklermaschine Cawomat 2000 IR (Cawo, Deutschland)
e Fluorometer Mithras LB 940 (Berthold Technologies, Deutschland)
e Geldokumentation Alphamanager 2200 (Biozym, Deutschland)
e Heizblock UBD2 (Grant, UK)
e Heizschrank (Memmert, Deutschland)
e ICP-MS: Element 2 ShieldTorch system instrument (Thermo Fisher Scientific, Deutschland)
e Inkubatoren
0 Innova 4230 refrigerated incubator shaker (New Brunsick Scientific, Deutschland)
0 Brutschrank: Modell 600 (Memmert, Deutschland)
e Magnetrihrer Ikamag Reo inklusive Riihrmagneten (Ika-Werke, Deutschland)
e Messelektrode fiir TEER-Messungen (Millipore, USA)
e Messgerat Millicell ERS-2 Volt-Ohm Meter (Millipore, USA)
e Millipore water purification system, Q Gard 1 (Millipore, USA)
e Mikroskope
0 Fluoreszenzmikroskop: Axiovert 135 (Zeiss, Deutschland)
0 Konfokalmikroskop: TSC PS8 (Leica, Deutschland)
e Mikrowelle (Sharp Electronics, Deutschland)
e Netzgerdte
0 Power Supply 2000/200 (Bio-Rad, Deutschland)
0 Power Supply EPS 301 (Amersham Biosciences, USA)
e PCR-Maschine: Mastercycler (Eppendorff, Deutschland)
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e pH-Messgerdt pH-Meter 763 Multi-Calimatic (Knick, Deutschland)
e pH-Messeletrode InLabRoutine (Mettler-Toledo, Deutschland)
e Pipettierhilfen
0 Pipetman P2, P20, P200 und P1000 (Gilson, USA)
0 Pipetboy acu (Integra Biosciences, Schweiz)
0 Multikanalpipette (Eppendorff, Deutschland)
e Photometer
0 Kivettenphotometer UltroSpec 2100 (Amersham Biosciences, USA)
0 Plattenphotometer anthos ht2 (Anthos, Deutschland)
0 Nanodrop 1000 (Thermo Scientifc, USA)
e Probenaufschlussgerat Ethos Plus (Milestone Inc., USA)
e Schiittler
0 Wippschiittler ST5 (CAT, Deutschland)
0 Tischschuttler mit Akkubetrieb (Edmund Bihler, Deutschland)
0 Uberkopfschiittler Reax 2 (Heidolph, Deutschland)
e SDS-Gelapparaturen
0 Fur Glycin-SDS-PAGE: Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad, Deutschland)
0 Fur Tricin-SDS-PAGE: Vertikal-Elektrophorese-System fiir Minigele (Hoefer, USA)
e Sterilwerkbank Herasafe (Heraeu, USA)
e Tankblotapparatur: Trans-Blot Cell (Bio Rad, Deutschland)
e Thermomixer Comfort (Eppendorf, Deutschland)
e Vortexer: Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)
e Waagen
0 Feinwaage: MC1 AC120S (Sartorius, Deutschland)
0 Grobwaage: L2200P (Sartorius, Deutschland)
e Wasserbad U3 (Julabo, Deutschland)
e Zentrifugen
0 Minizentrifuge: Spectrafuge (Labnet, USA)
0 Tischzentrifuge: Centrifuge (Labnet, USA)
0 Zellzentrifuge: Megafuge 1.0 (Heraeus, USA)
0 Kihlzentrifuge: Avanti J-E Centrifuge (Beckman Coulter, Deutschland)
0 Ultrazentrifuge: L-60 Ultracentrifuge (Beckman Coulter, Deutschland)

e Zellzdhler: Casy Model DT Cell Counter (Roche, Schweiz)
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4.1.2 Materialien

Allgemeine Plastikwaren, wie Reagiergefdle, Mikrotiterplatten, Pipettenspitzen und
Zellkulturschalen, wurden, sofern nicht anders angegeben, von Sarstedt (Deutschland), TPP
(Schweiz), Roth (Deutschland) oder Greiner (Osterreich) bezogen. Sterilfilter fiir groRere

Volumina stammten von Millipore (USA) und fiir kleinere Volumina von Sartorius (Deutschland).

4.1.3 Chemikalien, Medien, Medienzusdtze und Pufferlésungen

Die verwendeten Chemikalien stammten sofern nicht anders angegeben von Bio-Rad
(Deutschland), Fluka (Deutschland), Merck (Deutschland), Roth (Deutschland) oder Sigma-Aldrich

(Deutschland) und weisen die Qualitdtsstufe pro analysis auf.

Zellkulturmedien, Zusdtze wie Trypsin/EDAT, OptiMEM und PBS wurden sofern nicht anders

angegeben von PAA (Deutschland) oder Biochrom (Deutschland) bezogen.

Nicht gesondert angegebene Puffer wurden wie bereits beschrieben hergestellt (Sambrook,

1989). Sofern nicht anders angegeben erfolgten alle Ansatze in MilliQ-Wasser.

4.1.4 Nanocarrier CMS, CSNP1 und CSNP2

Die drei in dieser Arbeit verwendeten NPs wurden von Mohiuddin Abdul Quadir, Sabrina Nowag
und Markus Hellmund aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Haag (Freie Universitat Berlin, Institut

fiir Chemie und Biochemie) hergestellt.

Die Synthese fir CMS wurde bereits beschrieben (Treiber et al,, 2009). In Kirze, fir die
Verbindung des PEI-Kern mit dem mPEG-Gruppen (monomethyl Poly(Ethylenglycol)) wurden
letztere zundchst mittels DCC (N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid) und HONSu (oder NHS=N-
Hydroxysuccinimid) durch Bildung eines NHS-Esters aktiviert und konnten anschliefend an die
freien Amingruppen des PEI-Kern binden. Diese mPEG-Gruppe bestanden aus durchschnittlich 10
Glycoleinheiten. Fiir die Bildung fluoreszenzmakrierter NPs wurde wahrend vor dem ersten
Syntheseschritt Indocarbocyanin Carboxy Saure (ICC) in den Ansatz gegeben (Treiber et al., 2009,

Quadir, 2010).
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Auch die Synthese des zweiten NPs, CSNP2, wurde bereits beschrieben (Quadir, 2010, Fehse et al.,
2014). Kurz dargestellt, wurde OMPG (O-Mesylpolyglycerol) zusammen mit langsam zugefiigten
N,N,N-Trimethylethan-1,2,-Diamin fir 4 Tage bei 120°C in DMF (N,N-Dimethylformamid) erhitzt.
Das entstehende Produkt wurde mehreren Reinigungsschritten unterworfen, wie DMF-
Entfernung durch Cryo-Distillation, Resuspendieren in CHCl;, dreimaliges Extrahieren mit NaO;,
dreimaliges Waschen mit Wasser, Trocknung tiber MgSO,, Konzentrierung und Dialyse in MetOH.
Fir die Synthese von fluorezenzmarkierten CSNP1-FITC fiir mikroskopische Aufnahmen wurde

FITC mit Dibutyltin Dilaurat als Katalysator an CSNP1 gebunden (Quadir, 2010).

Zur Synthese von CSNP2 - eines zu CSNP1 baugleichen, aber gréfleren NP — wurde prinzipiell die
gleiche Synthese wie fir CSNP1, allerdings mit grofleren OMPG-Mengen, durchgefiihrt
(Personliche Mitteilung, Markus Hellmund). Zur Herstellung von CSNP2-CY3 wurde CSNP2
zundchst mit 2-Iminothiolan fiir 20 min und anschlieRend fiir weitere 2 h mit Indodicarbocyanin-
Farbstoff (IDCC) verriihrt. Das Konzentrat wurde (iber eine fiinftagige Dialyse von ungebundenen

Fluoreszenzmolekdiilen gereinigt.

Zur Generierung von Cu/NP-Komplexen wurden die jeweiligen NPs mit CuCl, in den angegebenen
Konzentrationen flir mindestens 1 h inkubiert, um eine stabile Komplexbindung der NPs mit Cu(ll)-

lonen zu gewahrleisten, bevor der eigentliche Versuch durchgefiihrt wurde.

4.1.5 Software

e Bildbearbeitung: Adobe Photoshop CS5, Adobe Illustrator CS5, Leica LAS AF Lite 3.3

e Datenverarbeitung: Microsoft Excel 2007

e Internetdatenbanken: Expasy, Pubmed

e Literaturverwaltung: Endnote (Endnote, USA)

e Statistik: Past Version 2.10 (Hammer et al., 2001), Graph Pad Prism (GraphPad Software, USA)
genauer Graph Pad Prism 5 Demo und Graph Pad Pism 6 Demo

e Textverarbeitung, Abbildungen und Layout: Microsoft Word 2007, Adobe Illustrator

4.1.6 Statistik

Samtliche Messreihen wurden auf ihre Normalverteilung mittels des Shapiro-Wilk Tests gepriift.

Bei Normalverteilung der Stichproben erfolgte Auswertung durch eine ,,one-way‘ ANOVA-
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Analyse sowie ggf. durch nachfolgenden ,,post-hoc Test — oft Dunnett’s multiple comparison
Test. Bei fehlender Normalverteilung wurde eine Kruskal-Wallis-Analyse und ggf. ein Mann-
Whitney Test durchgefiihrt. Welches Verfahren im einzelnen Fall durchgefiihrt wurde, ist den

Bildunterschriften unter den Ergebnisabbildungen zu entnehmen.

4.2 Analytische Methoden

4.2.1 Spektroskopische Messungen

Fir spektroskopische Analysen der Cu/NP-Komplexe wurde zunédchst ein Absorptionsspektrum
von 350 — 900 nm aufgenommen, um die maximale Absorption des Cu-Komplexes zu ermitteln.
Dieses Absorptionsmaximum, welches bei allen Cu/NP-Komplexen bei ca. 650 nm liegt, wurde
anschlielend zur relativen Quantifizierung der Cu/NP-Komplexe genutzt. Fiir die Kalkulation der
relativen Cu/NP-Menge wurde jeweils die Absorption freier Cu-lonen der entsprechenden
Bedingung beim Absorptionsmaximum subtrahiert. Die NPs selbst haben beim
Absorptionsmaximum keine erhdhte Absorption und bleiben somit unberiicksichtigt. Samtliche
spektroskopischen Analysen erfolgten in Quarzkiivetten (Hellma, Deutschland) mittels des

Kivettenphotometers.

4.2.1.1 Cu-Beladung der NP-Komplexe

Zur Ermittlung der Cu-Beladung der Cu/NP-Komplexe erfolgte die Aufnahme der Absorption bei
verschiedenen Cu:NP-Verhaltnissen von 1:10 bis 1:500, wobei mit einer konstanten Konzentration
von 25uM NP oder 12,5 pM NP gearbeitet wurde. Fir jede Messung wurde eine

Doppelbestimmung durchgefiihrt.

4.2.1.2 pH-abhdngige Cu-Freigabe aus den NP-Komplexen

Bei der Untersuchung der pH-abhdngigen Cu-Freigabe aus dem Cu/NP-Komplexen erfolgte die
ODgso-Messung mit 4 mM  Cu (Cu:CMS-NP 40:1), 1,5mM Cu (Cu:CSNP160:1) oder 3,75 mM
Cu (Cu:CSNP2 300:1) in 100 mM CH;CoooNa (NaOAc) mit pH-Werten von 7 bis 3. Parallel wurde die
entsprechende Cu-Konzentration in Abwesenheit des NPs vermessen und anschlielend die

ermittelte Absorption bei 650 nm von dem Absorptionswert des Cu/NP-Komplexes subtrahiert.
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4.2.1.3 Metall-Bindungsstudien mittels Zentrifugalfiltration

Bei der Analyse der Bindungsspezifitdt der NPs wurde eine Zentrifugalfiltration durchgefiihrt.
Dazu wurden zundchst im 1:60-Verhaltnis 5 yM CSNP1 mit 300 uM Metallsalz oder im 1:300-
Verhéltnis 1 yM CSNP2 mit 300 uM Metallsalz — CuCl,, ZnCl, oder MnCl, (J. T. Baker, Deutschland) -
inkubiert. AnschlieBend wurden die NP-Komplexe in AmiconUltra-Filtereinheiten (10.000 MW,
0,5 ml, Merck Millipore, Deutschland), mit einer AusschlussgréRe von 10.000 MW (,,molecular
weight“), fiir 3 min bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Als Kontrolle wurden die
Metallsalze ohne NP zentrifugiert. Die Trenngréfle von 10.000 MW gewabhrleistet das
Zurlickhalten des NPs sowie der etwaigen gebundenen Metallionen im obigen Kompartiment,
wahrend sich ungebundene Metallionen gleichmalig im oberen und unteren Kompartiment
verteilen (s.2.2). Die beiden nach der Zentrifugation entstandenen Phasen wurden via ICP-MS
(s. 4.2.2) auf Ihren jeweiligen Metallgehalt hin analysiert und die Messwerte mit den Levels freier

Metallionen verglichen.

4.2.2 ICP-MS-Analysen

Die Massenspektrometrie mit induktiv gekoppelter Plasmaionenquelle (ICP-MS) ermdéglicht die
genaue Ermittlung der Konzentration von Metall-lonen, wie Cu, Zn oder Mn. Dabei liegen die
Nachweisgrenzen liegen bei 0,2 ng/l fir Cu und Zn und 0,14 ng/l fir Mn (Doerffel K., 1994). Das
Messprinzip basiert zundchst auf der lonisierung der chemischen Elemente in der Probe mittels
eines Plasmastrahls. Die dadurch positiv geladenen lonen werden anschliefend in das
Hochvakuum des Massenspektrometers extrahiert. Dort werden sie nach ihrem Masse-/
Ladungsverhdltnis und Energie-/Ladungsverhdltnis getrennt und mit einem Sekundar-

Elektronenvervielfacher detektiert (Jevsevar et al., 2010).

Fir ICP-MS-Messungen erfolgte zundchst der Mikrowellen- bzw. Sdaureaufschluss der Proben, um
alles Bestandteile vollstandig in Losung zu bringen. Dazu wurde 100-200pul Probe in
69% Salpetersdure (HNO;) in einem Gesamtvolumen von 1 ml aufgenommen. Bei Gewebeproben,
wie Maushirnhdlften oder Mausleberstiickchen, wurde das gesamte organische Material mit 1 ml
69% HNO; versetzt. Anschlielend wurde der Probenbehdlter mit 10 ml eines 1:1 H,O0/H,0,-Gemisch
umsplilt, um toxische Stickstoffoxide zu absorbieren. Im Probenaufschlussgerdt erfolgte die

Behandlung der Proben bei 170-210°C und 6 Bar fir 60 min (Programms5). Nach einer
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anschliefenden 1:10 Verdiinnung der Proben wurde die eigentliche ICP-MS-Messung mit dem ICP-

MS-Messgeréat bei mittlerer Auflésung (> 4000) durchgefiihrt.

Die verdiinnte Probe wurde mittels eines ,,cross-flow Zerstdaubers und mit einer
FlieBgeschwindigkeit von 1,02 [/min eingefiihrt. Das Argaonplasma wurde mit einer Rate von
15 I/min, das Kihlgas mit einer Flielirate von 0,9 I/min und das Probenaerosol-Gas-Gemisch mit
einer FlieRrate von 0,11/min eingefiihrt. Der Hochfrequenzgenerator zum Aufrechterhalten des
Argonplasmas wurde mit 1,3 kW betrieben. Um Schwankungen in der Massenkalibrierung
auszugleichen, wurden im sogenannten ,,peak-hopping*“ Modus drei Datenpunkte im Abstand
von 0,01 AMU (,,atomic mass unit) pro Ausschlag (,,peak®) sowie 300 ms pro Datenpunkt
analysiert. Zudem wurden die Proben in Dreifachfachbestimmung vermessen. Fiir Cu-Messungen
wurden die Isototpe Cu® und Cu® detektiert. Bei Zn-Messungen wurde Zn®® und zn®® und bei Mn
wurde Mn** detektiert. Die Standardreihe bestand aus einer 6,5% HNO5-Lsung, die Cu und Zn in
den Konzentrationen 0,5, 1, 5, 10, 50, 100 und 200 ppb (,,parts per billion*) sowie 2 ppb Rh'* als

internen Standard bei allen Messungen enthielt.

4.3 Molekularbiologische Methoden

4.3.1 Chemische Transformation

Die Vervielféltigung der Plasmide erfolgte durch Retransformation in chemisch-kompetente E. coli
DHs5a Zellen (Invitrogen, Deutschland). Dazu wurden die Zellen mit 1 ug DNA fiir 30 min auf Eis
inkubiert und nach einem Hitzeschock von 30 sec bei 42°C im Heizblock erneut fir 2 min auf Eis
gelagert. Anschliefend wurden die Zellen in 1 ml LB-Medium aufgenommen und fiir 1 h bei 37°C
kultiviert. Nach einem Zentrifugationsschritt in der Tischzentrifuge bei 10.000 rpm und RT fir
10 min wurde das Zellpellet in 100 pl LB-Medium resuspendiert, auf LB-Amp-Platten ausplattiert

und @. N. bei 37°Cim Heizschrank inkubiert.

e LB-Medium: 5 g Hefeextrakt, 10 g Pepton, 10 g NaCl
e LB-Amp-Platten: LB-Medium, 1,5% Agar, 0,1 mg/ml Ampicillin
e LB-Amp-Medium: LB-Medium, 0,1 mg/ml Ampicillin
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4.3.2 Plasmidpraparation

Die Aufreinigung der verwendeten Plasmide wurde mittels des Nucleobond-Xtra-Midi-Kit
(Macherey-Nagel, Deutschland) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die dementsprechenden
Bakterienkulturen wurden G.N. in LB-Amp-Medium kultiviert. Die Zentrifugationsschritte
erfolgten mit dem JA-10-Rotor (Beckman Coulter, Deutschland) in der Kiihlzentrifuge, wobei
500 ml Zentrifugenréhrchen (Nalgene Labware, USA) beim ersten Zentrifugationsschritt und
Falcons (Becton Dickinson, USA) bei den darauffolgenden Zentrifugationsschritten verwendet

wurden.

4.3.3 PCR zur Genotypisierung von APPPS1-Mdusen

Im Rahmen der Zucht von doppelt-transgenen APPPS1-Mdusen wurde die Maus-DNA auf die
Existenz des transgenen APP-Gens hin Uberprift (s.4.5.2) unter Verwendung folgender
Primersequenzen: GAA TTC CGA CAT GAC TCA GG (APPCT-1F) und GTT CTG CTG CAT CTT GGA CA
(APPCT-1R)

Folgender PCR-Ansatz (20 pl) wurde auf Eis zusammengegeben: 4 pl 5x Green GoTagq Flexi Buffer
(Promega, USA), 1,6 pl MgCl,25 mM (Promega, USA), 1,6 pul 10 mM total dNTP-Mix (Bioline, UK), je
0,2 pul Primer APPCT-1F bzw. APPCT-1R (Sigma-Aldrich, Deutschland), 0,25 pl GoTaq Flexi DNA
Polymerase (Promega, USA), 1 ul DNA-Probe (s. 4.5.3) und 11,15 pl H,O.

Anschliefend wurde folgender PCR-Zyklus 35-mal wiederholt: 1. Denaturierung bei 94°C fiir 30 sec,
2. “Annealing‘ bei 58°C flir 30 sec, 3. Elongation bei72°C fiir 30 sec und finale Elongation bei
72°C fur 5 min. Die Lagerung der Proben fand bei 4°C statt. Dann erfolgte die Analyse mittels DNA-

Agarose-Gel (s. 4.3.4).

4.3.4 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der DNA-Proben wurden 2% Agarose-Gele verwendet, wobei das vorhandene RedSafe
(Intron Biotechnology, Korea) spater die Visualisierung der DNA mittels UV-Licht erméglichte. Der
Probenauftrag erfolgte in 6x Probenpuffer und als Standard diente der ,,1 kb Plus DNA Ladder*
(Invitrogen, Deutschland). Die elektrophoretische  Auftrennung erfolgte in  der
Elektrophoresekammer (AG Multhaup, selbst gebaut) mit TAE-Puffer bei einer Spannung von

200 V mit Hilfe des Power Supply 2000/200.
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e TAE-Puffer: 40 mM Tris, 1,142% oder 20,5 mM Essigsdure, 1 mM EDTA
e Agarose-Gel: TAE-Puffer, 2% Agarose, 0,0013% RedSafe (Chembio, UK)

e Probenpuffer: 0,25% Bromphenolblau, 60% Glycerin, 0,1 mM EDTA, pH 8,

4.3.5 ELISA

Zur Quantifizierung der AB-Spezies wurde ein ,,enzyme-linked immunosorbent assay* (ELISA)
durchgefiihrt. Dazu wurden die ELISA-Platten ,,C96 Maxisorb Nunc Immunoplates* (Nunc,
Deutschland) zunachst mit dem Fanger-AK bei RT flir 4 h oder bei 4°C . N. beschichtet. Fir die
Detektion von APBgesamt wurde 1 pg/ml4G8 (Covance, Europa), fir AB38 4 pg/mlBA1-13
(Covance, Europa), fir AB40 3 pg/ml G2-10 (TGC, Schweiz) und fir AB42 5 pg/ml G213 (TGC,
Schweiz) verdiinnt in Carbonatpuffer verwendet. AnschlieSend erfolgte ein dreimaliges Waschen
mit ELISA-Waschpuffer mittels des Mikroplattenwaschgerats ,,EIx405 Select Deep-Well
Mikroplatten-Washer* (BioTek, Deutschland), ein Blockierungsschritt mit StabilCoat (SurModics,

USA) pro ,,well* bei RT fiir 2 h oder bei 4°C i. N. sowie ein weiterer Waschschritt.

Bei dem Probenauftrag wurden 50 pl Probe bzw. Standard mit 50 ul Detektions-AK-L&sung, hier
1:5.000 Wo0-2-Biotin (TGC, Schweiz), und bei RT fir 3 h oder bei 4°C G. N. inkubiert. Die Probe
bestand entweder aus konditionierten Medium von APP-liberexprimierenden Zellen, die mit
Cu/NP-Komplexen inkubiert worden waren (s. 4.4.5) oder aus Fraktionen von Hirnhomogenaten
von APPPS1-Mdusen, die mit Cu/CSNP1 behandelt worden waren (s. 4.5.6). Der Probenauftrag
erfolgte in Dreifachbestimmung. Fiir die AB-Standardreihe wurden die synthetischen Peptide
AB38, AB4o und AB42 (je Bachem AG, Schweiz), verdiinnt mit ELISA-Probenpuffer, in einem

Konzentrationsbereich von 100 - 2.000 pg/ml eingesetzt.

Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Enzymkonjugationsreaktion mit 1:1.000 SA-Mono-
HRP (Thermo Fisher Scientic, Deutschland) fiir AB40 und ABgeame im SA-Mono-HRP-
Enzymkonjugationspuffer oder 1:20.000 SA-Poly-HRP (Thermo Fisher Scientific, Deutschland) fir
AB38 und AB40 in SA-Poly-HRP-Enzymkonjugationspuffer flir 30 min bei RT sowie ein weiterer
Waschschritt. Die Detektionsreaktion wurde mit 100 pl ,,1-StepTM Ultra TMB ELISA-Substrat
(Thermo Fisher Scientific, Deutschland) ausgel6st und mit 50 pl Schwefelsdure [1M] nach 1-10

min gestoppt. Die Farbreaktion wurde mittels des Plattenphotometers bei 450 nm gemessen.

e Carbonatpuffer: 24 mM Na,CO;, 76 mM NaHCO;, pH 9,6
e ELISA-Waschpuffer: 8 mM ELISA-PBS, pH 7,4, 0,1% Tween-20
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e ELISA-Probenpuffer: 80 mM PBS, pH 7,4, 1,5% BSA, 0,5% Tween-20, 0,01% Thimerosal
e ELISA-PBS 10x: 140 mM NacCl, 80 mM Na,HPO,, pH 7,4

e SA-Mono-HRP-Enzymkonjugationspuffer: 80 mM PBS, 0,05% Tween-20, 6% PEG

e SA-Poly-HRP-Enzymkonjugationspuffer: 8 mM PBS, pH 7,4, 5% BSA

4.3.3 SDS-PAGE und Western Blot

Fir Western Blot Analysen erfolgte zundchst eine Probenenaufbereitung, indem 20 pl Probe mit
Probenpuffer versetzt und bei 95°C fir 5 min im Heizblock aufgekocht wurde. Dabei bindet
Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfat = SDS) als negativ-geladenes Detergenz mit einem
konstantem Ladung-zu-Masse-Verhdltnis an die denaturierten Proteine. AnschlieBend erfolgte der
Auftrag auf das Gel und somit die Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht mittels
der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Die
Elektrophorese wurde bei 180 V mit 30 mA pro 8% oder 12% Tris-Glycin-Gelen (Laemmli, 1970) in
Tris-Glycin-Laufpuffer in ,,Mini-Protean Tetra Cell“-Apparatur (Bio-Rad, Deutschland) bzw. mit
100 MA pro 15% Tris-Tricin-SDS-Gel (anamed, Deutschland) in Tis-Tricin-Laufpuffer in ,,Vertikal-
Elektrophorese-System‘“-Apparatur (Invitrogen, Deutschland) durchgefihrt. Als GréRenstandard
wurden fir Tris-Glycin-Gele Precision Plus ProteinTM Dual Color Standard (Bio-Rad, Deutschland)
und flr Tris-Tricin-Gele SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard (Invitrogen, Deutschland)

verwendet.

Der Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran (porablot NCP, Machery-Nagel, Deutschland)
erfolgte im Nassblotverfahren bei 4°C, 200V und 400 mA fiir 3h oder 180 mM 0. N. in einer
Tankblotapparatur in Transferpuffer. Die Nitrocellulosemembran war dabei zwischen mehrere
Filterpapiere (Whatman 3MM, Whatman, UK) eingelegt. Anschliefend konnten die Proteine auf
der Membran mittels Immundetektion sichtbar gemacht werden. Dazu wurde zundchst die
Membran fiir 1h in PBS mit 10% Magermilch blockiert und nach einem dreimaligen Waschen mit
PBS fiir 5 min fiir 1 h bei RT oder (. N. bei 4°C mit dem Erst-AK inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt erfolgte fiir mindestens 30 min die Inkubation mit dem Zweit-AK sowie nach einem
erneuten Waschschritt die Detektionsreaktion mit ECL-Lésung. Die dadurch ausgel6ste
Chemilumeszenz-Reaktion wurde im Dunkelraum auf Réntgenfilmen (Konica Minolta Medical

Film, A. Hartenstein, Deutschland) in der Entwicklermaschine detektiert.

Folgende AK in nachstehenden Verdiinnungen wurden verwendet:

e Anti-Actin (Chemicon) - Maus: 1:3.000
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Anti-Green Fluorescent Protein (GFP) (MBL, Japan) — Kaninchen: 1: 2.000
e Anti-sAPPB (IBL, USA) - Kaninchen: 1: 500

e Wo2 (AG Multhaup, selbst aufgereinigt) - Maus: 1:10.000

e Anit-Mouse (Promega, USA): 1:10.000

e Anti-Rabbit (Promega, USA): 1:10.000

Fir eine erneute Entwicklung der Membran mit einem anderen AK wurde ein ,,Stipping‘-
Protokolls angewendet. Dazu wurde die Membran fiir 1 h bei 55°C im Heizschrank in ,,Stripping“-
Lésung inkubiert und nach zweimaligem Waschen mit PBS das oben beschriebene Prozedere

durchgefiihrt.

e Probenpuffer (4x): 200 mM Tris/HCl pH 6,8, 4%SDS, 40% Glycerin, 0,02% Bromphenolblau,
10% B-Mercaptoethanol

e  Tris-Glycin-Laufpuffer: 25 mM Tris/ HCl, 192 mM Glycin, 1% SDS, pH 8,3

e Tris-Tricin-Laufpuffer: 100 mM Tris/ HCl, 100 mM Tricin, 0,1% SDS

e Transferpuffer: 25 mM Tris/ HCl, 192 mM Glycin, 10% oder 20% Ethanol

e ECL-Losung: 1 ml ECL-A (0,25 mg/ml Luminol in 0,1 M Tris/HCI pH 8,6), 100 pl ECL-B (1,1 mg/ml p-
Hydroxycoumarinsdure in DMSO), 0,3 pl H,0, (30%)

e “Stripping”-Losung: 62,5 mM Tris/HCl pH 6,8, 2% SDS, 100 mM B-Mercaptoethanol

e PBS: 137 mM Nadl, 2,7 mM Kcl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,

4.4 Zellbiologische Methoden

4.4.1 Zellkultivierung der Zelllinien HBMEC, HEK293T und SH-S5Y5

In dieser Arbeit wurde mit HBMEC, HEK293T- und SH-SY5Y-Zellen gearbeitet. Sdmtliche Zellen
wurden unter den gleichen Bedingungen - 5% CO,, 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit — im Brutschrank
kultiviert und abhdngig vom Wachstum 2 - 3 mal pro Woche umgesetzt. Zur Umsetzung wurden
die Zellen kurz mit 10 ml PBS gewaschen, nach kurzer Inkubationszeit mit 1,5 ml Trypsin/EDTA von
der Zellkulturschale abgel6st und in einer Verdinnung von 1:3 -1:10 erneut ausgesat. Alle

Arbeitsschritte erfolgten unter einer sterilen Werkbank und mit sterilen Arbeitsmaterialien.

Die Endothelzelllinie HBMEC wurde von Prof. Dr. Kwang Sik Kim im Rahmen eines MTA (Materials
Release Agreement) zur Verfligung gestellt. Diese Zellen entstanden aus primdren Endothelzellen
des zerebralen Cortexes von Kindern mit Epilepsie und diese Zellen wurden durch die
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Transfektion mit SV40-LT (,,simian virus 40 large T antigen‘) zu einer stabilen Zelllinie geformt
(Stins et al., 1997, Stins et al., 2001). Diese Zellen wurden bis Passage 30 verwendet, da sie bis zu

ebendieser Passage die typische Merkmale der Bluthirnschranke aufweisen (Stins et al., 2001).

Die humane embryonale Nierenzelllinie HEK 293T ist mit der Nummer ACC 305 in der DSMZ

gelistet.

Bei der Zelllinie SH-SY5Y handelt es sich um eine humane Neuroblastoma Zelllinie, die unter der
Nummer ACC 209 in der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunschweig) gelistet ist. In der Arbeit wurde auch mit den stabil transfizierten SH-SY5Y-
APPwt oder SH-SY5Y-mock gearbeitet, welche das humane APP-Gen (berexprimieren oder

lediglich den leeren Vektor mit sich fiihren.
Folgende Nahrmedien wurden fiir die jeweilige Zelllinie verwendet:

e HBMEC-Ndhrmedium (abgewandelt (Stins et al., 2001): RPMI 1640, 10% (v/v) fotales
Kalberserum (FCS), 10% NU-Serum (BD, Deutschland), 1x Non essential amino acids, 2 mM L-
Glutamin, 1 mM Na-pyruvat, 1x Vitamine, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

e HEK293T: DMEM high Glucose (4,5 g/l), 10% (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Na-Pyruvat, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

e SH-SY5Y: DMEM/HAM'’s F12, 10% (v/v) FCS, 1x Non essential amino acids, 2 mM L-Glutamin, 100

U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin; Optional 100 mg/ml Zeocin

4.4.2 Kryogene Lagerung der Zelllinien

Die Lagerung der verwendeten Zellen erfolgte im Stickstofftank. Zur Uberfiihrung kultivierte
Zellen in den tiefgefroren Zustand, wurden Zellen einer konfluent bewachsenen 10-cm-Schale
nach Trypsinierung (s. 5.4.1) in 10 ml Nahrmedium aufgenommen und in der Zellzentrifuge fiir
5min bei 500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 ml Einfriermedium resuspendiert und
anschliefend auf 2 Kryoréhrchen (Nunc, Deutschland) aufgeteilt. Die Kryoréhrchen wurden in die
mit Isopropanol befiillte Einfrierbox (Nalge Nunc, USA) gegeben und bei -80°C schonend

eingefroren. Am nichsten Tag erfolgte die Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff.

Zur Rekultivierung der Zellen wurde diese bei Raumtemperatur ziigig aufgetaut und in 10 ml

Nahrmedium aufgenommen. Nach einem Zentrifugationsschritt in der Zellzentrifuge fiir 5 min bei
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500 rpm zum Entfernen von DMSO-Resten wurde das Zellpellet erneut in Ndhrmedium

aufgenommen und in Zellkulturschalen wie in 5.4.1 beschrieben kultiviert.
e Einfriermedium: 70% Nahrmedium, 20% FCS, 10% DMSO
4.4.3 Toxizitatsassay

Zur Ermittlung der Toxizitat der untersuchten NPs wurden zwei Toxizitdtstests durchgefiihrt. Bei
beiden basiert die Detektionsreaktion auf dem Vorhandensein von ATP, welches aus den
Mitochondrien proliferierender Zellen stammt. Beim CellTiter-Glo-Assay-Kit (Promega, USA) wird
die Umsetzung von Luciferin durch ATP gesteuert und das so gebildete Oxyluciferin luminesziert.
Die Menge an Oxyluciferin korreliert mit den sterbenden Zellen und kann somit zur
Quantifizierung genutzt werden. Beim MTT-Test wird gelbes MTT
(Dimethylthiazolyldiphenyltetrazoliumbromid) zu blauem Formazin durch eine indirekte
Signalkaskade umgesetzt, bei der ATP notwendig ist. Die Menge des gebildeten Formazin
korreliert mit sterbenden Zellen und kann photometrisch bestimmt werden. Der CellTiter-Glo
Assay hat den Vorteil, dass er sensitiver ist, weil hierbei 20-mal weniger Zellen benétigt werden als

bei dem MTT-Test.

Der Toxizitatstest wurde im 96-Well-Format mit 100 pl/Well im Dreifachansatz durchgefiihrt. Die
Zellen wurden in den Konzentrationen 3*10° Zellen/ml (HBMEC-Zellen), 3*10° Zellen/ml (HEK-
Zellen) und 3*10° Zellen/ml (SH-SY5Y) ausgesat, wie unter 4.4.1 beschrieben kultiviert und am
Folgetag zur Ermittlung der Toxizitdt verwendet. Beim Lumineszens-Assay wurde eine weille
Platte zur Verstarkung des Lumineszenzsignals verwendet. Am Versuchstag wurden die Zellen
zweimal vorsichtig mit PBS +/+ gewaschen, um Mediumsriickstdnde und méglichst samtliche Cu-
lonen zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen mit den entsprechenden Cu/NP-Komplexen
in verschiedenen Konzentrationen in Optimem fiir fiinf Stunden im Inkubator inkubiert. Als letzter
Schritt erfolgte die Detektionsreaktion beim Lumineszenz-Assay mit Hilfe des CellTiter-Glo-Assay-
Kits nach Herstellerangaben und die Vermessung der Lumineszenz im Fluorometer. Beim MTT-
Test hingegen wurde nach Ende der Inkubationszeit 10 pl MTT-L6sung pro Well zugegeben, nach
mindestens einer Stunde Inkubationszeit der Uberstand abgenommen und zu den verbleibenden
Zellen 50 pyl DMSO hinzugefiigt. Die so entstehende farbliche Suspension konnte bei 595 nm im

Plattenphotometer vermessen werden.

e MTT-L6sung: 5 mg/ml MTT
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4.4.4 Mikroskopische Aufnahmen

Fir fluoreszenzmikroskopische Analysen, wie der Aufnahme von fluoreszenzmarkierten NPs in
SH-SY5Y-Zellen, wurden die Zellen in einer Konzentration von 1,5%10° Zellen/ml auf Glasplattchen
(Menzel Glaser, Deutschland) ausgesat. Nach der NP-Inkubation wurden die SH-SY5Y Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, anschlieBend mit 1pg/ml DAPI-Methanol (4',6-Diamidin-2-
phenylindol) fir 30 min bei RT inkubiert und so fixiert. AnschlieBend wurden die Glasplattchen
mittels Fluoromount-G (Southern Biotech, USA) auf Objekttrdger (R. Langenbrinck, Deutschland)
fixiert und am Folgetag konnte die mikroskopische Analyse entweder mit dem

Fluoreszenzmikroskop oder mit dem Konfokalmikroskop durchgefiihrt werden.

4.4.4.1 Immunfluoreszenz-Analysen

Fir Immunfluoreszenz-Messungen wurden HBMEC-Zellen in einer Konzentration von

2*10° Zellen/ml auf Glasplattchen ausgesat und fir 4 Tage kultiviert (s.4.4.1).

Die Zellen wurden nach einem Waschschritt mit PBS fiir 20 min auf Eis mit 0,5% Triton X-100 in PBS
permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen mit 4% Formaldehyd in PBS fixiert
und erneut zweimal gewaschen. Nun erfolgte die Blockierung mit 5% FCS in PBS fiir 30 min und
anschliefend die Zugabe des primdren AK 1:100 in 5% FCS in PBS fiir 60 min. Nach erneutem
zweimaligen Waschen wurde der sekunddren AK 1:100 in 5% FCS in PBS fiir 60 min im Dunkeln
zugegeben. Danach wurden die Zellen wieder zweimal gewaschen und es erfolgte die DAPI-

Farbung (s. 4.4.4) sowie die mikroskopische Analyse (s. 4.4.4).

e Primdre AK
e Anti-ZO1(Cell Signaling, USA)
e Anti-vWF (Dako, Deutschland)
e Sekunddrer AK

e Anti-Kaninchen mit Cy3-Markierung (Invitrogen, Deutschland)
e Anti-Kaninchen mit FITC-Markierung (Invitrogen, Deutschland)

4.4.5 Intrazellularer Cu-Level

Zur Analyse des intrazelluldren Cu-Levels wurden SH-SY5Y-Zellen in einer Konzentration von 3*10°
Zellen/ml in 10-cm-Schalen ausgesdt und kultiviert (s. 4.4.1). Am Folgetag wurden die Zellen nach

zweimaligem Waschen mit PBS fir 5h mit Cu/NP-Komplexen in den angegebenen
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Konzentrationen inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen zweimal mit PBS-EDTA gewaschen
und in 300 pl PBS aus den Zellkulturschalen geschabt. Nach Bestimmung der Zellzahl mittels des

Zellzdhlers wurden ICP-MS-Messungen (s. 4.2.2) durchgefihrt.

4.4.6 Transportstudien

Die Analyse der =zelluldren Aufnahme der NPs erfolgte (iber die Inhibierung aktiver

Transportvorgdnge durch Temperaturreduktion.

SH-SYs5Y Zellen wurden in einer Konzentration von 3*10°> Zellen/ml in 6-cm-Schalen ausgesat. Am
nachsten Tag erfolgte die Behandlung der Zellen bei 4 und 37° C in OptiMEM. Dazu wurden die
Zellen nach zweimaligem Waschen mit PBS fiir 15 min bei der jeweiligen Temperatur pra-inkubiert
und anschlieend erfolgte fiir 30 min die Cu/NP-Inkubation in den angegebenen Konzentrationen.
Dann wurden die Zellen zweimal mit PBS-EDTA gewaschen und in 500 pl PBS abgeschabt. Nach

Bestimmung der Zellzahl wurden 200-pl-Aliquots per ICP-MS (s. 4.2.2) vermessen.

Im Kontrollansatz wurden die Zellen mit 10 pg/ml Transferrin inkubiert. Transferrin ist ein
Glykoprotein und wird von der Zelle Uiber spezielle Transferrin-Rezeptoren aktiv aufgenommen
(Aisen, 2004). Bei der Transferrinkontrolle wurden die Zellen nach der Inkubationszeit zweimal
mit PBS, dreimal mit ,,Stripping Buffer” und zweimal mit PBS gewaschen. Anschliefend erfolgte
mit 500 pl Lysepuffer die Zelllyse durch eine Inkubation fiir 30 min bei 4°C auf dem Schiitteltisch
und eine anschliefende Zentrifugation der Zellsuspension in der Tischzentrifuge fiir 10 min bei 4°C
und 10.000 rpm. Der entstehende Uberstand - das Lysat - wurde unter Beriicksichtigung
vorhandener Filter mittels Extinktion von 485 nm bei einer Emission von 535 nm im Fluorometer

vermessen.

e PBS-EDTA: 0,5 mM EDTA in PBS
e “Stripping Buffer”: 0,5 M NacCl, 0,1 M NaAcetat, pH 5,3
e Lysepuffer: 50 mM Tris/ HCl, 150 mM NacCl, 2 mM EDTA, 1% (v/v) Triton x-100, 0,2% (v/v) NP40,

1x Complete Protease Inhibitor, pH 7,5

4.4.7 Analyse der Cu-Bioverfiigbarkeit mittels des MRE-GFP Detektionssystem

Das hier benutzte Messverfahren beruht auf einer indirekten Signalkaskade, bei der letztendlich

eine erhéhte Cu-Freisetzung mit einer erhohten GFP-Expression korreliert (s. 2.7).
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Fur diesen Versuch wurde mit zwei Plasmiden gearbeitet. Der Vektor pMRE-GFP (Abb. 42) wurde
von Oleg Georgiev und Walter Schaffner fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt. Dieser Vektor
wurde erzeugt, indem die eGFP-Sequenz aus dem Vektor peGFP-
N2 gegen die Luciferase-Sequenz des Vektors pGL3-Basic Vector
(Promega, USA) ausgetauscht und zusatzlich in die MCS eine

EGFP
4XMRE-Sequenz eingebaut wurde (Abb. 42). Das Protein eGFP

pMRE-GFP

ist eine nach rot verschobene Variante des Wildtyp-GFP, mit )

Amp
einer Extinktion bei 488 nm und einer Emission bei 507 nm. Die

eingesetzte MRE-Sequenz TGCACTC ist die stdrkste unter den

bekannten MREs (Culotta and Hamer, 1989, Zhang et al., 2003). 4, 2

Schematische Darstellung der

Dieser Vektor tragt eine Ampicillin-Resistenzkassette (Amp"). PMRE-GFP-Konstrukts. Bei diesem Vektor
ist vor der eGFP-Sequenz eine MRE-Sequenz

Der Vektor pCTr wurde von Tobias Bethge bereitgestellt und

eingebaut und es ist eine Amp"-Sequenz
beinhaltet die CTr-Sequenz sowie eine Amp". vorhanden.

Die HEK293T Zellen wurden in einer Zellkonzentration von 6*10° Zellen/ml im 6-well-Format
ausgesat. Am Folgetag erfolgte die transiente Transfektion mit dem MRE-GFP- und/oder hCTr-
Konstrukt. Dazu wurden pro 500-pl-Ansatz 16 pg PEl und 4 pg DNA in OptiMEM vermengt. Nach
20-minitiger Inkubation wurde der Transfektionsansatz fiir 1h auf die Zellen gegeben und

anschlieend mit 2 ml Medium aufgefiillt.

Am zweiten Tag wurde nach zweimaligem Waschen mit PBS der Cu/NP-Komplex bzw.
unbeladener NP in ansteigenden Konzentrationen in OptiMEM zu den Zellen gegeben. Nach
finfstiindiger Inkubation im Brutschrank wurde die Zelllyse mit 300 pl GFP-Lysepuffer pro Ansatz
wie bereits beschrieben (s. 4.4.6) durchgefiihrt. Das Lysat wurde bei 485/535 nm im Fluorometer

vermessen oder fiir eine Western Blot Analyse (s. 4.3.3) verwendet.

e GFP-Lysepuffer: 25 mM Tris-Phospat, pH7,8, 2 mM Dithiothreitol, 10% Glycerol, 1% Triton X-100

(modifiziert (Dandekar et al., 2005))

4.4.8 Analyse der APP-Prozessierung

Die Analyse der APP-Prozessierung erfolgte mittels stabil-transfizierten SH-SY5Y-APP695-Zellen,
welche urspriinglich von Carina Treiber hergestellt worden waren. Als Kontrolle dienten SH-SY5Y-
Zellen, die stabil den Leerverktor pCDNA3 o« tragen. Die Zellen wurden in einer Konzentration

von 4*10° Zellen/ml im 12-Well-Formt ausgesat. Nach zwei Waschschritten mit PBS wurden die
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Zellen mit Cu/NP Komplex bzw. unbeladenen NP in ansteigenden Konzentrationen fiir 5 h oder
24 h inkubiert. Das so konditionierte Medium wurde abgenommen und bei 4°C und 14.000 rpm fiir
5 min in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Anschliefend wurde mit 100 pl Lysepuffer die Zelllyse
(s. 4.4.6) durchgefiihrt. Zur Lagerung wurden die Proben in Stickstoff schockgefroren und bei -
20°C gelagert. Das konditionierte Medium sowie das Lysat wurden mittels ELISA (s. 4.3.5) und
Western Blot (s. 4.3.3) auf die AB-Spezies 38, 40 und 42, die ABg..m-Menge sowie sAPPa,

SsAPPf und APP untersucht.

4.4.9 Permeabilitdsanalysen mittels des HBMEC-Mono-Zell-Modells der Bluthirnschranke

Die Permeabilitdtsanalysen fanden in einem Transwellsystem (Transwell-Clear, PE Membrane, 12
Well, 3.0 um, TC-Treated, Corning, USA) statt, bei dem zwei Kammern durch eine HBMEC-
Zellbarriere getrennt waren. Die verwendeten HBMEC-Zellen spiegeln aufgrund ihres zelluldren
Ursprungs die Endothelzellbarriere der Bluthirnschranke wider (s. 4.4.1). Die zu untersuchende
Substanz wurde in die obere, luminale Kammer zugeben und nach definiertem Zeitraum wurde
die Menge der Substanz in der unteren, abluminalen Kammer, also nach der Passage durch die
HBMEC-Barriere, bestimmt (s. 3.10). Das luminale Kompartiment hatte ein Volumen von 0,5 ml,
wahrend das abluminale Kompartiment ein Fassungsvermégen von 1,5 ml aufwies. Es handelt es

sich um ein Mono-Zell-Model der Bluthirnschranke.

Zunachst erfolgte die Beschichtung der Membraneinsdtze des Transwellsystems, indem eine
Arbeitslésung aus 0,4 mg/ml Collagen IV (Sigma-Aldrich, Deutschland) und 0,1 mg/ml Fibronektin
(Sigma-Aldrich, Deutschland) als diinner Flissigkeitsfilm auf die einzelnen Filter aufgetragen und
fir 2 h inkubiert wurden. Bei der Analyse der Auswirkung der Beschichtung auf den TEER-Wert
wurden diese Proteine einzeln oder in Kombination eingesetzt (s. 3.10.1.2). Anschliefend wurde

die HBMEC-Zellen in einer Konzentration von 2*10° Zellen/ml auf Filter ausgesat und kultiviert

(s. 4.4.1).

Am Tag 4 erfolgte der eigentliche Permeabilitatsversuch in OptiMEM-Medium. Zundchst wurden
mittels der Messelektrode die TEER-Werte der einzelnen Filter ermittelt. Die zu untersuchende
Substanz wurde in die obere, luminale Kammer zugegeben und fiir 20 min inkubiert. Zusatzlich
stand der Versuchsansatz im Inkubator auf einem kleinen Tischschiittler, um gleichmaRiges
Verteilen der Substanzen zu gewadhrleisten. AnschlieRend erfolgte ein Filterwechsel in
unbenutzte, abluminale Kammern (12 Well Cell Culture Cluster, Corning, USA). Dieser Vorgang

wurde nach 40 und 60 min wiederholt, um den Abtransport im Hirn zu simulieren. Zum Abschluss
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erfolgte eine erneute Widerstandmessung zur Kontrolle. Die einzelnen Fraktionen wurden per
ICP-MS (s. 4.2.2) hinsichtlich ihres Cu-Levels analysiert. Als Kontrollen wurden nicht-bewachsende
Filter, die die gleiche Prozedur durchliefen, mitgefiihrt. Samtliche Versuchsschritte wie
Pufferwechsel etc. mussten sehr behutsam durchgefiihrt werden, um Stresssituationen fir die

Zellen sowie ein Ablosen der Zellen zu vermeiden.

Die verwendeten Testsubstanzen EBA, NaFl und Pl wurden in den Konzentrationen 200 pg/ml (in
0,1% BSA), 10 pg/ml und 250 pl/ml in der luminalen Kammer eingesetzt. Die Detektion von EBA
erfolgte bei 620 nm (Patterson et al., 1992), wahrend NaFl aufgrund seiner fluoreszierenden
Eigenschaften nach einer Anregung von 490 nm bei 514 nm gemessen wurde. Die Messung von Pl
erfolgte nach Anregung mit UV-Licht und Quantifizierung der Emission. Zur Quantifizierung der

jeweiligen Substanzen wurde stets eine Standardreihe der jeweiligen Substanz eingesetzt.

Radioaktivmarkierte *C-Sucrose (Hartmann Analytic, Deutschland) wurde in der Konzentration
von 1 uCi/ml eingesetzt. Die Vermessung der Radioaktivitdt der einzelnen Fraktionen erfolgte in
Szintillationsflissigkeit mittels des Szintillationsgerates. Aufgrund der Ausstattung des
Radioaktivlabors konnte die Inkubation des Versuchsansatzes zwar schiittelnd bei 37°C jedoch
nicht unter 5% CO,-Atmosphdre erfolgen. In der relativ kurzen Versuchsdauer von 60 min sollte die
Pufferfunktion des Mediums diesen Umstand kompensieren und somit die Vergleichbarkeit der

Ergebnisse mit den anderen Testsubstanzen gewahrleisten.

Die Kalkulation der Permeabilitdit PSe der eingesetzten Substanzen erfolgte wie bereits
beschrieben (Deli et al., 1995). Dabei wurde die ,,Clearance* berechnet, was dem Volumen (ul) der
Testsubstanz entspricht, die vom luminalen zum abluminalen Kompartiment transportiert wird:
Clearance (pI) = (Cabluminal X Vabluminal) / Cluminal- Di€ ,,Clearance* wird in einer Kurve Uber die Zeit
aufgetragen und die Steigungen (PS) der unbewachsenen oder mit HBMEC kultivierten
Membranen wird voneinander subtrahiert: PS«engothelia = PSunbewachsen - — PSusmec - Abschlieend

wird der Wert mit der Filterfldche von 1,12 cm® verrechnet und ergibt den PSe-Wert.

4.5 Tierbiologische Methoden

4.5.1 APPPS1-Mause

Die hier verwendeten transgenen APPPS1-Mduse (Stammname: B6-Tg(Thy1-APPswe; Thy1-PS1

L166P)) stammen aus dem Labor von Matthias Jucker (Radde et al., 2006). Es handelt sich um
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transgene Maduse, die unter der Kontrolle des neuronpezifischen Thy1-Promoters APPyweo/67nL
sowie PS1.6¢p tragen (Radde et al., 2006). Von diesen Mutationen ist bekannt, dass sie zu FAD
fihren (Mullan et al., 1992, Moehlmann et al., 2002). Im Fall der APPPS1-Mduse fiihrt der Einbau
der beiden Transgene zu einer friihzeitig erhdhten AB-Plaque-Bildung und zu einem friihzeitig

erhéhten AB42-Level (Radde et al., 2006).

4.5.2 APPPS1-Zucht

Fur die Zucht wurden uns zwei APPPS1-Mduse von Dr. Stefan Prokop (Arbeitsgruppe Prof. Dr.
Heppner, Charité-Universitatsmedizin Berlin, Institut fir Neuropathologie) tiberlassen. Die Zucht
der Tiere erfolgte nach dem (iblichen Prozedere. Zur Erhaltung von heterozygoten transgenen
Tieren wurden die APPPS1-Mduse mit Wildtyp-Tieren, C57BL/6 J, gepaart. Nach der Geburt wurden
die Tiere nach 21 - 28 Tagen abgesetzt (van Zutphen, 1994), mit Ohrmarkierungen versehen und
anhand des daraus gewonnenen Ohrgewebes mittels PCR (s. 4.3.3) nach Gewebeverdau (s. 4.5.3)
genotypsiert. Die beiden Transgene werden gemeinsam vererbt, so dass zur Genotypisierung die
Uberpriifung auf Expression des APP-Gens ausreicht. Es wurden keine Tiere verpaart, die ilter als

6 Monate waren.

Die Zucht erfolgte bis zum November 2011 im Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR),
Marienfelde, und anschliefend im Tierstall Garystrale, FEM Charite-Universitdatsmedizin Berlin,
unter der Zuchtnummer 713. Diese Mauszucht wurde gemeinsam mit Sabrina Nowag

durchgefiihrt.

4.5.3 Gewebeverdau

Tierisches Gewebe, wie z.B. Ohrgewebe der Ohrlochmarkierungen (s.4.5.2), musste zur
Gewinnung der DNA fiir die Genotypisierung verdaut werden. Dazu wurde ein Ohrlochgewebe
mit 100 pl MGB-Lysepuffer im Thermomixer fir mindestens 9 h bei 55°C inkubiert. AnschlieRend
wurde die Gewebesuspension vorsichtig gemixt und zur Inaktivierung der Proteinase K bei 98°C
fir 20 min im Thermomixer inkubiert. Nach einem anschliefenden Zentrifugationsschritt in der
Tischzentrifuge bei 2.000 g fiir 5 min wurde 50 pl des Uberstandes 1:10 mit H,0 verdiinnt, wovon

1 pl davon fiir die Genotypisierungs-PCR (s. 4.3.3) verwendet werden konnte.

e MGB-Lysepuffer: 1x MGB, 720 pg Proteinase K (Roche, Schweiz), 0,1% Triton X-100
e 10X MGB: 0,67 M Tris pH 8,8, 166 mM (NH,)SO, (Roche, Schweiz), 65 mM MgCl,
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4.5.4 Tierversuch mit Cu/CSNP1-Komplexen

Fir die Durchfiihrung des Tierversuchs wurden ausschlielich mdnnliche Tiere verwendet, da bei
diesen Tieren keine so starken Schwankungen im Hormonhaushalt wie bei weiblichen Tieren
vorhanden sind. Die Zuordnung der Jungtiere, die mindestens fiinf Wochen alt waren, in eine der
Behandlungsgruppen & fiinf Mduse erfolgte nach Zufallsauswahl. Die Behandlung umfasste eine
wochentliche 100-pl-Injektion einer Cu/CSNP1-Dosis (iber einen Zeitraum von vier Wochen
(Abb. 43). Die verwendeten Cu/CSNP1-Dosen sollten eine theoretische Steigerung des Cu-Levels
im Blut um ox, 5x, 10x und 15x bewirken (Tab. 4). Vor der Injektion wurde jeweils 10 - 50 pl Blut
aus der Schwanzvene entnommen und das Kdrpergewicht bestimmt (Abb. 43). Das Blut wurde
mit 3,8% Natriumcitrat-L6sung vermengt, um die Blutgerinnung zu verhindern. Anschliefend
wurden die Blutproben bei -20°C eingefroren. Mit der Menge des entnommenen Blutes liegt man
weit unter der maximal empfohlenen Menge von entnommen Blut, die bei bis zu 10% der
Kérpergewichts also ca. 200 pl liegt. Zur Minimierung systematischer Fehler wurde das Prinzip der
wechselnden Startgruppe angewendet. Nach 5 Wochen wurde ein letztes Mal das Gewicht

ermittelt sowie Blut entnommen und anschliefend das Tier durch zervikale Dislokation getétet

(Abb. 43).

1 l l l Abb. 43: Behandlungschritte einer APPPS1-Maus im Cu/CSNP1-
| APPPS1-Maus ; ; ’ ' f Tierversuch. APPPS1-Mduse — mindestens 5 Wochen alt — wurden
I I |
G b| | d 7d 7d 7d wéchentlich (ber einen Zeitraum von 5 Wochen behandelt. In den
eburt >5 Wochen
ersten vier Wochen erfolgte jeweils die Gewichtsbestimmung,
Gewichtsbestimmung, Blutentnahme, Blutentnahme und Injektion von Cu/CSNP1. Zum Abschluss (5.

Injektion von Cu/CS-NP-1 Woche) wurden die Mduse nach der Gewichtsbestimmung und

+ Gewichtsbestimmung, Blutentnahme,

Blutentnahme durch zervikale Dislokation getétet. Danach fand die
zervikale Dislokation, biochemische Analyse

biochemische Auswertung statt.

Der Tierversuch wurde im Tierstall Garystrae (FEM, Charité Universitatsmedizin Berlin) unter der
Genehmigung Goo057/10 durchgefiihrt. Es wurden samtliche Richtlinien eingehalten und das
Wohlbefinden des Tieres stets im Auge behalten. Die praktische Durchfiihrung des Tierversuchs
inklusive der Blutentnahme und des Spritzens der Testsubstanz erfolgte gemeinsam mit Sabrina

Nowag.
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Theoretische Erhéhung

des Cu-Blutspiegels Cu-Zugabe CSNP1 -Zugabe
Cu-Level . uM pmol mg/kg KGW nmol . mg/ kg KGW
5x 70 0,112 0,284 . 2,08 1,53
10x 140 0,252 0,640 420 3,43
15x 210 0,392 0,996 6,53 5,34
x 0 o 0 o 0

Tab. 4: Eingesetzte Cu- und CSNP1-Konzentrationen im Tierversuch zur Erhéhung der Cu-Level um 5x, 10x und 15x. Der theoretische
Anstieg der Cu-Level im Blut der einzelnen Versuchsgruppen nach wéchentlicher Zugabe verschiedener Cu- und CSNP1-Konzentrationen.
Folgende Annahmen wurden den Berechnungen zugrunde gelegt: 14 uM Cu-Level im Blut, 2ml Blutvolumen, 25g Mausgewicht

(Durchschnittswerte).

4.5.5 Abschlussuntersuchung der Versuchstiere

Am Ende des Tierversuchs erfolgte die Abschlussuntersuchung der Tiere. Dazu wurden die Tiere
durch zervikale Dislokation get6tet. Dann wurde der Kopf abgetrennt und austretendes Blut
aufgenommen. Es wurde das Volumen des Blutes bestimmt, dieses mit 3,8% Natriumcitrat-Losung

versetzt und flr spatere ICP-MS-Analysen (s. 4.2.2) eingefroren.

Zur Prdparation des Gehirns wurde die Kopfhaut aufgeschnitten und die Schadeldecke vorsichtig
gedffnet, so dass das Gehirn vorsichtig entnommen werden konnte. Nach der
Gewichtsbestimmung wurden die beiden Hemisphdren zundchst mit Cerebellum separat in einem
mit 2-Methylbutan gefiillten Becher eingefroren, der zur Kiihlung in flissigem Stickstoff taucht,
und anschliefend bei -80°C gelagert. AnschlieBend wurde eine Hirnhdlfte fir ICP-MS-Analysen

(s. 4.2.2) und die andere fiir ELISA-Analysen (s 4.3.5) verwendet.

Aus dem restlichen Teil des Mauskdrpers wurde die Leber prapariert. Dazu wurde die Bauchdecke
von Anus her aufgeschnitten und der untere Darm abgeschnitten, so dass die gesamten Innereien
frei zugdnglich sind. Nun wurde die Leber von der Galleblase und dem Zwerchfell getrennt und
nach der Gewichtsbestimmung in 10 ml 4% Formalin U. N. gelagert. Ein kleiner Teil der Leber
wurde nicht in Formalin gelagert sondern gleich bei -20°c flir spatere ICP-MS-Analysen (s. 4.2.2)

eingefroren.

Um genetisches Material fiir eine etwaige spdtere Genotypisierung zu haben, wurden zusatzlich

die Schwanzspitzen der Tiere bei -20°C gelagert.
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4.5.6 Aufbereitung der Hemispharen fiir ELISA und Western Blot

Fur die ELISA-Untersuchungen wurden die Hemisphdren einer Vier-Schritt-Extraktion unterzogen,
die zum Erhalt einer TBS-, Triton X-100-, SDS- und Ameisensaure-ldsliche-Fraktion fiihrt, in denen
AB-Peptide gel6st sind (Kawarabayashi et al., 2001). Dazu erfolgte zunachst die Homogenisierung
der Hirnhalften ohne das Cerebellum mittels 15x Douncen in TBS-Puffer. AnschlieRend wurde das
Homogenat fir 1h bei 4°C und 100.000g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der l6sliche
Uberstand wird als TBS-I6sliche Fraktion bezeichnet. Die weiteren Extraktionsschritte erfolgten
mit 1% Triton X-100-Puffer, 2% SDS-Puffer und 70% Ameisensdure sowie anschliefender
Ultrazentrifugation wie oben beschrieben und resultierten in die entsprechenden Fraktionen. Die
Fraktionen wurden mittels ELISA (s. 4.3.5) untersucht, wobei letztendlich folgende Verdiinnungen
eingesetzt wurden: 1:10 der TBS-I6sliche Fraktion, 1:20 der Triton X-100-16slichen Fraktion, 1:100 der
SDS-I6slichen Fraktion und nach der Neutralisierung (1:20) mit 1 M Trisphosphat, pH 11, 1:100 der

Ameisensaure-loslichen Fraktion.

e TBS-Puffer: 20 mM Tris, 137 mM Nacl, pH 7.6, 1x Complete (Protease Inhibitor)
e Triton X-100-Puffer: 1% Triton X-100 in TBS-Puffer

e SDS-Puffer: 2% SDS in TBS-Puffer

4.5.7 Leberfixierung, -einbettung und HE-Farbung (Hdmatoxylin-Eosin) der Leberschnitte

Nach der Prdparation der Lebern und Lagerung 0. N. in 4% Formalin wurden die Proben am
nachsten Tag in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwdssert, so dass die Paraffin-Einbettung
erfolgen konnte. Anschliefend wurden Leberschnitte gemacht und fiir eine HE-Férbung

(Hamatoxylin-Eosin) verwendet.

Bei der HE-Farbung werden aufgrund der Eigenschaften der Farbstoffe Hdmotoxylin und Eosin
basophile Strukturen wie DNA im Kern und Ribosomen im ER blau und acidophile Strukturen wie
Proteine des Zytoplasmas rot eingefdrbt. Nach der HE-Farbung erfolgt die lichtmikroskopische

Analyse.

Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit Dr. von Smolinski (Arbeitsgruppe Prof. Dr.

Gruber, Freie Universitat Berlin, Institut flr Tierpathologie) durchgefiihrt.
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Abbkiirzungsverzeichnis

6 Abkiirzungverzeichnis

AD ,»Alzheimer’s Disease”

AICD ,»APP intracellular domain*
Amp Ampicillin

Amp” Ampicillin-Resistenzkassette
AMU ,,atomic mass unit*

APP »,amyloid precursor protein“
AS Aminosduren

ASS Acetylsalicylsdure

AP Amyloid-B-Peptid

BACE »B-site cleaving enzyme*

BBB ,,blood-brain barrier*

CAA ,»,cerebral amyloid angiopathy*
CDR ,,Clinical Dementia Rating*
CMS ,,core-multishell nanoparticle*
Co Cobalt

cQ Clioquinol

CSF ,,cerebrospinal fluid“

CSNP ,,core-shell nanoparticle*

CTr ,,copper transporter”

Cu Kupfer

CuBD Cu-Bindungsstelle

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol
DLS »,dynamic light scattering*
DMF N,N-Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsdure

EBA Evans Blue Albumin

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
ELISA ,»enzyme-linked immunosorbent assay‘
ER Endoplasmatisches Retikulum
FAD ,,familiar AD“

FCS fotales Kélberserum
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Fe

FITC
GFP
GJs
GSls
GSMs
HEK293T
HBD
HBMEC
HE-Farbung
ICC
ICP-MS
ind
IUPAC
K

kDa
KOW
LFSE
LSM
MCS
min

MNK

MREs
MT

MTT
MTEF-1
MW
NaFl

NP
OMPG
PAMAM
PCR

ppb

Eisen

Fluoresceinisothiocyanat
grin-fluoreszierendes Protein

»gap junctions

y-Sekretase-Inhibitoren
v-Sekretase-Modulatoren

humane embryonale Nierenzelllinie HEK 293T
Heparin-bindende Domanen

,,human brain microvascular endothelial cells*
Hamotoxylin-Eosin-Farbung

Indocarbocyanin Carboxy Saure
Massenspektrometrie mit induktiv gekoppelter Plasmaionenquelle
,indian mutation

»International Union of Pure and Applied Chemistry*
Kontrollgruppe

kilo Dalton

Oktanol-Wasser-Koeffizient

»ligand field stabilization energy*

»laser scanning microscopy”

multiple cloning site

Minute

Menkes Protein

Mangan

,,metal response elements*

Metallothionein
Dimethylthiazolyldiphenyltetrazoliumbromid
,,metal transcription factor 1

»molecular weight*

Natrium-Fluorescein

,,nanoparticle*

O-Mesylpolyglycerol

,,poly(amido amine)*
Polymerase-Kettenreaktion

,,parts per billion‘
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PE Polyethylen

PEG Polyethylenglycol

PEI Polyethylenimin

PG Polyglycerin

PI Propidiumlodid

Pl ,,pemeability coefficient of PI*

PLGA-NPs dendritische Poly(D,L-Lactide-Co-Glycolide)-NPs

ROS ,reactive oxygen species‘

rpm »revolutions per minute*

RT Raumtemperatur

PSe ,,permeability x surface area product*
SAPPo ,,soluble APP-a"

sAPPB »soluble APP-B"

SDS Sodiumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SH-SY5Y humane Neuroblastoma Zelllinie
SOD Superoxid-Dismutase

SUVs ,,small unilamellar vesicles*
SV40-LT ,»,Simian virus 4o large T antigen“
swW ,,swedish mutation‘

TEER »transendothelial electrical resistence
TJs »tight junctions”

TMEDA N',N',N*Trimethylethan-1,2-diamin
TMS Transmembransequenz

TxJ/J ,,toxic-milk mice*

VWF von Willebrand Faktor

WT Wildtyp

Zn Zink

ZNS Zentralnervensystem

Z01 ,,zonula occludens 14

o-CTF ,a-C-terminal fragment*

B-CTF »B-c-terminal fragment®

A Deletion
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6.1 Ein- und Drei-Buchstabencode der Aminosauren

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly

ID'HMUﬁ}

His

lle

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

X < g < 4w ®» O VvV z - X

Alanin

Cystei
Asparaginsaure
Glutaminsdure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin
Threonin

Valin
Tryptophan

Tyrosin

alle Aminosauren auf8er Prolir

6.2 Ein-Buchstabencode der DNA-Basen

C Cytosin
T Thymin
A Adenin
G Guanin
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