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1

1 EINLEITUNG

Neurodegenerative Erkrankungen sind meist sporadisch auftretende, langsam fortschrei-

tende Erkrankungen des Nervensystems, die durch den progressiven Verlust von Nerven-

zellen gekennzeichnet sind. Damit einhergehend kommt es zunehmend zu neurologischen 

Funktionsausf�llen, wie Ged�chtnisproblemen, Sprach- oder Bewegungsst�rungen (siehe 

�bersichtsartikel in Martin, 1999). Typischerweise nimmt die Erkrankungswahrschein-

lichkeit mit dem Alter exponentiell zu. Aufgrund der zunehmenden Lebenserwartung so-

wie des wachsenden Anteils �lterer Menschen an der Gesamtbev�lkerung muss daher da-

von ausgegangen werden, dass sich die Anzahl der Betroffenen in den n�chsten Jahrzehn-

ten drastisch erh�hen wird. Aus diesem Grund sind die Erforschung und Entwicklung the-

rapeutischer Ma�nahmen nicht zuletzt auch von besonderer sozialmedizinischer Relevanz.

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Zu den bekanntesten neurodegenerativen St�rungen z�hlen die chronisch progressiv ver-

laufenden Krankheiten Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson, Chorea Huntington und die 

amyotrophe Lateralsklerose (ALS). Aber auch durch eine vor�bergehende, mangelhafte 

Sauerstoffversorgung des Gehirns, wie sie bei einem Schlaganfall auftritt, k�nnen neuro-

degenerative Prozesse in Gang gesetzt werden.

Die h�ufigste neurodegenerative Erkrankung, Morbus Alzheimer, wurde vor rund 100 

Jahren erstmals von dem deutschen Neurologen Alois Alzheimer beschrieben (Alzheimer, 

1907). Leitsymptome der Erkrankung sind vor allem Ged�chtnisverlust, zeitliche und �rt-

liche Desorientierung sowie Sprachst�rungen. Die Krankheit verschlimmert sich fort-

schreitend und f�hrt nach mehr oder weniger vollst�ndigem Verlust von Ged�chtnis, 

K�rperkontrolle und schlie�lich auch der Pers�nlichkeit zum Tod. Sch�tzungen zufolge 

leiden in Europa 0,9 % der 60-64-J�hrigen, 6,0 % der 75-79-J�hrigen und 24,8 % der �ber 

85-J�hrigen an Morbus Alzheimer (Ferri et al., 2005). In Deutschland wird die Zahl der 

Erkrankten derzeit auf 650000 gesch�tzt (Bickel, 2001). Therapie und Pflege der Betroffe-

nen sind �u�erst kostenintensiv. So werden f�r die Betreuung eines einzelnen Alzheimer-

Patienten j�hrlich etwa 45000 € ben�tigt (Hallauer et al., 2000). Entsprechend belaufen 

sich die allein durch die Alzheimersche Erkrankung verursachten volkswirtschaftlichen 

Kosten auf knapp 30 Milliarden € pro Jahr.

Angesichts solcher Zahlen wird deutlich, dass die Gruppe der neurodegenerativen Er-

krankungen tats�chlich von enormer gesundheitspolitischer und sozial�konomischer Be-
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deutung ist. Neben diesen finanziellen Aspekten sind aber auch die extremen psychischen 

Belastungen von Angeh�rigen und Betreuern der betroffenen Patienten zu ber�cksichtigen. 

Entsprechend intensiv verl�uft die Suche nach Strategien, mit deren Hilfe die Pathogenese 

der Krankheiten verlangsamt oder sogar aufgehalten werden kann. Bisher stehen jedoch 

nur begrenzte Therapiem�glichkeiten zur Verf�gung. So k�nnen Defizite im Neuro-

transmitter-Haushalt, wie sie bei Morbus Alzheimer (Acetylcholin) und Morbus Parkinson 

(Dopamin) auftreten, durch Hemmung Transmitter-abbauender Enzyme (Acetylcholin-

Esterase) oder Gabe von Transmitter-Vorstufen (Levodopa) teilweise ausgeglichen wer-

den. Dies kann die Krankheitssymptome mindern, das Fortschreiten der Erkrankung jedoch 

nicht abwenden (Cavalli et al., 2008).

Als Kausaltherapie erwogen wird beispielsweise der Ersatz verloren gegangener Zell-

populationen mittels Stammzellen. Bereits Ende der 70er Jahre gelang es erstmals, Stamm-

zellen aus dem ventralen Mesenzephalon von Rattenembryonen in das Striatum adulter 

Tiere zu transplantieren, wo sie die Funktion der aufgrund einer experimentellen 

6-Hydroxy-Dopamin-Behandlung abgestorbenen Zellen �bernahmen (Bjorklund und Ste-

nevi, 1979). Auch in klinischen Studien an Parkinson-Patienten gibt es bereits ermutigende 

Resultate mit transplantierten Stammzellen (Freed et al., 2001). Aufgrund der mit der Ge-

winnung embryonaler Stammzellen verbundenen ethischen Probleme bietet sich diese 

Form der Behandlung jedoch nicht als Standardtherapie an. Um die moralischen Streitfra-

gen zu umgehen, wird in letzter Zeit die Forschung an adulten Stammzellen verst�rkt. Die-

se k�nnen beispielweise aus dem Knochenmark entnommen und in vitro in neuronale Ph�-

notypen transdifferenziert werden (Chen et al., 2006).

Die Behandlung mit Stammzellen zielt darauf ab, verloren gegangene Zellpopulationen 

in bestimmten Regionen zu ersetzen. Diese Strategie hilft jedoch nicht, wenn sich der 

Schaden �ber einen gro�en Bereich des Gehirns erstreckt, wie dies beispielsweise bei fort-

geschrittenem Morbus Alzheimer der Fall ist. Alternativ wird daher nach M�glichkeiten 

gesucht, bereits das Absterben der Zellen zu verhindern. Der Zelltod wird bei einigen neu-

rodegenerativen Erkrankungen, wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Morbus 

Huntington, durch die �berm��ige Produktion und anschlie�ende Aggregation k�rper-

eigener Proteine ausgel�st (siehe �bersichtsartikel in Irvine et al., 2008). Gelingt es also, 

die Bildung dieser Proteine zu verringern bzw. ihren Abbau zu beschleunigen, k�nnte da-

durch der Krankheitsverlauf aufgehalten werden. Tats�chlich wurden in einem Tiermodell 

der Alzheimerschen Erkrankung durch Impfung gegen das urs�chlich an der Pathogenese 

beteiligte Peptid β-Amyloid (Aβ) gute Erfolge erzielt (Schenk et al., 1999; Mouri et al., 

2007). Eine weitere M�glichkeit besteht darin, die Biosynthese der toxischen Peptide mit-
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tels RNA-Interferenz (RNAi) zu unterdr�cken. Der Gruppe um Singer et al. gelang es, den 

Krankheitsverlauf in einem transgenen Mausmodell des Morbus Alzheimer zu verz�gern, 

in dem sie ein f�r die Bildung von Aβ ben�tigtes Enzym ausschalteten (2005). Auch in 

Tiermodellen anderer neurodegenerativer Krankheiten zeigte die Therapie mittels RNAi 

protektive Effekte (siehe �bersichtsartikel in Gonzalez-Alegre und Paulson, 2007).

Der durch die toxischen Peptide oder andere Stimuli ausgel�ste Zelltod kann auch durch 

die Blockade von Zelltodkaskaden aufgehalten werden. So geht ein Teil der absterbenden 

Neurone durch den programmierten Zelltod, die Apoptose, zugrunde. Die an sich �ber-

lebensf�higen Zellen starten aufgrund extrinsischer oder intrinsischer Stimuli – wie die 

Bindung von Liganden an spezielle Todesrezeptoren oder die Freisetzung pro-

apoptotischer Faktoren aus den Mitochondrien – ein Suizidprogramm, das mit der Aktivie-

rung bestimmter Proteasen, der Caspasen, beginnt (siehe �bersichtsartikel in Taylor et al., 

2008). Diese Initiatorcaspasen k�nnen ihrerseits verschiedene Effektorcaspasen aktivieren, 

die unter anderem Strukturproteine, wie Aktin, Keratin oder Kernlamine, DNA-

Reparaturproteine wie die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase oder den DNase-Inhibitor 

ICAD (inhibitor of caspase-activated desoxyribonuclease) proteolytisch spalten und damit 

die zellul�re Destruktion einleiten. Die f�r die Funktion mehrzelliger Organismen essen-

tielle Apoptose wird bei einigen Erkrankungen �berm��ig aktiviert und tr�gt dadurch zum 

Verlust von Nervenzellen bei (Kermer et al., 2004). Entsprechend k�nnen Substanzen, die 

die apoptotische Signalkaskade blockieren, neuroprotektiv wirken. In einem Mausmodell 

des Morbus Huntington konnte nachgewiesen werden, dass der Caspase-Hemmstoff Car-

bobenzoxy-Val-Ala-Asp-Fluoromethylketon (zVAD-fmk) den Krankheitsverlauf verlang-

samt (Ona et al., 1999). Auch nach einem isch�mischen Insult konnte das Infarktvolumen 

durch zVAD-fmk signifikant verringert werden (Yap et al., 2008). Die Blockade der 

Caspasen 2, 3 und 6 sch�tzt zudem vor Aβ-induziertem Zelltod (Allen et al., 2001).

Wenngleich in Tiermodellen zahlreiche Strategien zur Bek�mpfung neurodegenerativer 

Erkrankungen erfolgreich waren, so stehen diesen Erfolgen jedoch kaum Fortschritte in der 

Therapie erkrankter Menschen gegen�ber. W�hrend bei Methoden, die an dem Ph�nomen 

der RNAi ansetzen, gerade erst begonnen wird, ihre klinische Vertr�glichkeit an Proban-

den zu testen (DeVincenzo et al., 2008), gibt es gegen andere Behandlungsstrategien – wie 

die Transplantation embryonaler oder gar fetaler humaner Stammzellen – schwerwiegende 

ethische Einw�nde. Klinische Studien mit Substanzen, die den Zelltod im Tierversuch ver-

hindern konnten, blieben bislang erfolglos (Faden und Stoica, 2007). Zudem wurden in 

klinischen Versuchen zum Teil schwere Nebenwirkungen beobachtet, die anhand der 

pr�klinischen Ergebnisse nicht abzusehen waren. So mussten erste klinische Eins�tze einer 
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Immuntherapie gegen den Morbus Alzheimer aufgrund auftretender Hirnhautentzündun-

gen abgebrochen werden (Orgogozo et al., 2003; Gilman et al., 2005). Solche Rückschläge 

verursachen hohe Kosten und einen enormen Verwaltungsaufwand. Zunehmend werden 

daher bereits zugelassene Arzneimittel auf eine mögliche neuroprotektive Wirkung unter-

sucht. Als eines der erfolgsversprechendsten Präparate erwies sich dabei das semisyntheti-

sche Tetrazyklin-Derivat Minozyklin (MC).

MC wird seit mehreren Jahrzehnten als Antibiotikum zur Behandlung von Akne vulgaris 

sowie rheumatoider Arthritis eingesetzt (Blum et al., 2004). Es ist im Normalfall gut ver-

träglich (Goulden et al., 1996), nur sehr selten treten schwerwiegende Nebenwirkungen 

wie eine autoimmune Hepatitis oder Lupus erythematodes auf (Gough et al., 1996). MC 

kann aufgrund seiner geringen Größe und der ausgeprägten Lipophilie zudem die Blut-

Hirn-Schranke passieren (Macdonald et al., 1973) und ist somit für die Behandlung von 

Krankheiten des zentralen Nervensystems gut geeignet .

1.2 Minozyklin und Neuroprotektion

Den ersten Hinweis darauf, dass MC neben seiner antibiotischen Wirkung auch neuro-

protektive Eigenschaften besitzt, ergab eine Studie von Yrjanheikki et al., in der nach-

gewiesen werden konnte, dass die Behandlung von Wüstenrennmäusen (Gerbils) mit MC 

gegen Ischämie-induzierten Zelltod schützt (1998). Dieselbe Arbeitsgruppe konnte später 

zeigen, dass MC das Infarktvolumen selbst dann signifikant reduziert, wenn die Behand-

lung erst 4 h nach dem Infarkt gestartet wird (Yrjanheikki et al., 1999). Dieses breite thera-

peutische Zeitfenster macht MC für eventuelle klinische Anwendungen besonders interes-

sant. 

In den folgenden Jahren wurde das protektive Potential von MC an einer Vielzahl 

weiterer Erkrankungen des zentralen Nervensystems untersucht. So berichteten Chen et al., 

dass MC den Krankheitsverlauf in einem Mausmodell der Chorea Huntington verlangsamt 

(2000). Die Behandlung mit MC führte bei den verwendeten R6/2-Mäusen, die ein 

Huntingtin-Gen mit 144 CAG-Triplett-Wiederholungen exprimieren (Mangiarini et al., 

1996), zu einer deutlich höheren Überlebenszeit. Zudem traten die ersten Symptome später 

auf und die motorischen Fähigkeiten blieben länger erhalten. Auch in einem Parkinson-

Modell konnten protektive Effekte von MC beobachtet werden (He et al., 2001). Hierbei 

verringerte die Behandlung mit MC den Verlust an dopaminergen (Tyrosinhydroxylase-

positiven) Zellen nach Injektion von 6-Hydroxy-Dopamin in das Striatum. Des Weiteren 

konnte der protektive Effekt von MC auch in Tiermodellen der amyotrophen 
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Lateralsklerose (ALS, Zhu et al., 2002) sowie der multiplen Sklerose (Brundula et al., 

2002) bestätigt werden.

Die hier aufgeführten, vielversprechenden Ergebnisse tierexperimenteller Arbeiten 

führten dazu, dass MC zunehmend auch in klinischen Studien eingesetzt wurde. Donovan-

Wright et al. behandelten bereits 2002 eine einzelne, an fortgeschrittener Chorea 

Huntington erkrankte Patientin mit MC, wodurch eine deutliche Verbesserung der 

motorischen und kognitiven Fähigkeiten erreicht werden konnte (2002). Eine nachfolgende 

Studie an 14 Patienten kam zu ähnlichen Resultaten (Bonelli et al., 2004). In dieser 

Untersuchung zeigte sich, dass die Symptomatik durch MC-Gabe über einen Zeitraum von 

2 Jahren stabilisiert werden kann. Auch nach einem Schlaganfall erwies sich die 

Behandlung mit MC als günstig (Lampl et al., 2007). Die klinische Wirksamkeit von MC 

wurde zudem an ALS-Patienten getestet. Jedoch zeigte sich in einer Phase III-Studie an 

über 400 Patienten, dass MC den Krankheitsverlauf beschleunigt und die Mortalität erhöht 

(Gordon et al., 2007).

Auch in tierexperimentellen Arbeiten ist die schützende Wirkung von MC nicht un-

umstritten (siehe Übersichtsartikel in Diguet et al., 2004). So konnte der oben beschriebene 

protektive Effekt von MC im R6/2-Modell der Chorea Huntington (Mangiarini et al., 1996)

von einer anderen Arbeitsgruppe nicht reproduziert werden (Smith et al., 2003). In einem 

in vitro-Modell der Krankheit vermochte MC den Zelltod ebenfalls nicht zu inhibieren 

(Fernandez-Gomez et al., 2005). Yang et al. stellten sogar fest, dass MC die toxische Wir-

kung von 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridin (MPTP) gegenüber dopaminergen 

Neuronen verstärkt, indem es die Wiederaufnahme von Dopamin in Vesikel hemmt 

(2003). Auch Diguet et al. (2004) beobachteten schädliche Effekte von MC an Tier-

modellen der Chorea Huntington (Behandlung mit 3-Nitropropionsäure) sowie des Morbus 

Parkinson (Behandlung mit MPTP). Zudem ergab eine Studie an neugeborenen Mäusen, 

dass MC den durch Hypoxie/Ischämie verursachten Schaden vergrößert (Tsuji et al., 

2004). 

Die bisher in der Literatur beschriebenen Ergebnisse bezüglich der Effekte von MC auf 

Neurotoxizitätsmodelle sind also durchaus kontrovers. Aus diesem Grunde ist die genaue 

Aufklärung der zugrunde liegenden Wirkmechanismen von besonderer Bedeutung.

1.2.1 Wirkmechanismen von Minozyklin

Auf welche Weise MC seine protektiven Effekte entfaltet, ist bislang nicht vollständig auf-

geklärt. Als gesichert kann gelten, dass ein Teil der schützenden Wirkung von MC auf sei-
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ne anti-inflammatorischen Eigenschaften zur�ckzuf�hren ist (Jordan et al., 2007). Die 

pathologische Aktivierung von Mikroglia, speziellen Immunzellen des zentralen Nerven-

systems, spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung verschiedener neurodegenerativer 

Erkrankungen (siehe �bersichtsartikel in Rock und Peterson, 2006). Aktivierte Mikroglia-

zellen k�nnen eine Reihe pro-inflammatorischer Molek�le wie Interleukin-1β oder tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) freisetzen (Garden und Moller, 2006) und auf diese Weise Zel-

len sch�digen. In einer Vielzahl von Studien wurde beobachtet, dass MC die Proliferation 

der Mikroglia und ihre Aktivierung inhibiert (Yrjanheikki et al., 1998; Bye et al., 2007; 

Fan et al., 2007) und somit die Freisetzung toxischer Substanzen wie TNF-α und Interleu-

kin-6 (Familian et al., 2006) verhindert. MC blockiert au�erdem sowohl die Exprimierung 

(Brundula et al., 2002) als auch die Aktivit�t (Yao et al., 2004) von Matrix-

Metalloproteasen (MMPs). MMPs sind Enzyme der extrazellul�ren Matrix, die eine wich-

tige Rolle bei Entz�ndungsprozessen spielen (Parks et al., 2004).

Auch die anti-oxidativen Eigenschaften des MC sind unbestritten. Freie Radikale, wie 

reaktive Sauerstoff- oder Stickstoffspezies (reactive oxygen/nitrogen species, ROS/RNS), 

k�nnen Proteine (Stadtman und Levine, 2000), Lipide (Rubbo et al., 1994) sowie DNA 

(Richter et al., 1988) sch�digen. So reagiert das Superoxidradikal mit Stickstoffmonoxid 

(NO) zu Peroxynitrit (Radi et al., 2002), das unter anderem s�mtliche Komplexe der mito-

chondrialen Atmungskette (Radi et al., 1994) sowie die Mangan-Superoxiddismutase 

(Yamakura et al., 1998) durch Oxidation und Nitrierung inhibieren kann. In zellfreien 

Systemen zeigt MC eine �hnliche Wirksamkeit als Radikalf�nger wie α-Tocopherol 

(Vitamin E, Kraus et al., 2005). Wie Letzteres besitzt auch MC einen substituierten Phe-

nolring (Abb. 1.1a), der freie Radikale einfangen kann, wobei ein resonanzstabilisiertes 

Phenolradikal entsteht (Abb. 1.1b). Entsprechend konnten zahlreiche Studien eine protek-

tive Wirkung von MC gegen�ber ROS- bzw. RNS-induziertem Zelltod feststellen (Lin et 

al., 2001; Zhu et al., 2002; Lin et al., 2003).
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Abb. 1.1: Strukturformel und Radikalfängereigenschaften von Minozyklin
(A) Strukturformeln von Minozyklin, Tetrazyklin und α-Tocopherol. Minozyklin unterscheidet sich 
von Tetrazyklin in einer zus�tzlichen Dimethylaminogruppe am Phenolring. (B) Diese sorgt nach 
Reaktion mit einem freien Radikal f�r zus�tzliche Resonanzstabilisierung des entstehenden Phenol-
radikals (Abbildung modifiziert aus Kraus et al., 2005).

Neben dieser direkten anti-oxidativen Wirkung inhibiert MC auch enzymatische Prozesse 

innerhalb der Zelle, die zur ROS/RNS-Bildung f�hren. So kann MC die Exprimierung der 

induzierbaren NO-Synthase (iNOS) herabsetzen (Amin et al., 1996) und damit eine ver-

ringerte Bildung des Stickoxidradikals bewirken (Tikka et al., 2001). Au�erdem ist be-

kannt, dass MC die Superoxid-Bildung an der NADPH-Oxidase blockiert (Choi et al., 

2005).

Die Ergebnisse zahlreicher Studien deuten ferner darauf hin, dass MC anti-apoptotisch 

wirkt. Beispielsweise wurde gezeigt, dass MC die Aktivierung der Caspase 3 in verschie-

denen Tiermodellen inhibiert (Chen et al., 2000; Wang et al., 2003; Scarabelli et al., 2004; 

Festoff et al., 2006). Hierbei hemmt MC nicht die Enzymaktivit�t selbst (Chen et al., 

2000), sondern verhindert stattdessen die Ingangsetzung der apoptotischen Signalkaskade, 

indem es die Translokation von Cytochrom c aus den Mitochondrien in das Zytosol blo-

ckiert (Zhu et al., 2002; Wang et al., 2004). Die Freisetzung anderer pro-apoptotischer Fak-

toren aus den Mitochondrien wie AIF (apoptosis inducing factor) oder Smac/DIABLO 

(second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding 

protein with low pI) kann durch Behandlung mit MC ebenfalls inhibiert werden (Wang et 

al., 2003). MC erh�ht au�erdem die Exprimierung von inhibitor of apoptosis (IAP)-
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Proteinen (Scarabelli et al., 2004), deren Wirkung in der Blockade von Caspasen besteht 

(Liston et al., 2003).

Auch die Exprimierung von Proteinen der Bcl-2-Familie wird durch MC reguliert. 

Bcl-2-Proteine sind wichtige Regulatoren von Zelltodprozessen (Youle und Strasser, 2008)

und spielen eine besonders wichtige Rolle bei der mitochondrial vermittelten Apoptose. 

Sie können dabei sowohl pro- (Bax, Bak) als auch anti-apoptotisch (Bcl-2, Bcl-xL) wirken. 

Die pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine bilden Poren innerhalb der äußeren mitochondrialen 

Membran aus (Antonsson et al., 1997) und vermögen auf diese Weise, die Freisetzung pro-

apoptotischer Faktoren in das Zytosol zu bewirken (De Giorgi et al., 2002). Bcl-2 und 

Bcl-xL verhindern diesen Effekt (Antonsson et al., 1997). Von MC ist bekannt, dass es die 

Bildung des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 (Wang et al., 2004; Filipovic und Zecevic, 

2008) verstärkt. Zudem konnte gezeigt werden, dass MC seine protektive Wirkung verliert, 

wenn die Bcl-2-Exprimierung durch Anwendung von Antisense-Nukleotiden blockiert 

wird (Wang et al., 2004). MC verhindert außerdem die Steigerung der Bax-Exprimierung 

nach Ischämie (Kelly et al., 2004) und Sauerstoff-Glukose-Entzug (Keilhoff et al., 2008).

1.2.2 Blockade der mitochondrialen Permeabilitätstransitionspore durch 

Minozyklin

Neben den bisher genannten Wirkmechanismen von MC rückte in den letzten Jahren zu-

nehmend seine Wirkung auf die mitochondriale Permeabilitätstransitionspore (mPTP) in 

den Blickpunkt der Forschung. Die Öffnung dieser Megapore bewirkt einen drastischen 

Anstieg der Permeabilität der inneren Mitochondrienmembran (IMM) für Ionen und Mole-

küle bis zu einem Molekulargewicht von etwa 1,5 kDa (Hunter et al., 1976). Dieser Vor-

gang wird als Permeabilitätstransition (PT) bezeichnet. Infolge der PT bricht der Protonen-

gradient über der IMM zusammen, wodurch die Triebkraft für die mitochondriale ATP-

Synthase entfällt. Der ATP-Mangel führt wegen des Ausfalls verschiedener Ionentranspor-

ter zum Verlust der Ionenhomöostase der Zelle, es kommt schließlich zur Nekrose 

(Crompton, 1999). Zudem bewirkt die Öffnung der mPTP ein Anschwellen der Mito-

chondrien sowie die Freisetzung verschiedener pro-apoptotischer Proteine wie Cyto-

chrom c in das Zytosol (Crompton, 1999). Bei Aufrechterhaltung der zellulären ATP-

Konzentration kann eine Aktivierung der mPTP daher auch den apoptotischen Zelltod in-

duzieren. Über den genauen Mechanismus der Translokation von Cytochrom c existieren 

verschiedene Hypothesen (Gogvadze et al., 2006). So ist bekannt, dass die Aktivierung der 

mPTP zu einem Anschwellen der Mitochondrien (Gunter und Pfeiffer, 1990) führt, wo-
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durch es zu einer Ruptur der äußeren Mitochondrienmembran (outer mitochondrial memb-

rane, OMM) kommen kann (Feldmann et al., 2000). Dies ermöglicht den Austritt pro-

apoptotischer Proteine und so auch von Cytochrom c, das aufgrund seiner Größe von etwa 

12 kDa die OMM normalerweise nicht passieren kann (Mayer und Oberbauer, 2003). Zu-

dem konnte gezeigt werden, dass die Öffnung der mPTP zur Translokation des pro-

apoptotischen Proteins Bax in die OMM führt, wo es multimere Komplexe bildet, durch 

die das Cytochrom c den Intermembranraum verlassen kann (De Giorgi et al., 2002). Dar-

aufhin bildet sich im Zytosol ein Proteinkomplex aus dem freigesetzten Cytochrom c, ATP 

und Procaspase 9, das sogenannte Apoptosom. In diesem Komplex wird die Procaspase 9 

autokatalytisch gespaltet; die apoptotische Signalkaskade beginnt.

Der molekulare Aufbau der mPTP bleibt umstritten. Man geht jedoch zumeist davon aus, 

dass die mPTP aus drei Hauptkomponenten besteht (Rasola und Bernardi, 2007): dem Po-

rin (voltage dependent anion channel, VDAC) der OMM, dem Adeninnukleotidtransporter 

(ANT) der IMM und dem Matrixprotein Cyclophilin D (CypD; Abb. 1.2). Entsprechend 

können Interaktionspartner dieser Proteine, wie Ro 68-3400 (VDAC, Cesura et al., 2003), 

Bongkreksäure (ANT, Le Quoc und Le Quoc, 1988) sowie Cyclosporin A (CsA, bindet an 

CypD, Crompton et al., 1988), die Öffnung der mPTP inhibieren. Weitere Proteine, die als 

mPTP-Komponenten diskutiert werden, sind das zytosolische Enzym Hexokinase und die 

mitochondriale Kreatinkinase (mtCK, Beutner et al., 1998), mehrere Mitglieder der Bcl-2-

Familie wie Bax und Bcl-2 selbst (Brenner et al., 2000) sowie der mitochondriale 

Phosphatcarrier (Leung und Halestrap, 2008).

Der wichtigste Trigger für die Öffnung der mPTP ist eine erhöhte mitochondriale 

Kalziumkonzentration (Hunter et al., 1976). Die Sensitivität der Pore für Kalzium wird je-

doch von einer Vielzahl weiterer Faktoren reguliert. So ist für die Induktion der PT die 

Anwesenheit von anorganischem Phosphat essentiell und mit erhöhter Phosphat-

konzentration steigt die Öffnungswahrscheinlichkeit der Pore (Al-Nasser und Crompton, 

1986). Oxidativer Stress wurde in zahlreichen Studien ebenfalls als Auslöser für die PT 

nachgewiesen (Kowaltowski et al., 2001). Substanzen wie Phenylarsenoxid, die Thiol-

gruppen von Proteinen oxidieren können, induzieren die Öffnung der mPTP (Lenartowicz

et al., 1991), während verschiedene Anti-Oxidantien, beispielsweise Melatonin (Andrabi et 

al., 2004), die mPTP inhibieren. Eine Studie von Costantini et al. ergab, dass die Oxidation 

eines kritischen Cysteinrestes des ANT die Porenöffnung induziert (2000). Es wird daher 

vermutet, dass dieser für die Modulierbarkeit der mPTP durch oxidativen Stress verant-

wortlich ist (Halestrap et al., 1997). Ein weiterer Faktor, der die mPTP-Öffnung fördert, ist 

die Depolarisation der Mitochondrien (Bernardi, 1992). Inhibiert wird die mPTP durch ei-
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nen niedrigen pH-Wert (Halestrap, 1991), möglicherweise aufgrund einer Blockade der 

Interaktion verschiedener mPTP-Komponenten (Nicolli et al., 1996).

Abb. 1.2: Molekularer Aufbau der mitochondrialen Permeabilitätstransitionspore
Hauptkomponenten der mPTP sind der voltage dependent anion channel (VDAC) der äußeren Mito-
chondrienmembran, der Adeninnukleotidtransporter (ANT) der inneren Mitochondrienmembran so-
wie das lösliche Matrixprotein Cyclophilin D (CypD), das Isomerase-Aktivität besitzt. Bindungspart-
ner dieser Proteine, wie Ro 68-3400 (VDAC), Adeninnukleotide und Bonkreksäure (ANT) sowie 
Cyclosporin A (CypD), hemmen die Öffnung der mPTP. Ca2+-Ionen, oxidativer/nitrosativer Stress, 
anorganisches Phosphat sowie ein geringes mitochondriales Membranpotential hingegen fördern die 
Porenöffnung. Weitere Proteine, die als mPTP-Komponenten diskutiert werden, sind das zytosolische 
Enzym Hexokinase (HK) und die mitochondriale Kreatinkinase (mtCK) sowie mehrere Mitglieder der 
Bcl-2-Familie.

Zhu et al. waren die Ersten, die die protektive Wirkung von MC seiner Eigenschaft als In-

hibitor der mPTP zuschrieben (2002). Sie zeigten an isolierten Leber- und Hirnmitochon-

drien, dass MC, ähnlich wie CsA, die Ca2+-induzierte Schwellung und Cytochrom c-

Freisetzung inhibiert. Die Behandlung mit MC verringerte außerdem signifikant die Cyto-

chrom c-Freisetzung und Caspase-3-Aktivierung im Rückenmark transgener ALS-Mäuse, 

was mit einer deutlichen Verzögerung des Krankheitsverlaufes einherging. Im Folgenden 

konnte nachgewiesen werden, dass MC den Zusammenbruch des mitochondrialen Mem-

branpotentials in Huntingtin-exprimierenden ST14A-Zellen (Wang et al., 2003) inhibiert. 

Denselben Effekt zeigte MC in Cybridzellen mit defektem Komplex I (Modell der Leber-

schen Optikusatrophie), deren zytosolische Ca2+-Konzentration durch Behandlung mit 

Thapsigargin (inhibiert die Ca2+-Aufnahme in das endoplasmatische Retikulum; ER) er-

höht worden war (Haroon et al., 2007). MC konnte die zudem die Cytochrom c-
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Freisetzung Schwann’scher Zellen nach Sauerstoff-Glukose-Entzug verhindern (Keilhoff 

et al., 2008). Weitere Studien best�tigten an isolierten Mitochondrien den inhibierenden 

Effekt von MC auf die Ca2+-induzierte Schwellung (Fernandez-Gomez et al., 2005; Fuks et 

al., 2005; Theruvath et al., 2008). In diesen Studien wurde jedoch auch festgestellt, dass 

MC den Ca2+-induzierten Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials nicht 

verhindern kann (Fuks et al., 2005), sondern selbst depolarisierend wirkt (Fernandez-

Gomez et al., 2005) und die mitochondriale Ca2+-Aufnahme blockiert (Theruvath et al., 

2008). Aufgrund dieser und eigener Ergebnisse stellten M�nsson et al. die Hypothese auf, 

dass die beobachtete Inhibierung der Ca2+-induzierten mitochondrialen Schwellung durch 

MC lediglich auf einer Blockade der Ca2+-Aufnahme beruht und nicht auf eine inhibitori-

sche Wirkung auf die mPTP zur�ckzuf�hren ist (2007). Zudem berichteten sie, �hnlich wie 

Cornet et al. (2004), dass MC selbst eine mitochondriale Schwellung verursachen kann. 

Aus den angegebenen Gr�nden gilt die Rolle der mPTP bei der neuroprotektiven Wirkung 

von MC weiterhin als umstritten.

1.2.3 Minozyklin bei Morbus Alzheimer

MC wurde auch in Modellen des Morbus Alzheimer auf potentiell sch�tzende Eigenschaf-

ten getestet. Zun�chst war festgestellt worden, dass MC den neuronalen Zelltod nach Ap-

plikation von Aβ in den Hippokampus von Ratten signifikant verringert (Ryu et al., 2004). 

Dieselbe Arbeitsgruppe konnte sp�ter zeigen, dass MC die Aβ-induzierte ROS-Bildung 

und Sch�digung der Blut-Hirn-Schranke inhibieren kann (Ryu und McLarnon, 2006). 

Auch in einem transgenen Mausmodell der Alzheimerschen Erkrankung wirkte MC pro-

tektiv (Seabrook et al., 2006; Choi et al., 2007; Fan et al., 2007). Mit MC behandelte Tiere 

zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant verbesserte kognitive Leistungen. Es 

stellte sich zudem heraus, dass MC die durch Aβ verursachte Aktivierung von Mikroglia 

sowohl in vivo (Fan et al., 2007) als auch in vitro (Familian et al., 2006) hemmen kann. 

Die protektiven Effekte des MC wurden in den zitierten Studien vor allem seiner anti-

inflammatorischen Wirkung zugeschrieben. K�rzlich konnten jedoch Choi et al. zeigen, 

dass MC neuronal differenzierte PC12-Zellen vor Aβ-induziertem Zelltod sch�tzt (2007). 

Unter anderem blockierte MC die Aktivierung der Caspase 12. Diese Daten deuten darauf 

hin, dass MC Zelltodprozesse auch auf zellul�rer Ebene, d.h. unabh�ngig von seiner inhi-

bierenden Wirkung auf Mikroglia, aufhalten kann.

Aβ, ein etwa 4 kDa schweres Peptid, ist Hauptbestandteil der charakteristischen extra-

zellul�ren Proteinablagerungen (senilen Plaques), die in Gehirnen von Alzheimer-Patienten 
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zu finden sind. Es wird durch Spaltung eines Vorl�uferproteins, des amyloid precursor 

proteins (APP), gebildet (siehe �bersichtsartikel in Swerdlow, 2007). Die physiologische 

Funktion dieses auf Chromosom 21 codierten Transmembranproteins (Kang et al., 1987)

ist bis heute nicht gekl�rt. Die Lebenserwartung von APP-knockout-M�usen ist im Ver-

gleich zu Wildtyp-Tieren nicht eingeschr�nkt, jedoch treten im Erwachsenenalter eine ze-

rebrale Gliose sowie lokomotorische St�rungen auf (Zheng et al., 1995). Bekannt ist au-

�erdem, dass APP in der Lage ist, die Reduktion von Cu2+ zu Cu+ zu katalysieren 

(Multhaup et al., 1996). Es wird daher vermutet, dass APP eine Rolle im physiologischen 

Metallionentransport spielt (Maynard et al., 2005). Au�erdem interagiert APP mit dem 

Kollagen der extrazellul�ren Matrix (Beyreuther et al., 1996) und ist somit an der Zell-

Matrix-Adh�sion beteiligt (Ghiso et al., 1992).

APP kann auf zwei Wegen gespaltet werden (siehe Abb. 1.3). Die α-Sekretase, eine 

Metalloprotease der ADAM (a disintegrin and metalloprotease domain)-Familie, spaltet 

das Protein inmitten der Aβ-Sequenz, so dass die Bildung des toxischen Aβ verhindert 

wird (nicht-amyloidogener Weg, Esch et al., 1990). Stattdessen entsteht l�sliches sAPPα, 

das neuroprotektive Eigenschaften besitzt (Mattson et al., 1993). Das C-terminale Frag-

ment (CTFα) verbleibt in der Membran, wo es durch die γ-Sekretase nochmals geschnitten 

werden kann. Die γ-Sekretase-Aktivit�t wird dabei von einem Proteinkomplex vermittelt, 

der unter anderem zwei Pr�seniline (PS1, PS2) enth�lt (Edbauer et al., 2003). Auf dem 

amyloidogenen Spaltungsweg wird das APP im ersten Schritt durch die β-Sekretase, eine 

Aspartyl-Protease namens BACE1 (β-site APP converting enzyme), gespaltet. Es bilden 

sich zun�chst l�sliches sAPPβ sowie das membrangebundene CTFβ. Aus letzterem ent-

steht durch Wirkung der γ-Sekretase das Aβ-Peptid sowie das membrangebundene AICD 

(amyloid precursor protein intracellular domain)-Fragment. Die L�nge des gebildeten Aβ 

kann dabei zwischen 38 und 43 Aminos�uren variieren (Swerdlow, 2007).
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Abb. 1.3: Processing des Amyloid-Precursor-Proteins
APP, das Vorl�uferprotein des Aβ, kann auf zwei Wegen gespaltet werden. Die α-Sekretase schneidet 
das Protein mitten in der Aβ-Sequenz, somit wird die Bildung von Aβ verhindert (nicht amyloido-
gener Weg). Es entsteht l�sliches sAPPα, das neuroprotektive Eigenschaften aufweist. Erfolgt der ers-
te Spaltungsschritt hingegen durch die β-Sekretase (amyloidogener Weg), so bildet sich ein membran-
gebundenes C-terminales Fragment, aus dem durch Wirkung der γ-Sekretase das 4 kDa schwere Pep-
tid Aβ entsteht.

Von mehreren Mutationen der Gene f�r APP, PS1 und PS2 ist bekannt, dass sie in den 

Gentr�gern einen fr�hen Ausbruch der Krankheit bewirken. So kommt es aufgrund ver-

schiedener Defekte im APP-Gen zur verst�rkten Bildung von langkettigem Aβ 

(Aβ1-42/43), das eine erh�hte Neigung zur Aggregation aufweist (Irie et al., 2005). Die 

meisten erblichen Alzheimer-F�lle lassen sich jedoch auf eine Mutation in den Genen f�r 

PS1 oder PS2 auf Chromosom 14 bzw. 1 (Levy-Lahad et al., 1995; Sherrington et al., 

1995) zur�ckf�hren. Defekte in einem dieser beiden Proteine f�hren zur aggressivsten 

Form der Alzheimer-Krankheit, die sich schon im Alter von 40 Jahren oder fr�her manifes-

tieren kann (Lleo et al., 2004). Auch bei dreifach vorhandenem Chromosom 21 (Tri-

somie 21, Down-Syndrom), kommt es – bedingt durch die �berm��ige Exprimierung von 

APP – zu einer vermehrten Bildung von Aβ, was h�ufig einen fr�hen Krankheitsausbruch 

nach sich zieht (Wisniewski et al., 1978).

1.2.4 Die Rolle der Permeabilitätstransitionspore bei Morbus Alzheimer

Die erw�hnten genetischen Defekte unterst�tzen die Hypothese, dass eine vermehrte Bil-

dung von Aβ urs�chlich an der Entstehung der Alzheimerschen Erkrankung beteiligt ist 

(Hardy und Higgins, 1992). Seit langem ist bekannt, dass Aβ toxische Effekte auf Neurone 

in Kultur (Cotman et al., 1992) und in vivo (Kowall et al., 1992) aus�bt, wobei die Amino-

s�urensequenz 25 bis 35 von besonderer Bedeutung ist (Pike et al., 1995). Der genaue Me-
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chanismus der Aβ-Neurotoxizit�t ist bisher nicht abschlie�end aufgekl�rt. Man wei� je-

doch, dass mehrere Effekte des Aβ auf die Zelle im Allgemeinen und Mitochondrien im 

Besonderen die �ffnung der mPTP beg�nstigen.

So ist belegt, dass Aβ oxidativen Stress auf Zellen aus�bt (siehe �bersichtsartikel in 

Reddy, 2006). Das Peptid induziert die Bildung von H2O2 (Huang et al., 1999) und bewirkt 

auch die Entstehung weiterer ROS wie auch von RNS in der Mikroglia (Meda et al., 1995; 

Van Muiswinkel et al., 1996). Anti-Oxidantien wie Vitamin E (Behl et al., 1992) und Res-

veratrol (Jang und Surh, 2003) sch�tzen vor Aβ-induziertem Zelltod. Zudem konnten 

Mattson et al. bereits zu Beginn der 90er Jahre zeigen, dass die Anwesenheit von Aβ im 

Kulturmedium die intrazellul�re Ca2+-Konzentration erh�ht (1992). M�glicherweise be-

wirkt Aβ die Freisetzung des Ions aus dem ER, einem intrazellul�ren Ca2+-Speicher 

(Ferreiro et al., 2004), was zur Aktivierung der mitochondrial vermittelten Apoptose f�hrt 

(Ferreiro et al., 2008). Au�erdem kann Aβ selbst Ca2+-durchl�ssige Ionenkan�le in der 

Zellmembran ausbilden (Arispe et al., 1993; Kagan et al., 2004). Aβ beeinflusst auch die 

Expression von Genen der Bcl-2-Familie. An prim�ren humanen Neuronenkulturen konnte 

gezeigt werden, dass Aβ die Expression von Bcl-2 verhindert, w�hrend es die Synthese 

von Bax deutlich erh�ht (Paradis et al., 1996). Zudem ergab eine Studie von Selznick et al., 

dass Aβ in Bax-defizienten Kulturen seine neurotoxische Wirkung verliert (2000). Auch 

durch Behandlung von Zellen mit Bcl-2 oder Bax-neutralisierenden Antik�rpern l�sst sich 

die Aβ-Toxizit�t blockieren (Zhang et al., 2002). Aβ kann zudem direkt in Mitochondrien 

akkumulieren (Fernandez-Vizarra et al., 2004; Manczak et al., 2006) und dort Enzyme des 

Krebszyklus wie die Pyruvatdehydrogenase sowie die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase inhi-

bieren (Casley et al., 2002). Von Letzterer ist bekannt, dass ihre Hemmung sowohl in 

PC12-Zellen (Huang et al., 2003) als auch in isolierten Lebermitochondrien (Kristal et al., 

2002) die Induktion der mPTP bewirkt. Hinzu kommt eine verringerte Exprimierung ver-

schiedener Proteine der Atmungskette in Patienten mit Morbus Alzheimer 

(Chandrasekaran et al., 1996; Manczak et al., 2004). An isolierten Mitochondrien konnte 

ferner gezeigt werden, dass Aβ mehrere Komplexe der mitochondrialen Atmungskette in-

hibiert (Canevari et al., 1999; Aleardi et al., 2005). Besonders anf�llig f�r die Inhibierung 

durch Aβ ist dabei die Cytochrom-Oxidase (Komplex IV), jedoch werden auch die Kom-

plexe I und III von Aβ blockiert (Aleardi et al., 2005). Die Hemmung der Atmungskette 

resultiert in einem Absinken der ATP-Synthese. Zudem beg�nstigt Aβ die durch Anti-

mycin A getriggerte ROS-Produktion. Auch konnten die Autoren zeigen, dass Aβ direkt 

die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien induzieren kann (Aleardi et al., 

2005). Die Gruppe um Sirk beobachtete an differenzierten PC12-Zellen, dass Aβ den Pro-
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teinimport in die Mitochondrien blockiert, was unter anderem zu einer Verringerung des 

mitochondrialen Membranpotentials f�hrt (2007).

Zusammengefasst k�nnen die genannten Eigenschaften die �ffnungswahrscheinlichkeit 

der mPTP stark erh�hen. Dies l�sst vermuten, dass deren Aktivierung bei der Aβ-

vermittelten Neurotoxizit�t eine Rolle spielt. Tats�chlich konnten einige Studien die Pa-

thogenese der Alzheimerschen Erkrankung mit der �ffnung der mPTP in Verbindung 

bringen:

So zeigte sich, dass PC12-Zellen mit einer Mutation im PS1-Gen (L286V) sensitiver 

gegen�ber Apoptose-ausl�senden Faktoren sind; diese �berm��ige Sensitivit�t lie� sich 

durch CsA verhindern (Keller et al., 1998). CsA inhibiert jedoch nicht nur die mPTP, son-

dern auch die Ca2+-abh�ngige Phosphatase Calcineurin. Da aber eine Behandlung der Zel-

len mit FK 506, einem andersartigen Calcineurin-Inhibitor, die Apoptose nicht verhindern 

konnte, lie� sich der sch�tzende Effekt des CsA auf eine Blockade der mPTP zur�ckf�h-

ren. Im selben Jahr wurde beobachtet, dass Cybridzellen, deren Mitochondrien aus Alz-

heimer-Patienten stammen, ein geringeres mitochondriales Membranpotential aufweisen 

als Kontrollcybride (Cassarino et al., 1998). Diese Depolarisation lie� sich durch CsA auf-

heben, was darauf hindeutet, dass in den Alzheimer-Cybriden die mPTP zumindest partiell 

ge�ffnet ist. An isolierten Leber- und Hirnmitochondrien konnte zudem gezeigt werden, 

dass Aβ die Ca2+-induzierte Schwellung (Parks et al., 2001) und Depolarisation (Moreira et 

al., 2001) f�rdert. Wiederum waren diese Effekte durch CsA blockierbar. Aβ kann au�er-

dem die Freisetzung von Cytochrom c aus Hirnmitochondrien induzieren (Kim et al., 

2002). Diese Translokation wird von CsA signifikant verringert. Des Weiteren ergaben 

Versuche an SH-SY5Y-Zellen, dass Coenzym Q vor Aβ-induziertem Zelltod sch�tzt, in-

dem es die mPTP blockiert (Li et al., 2005). Eine Aβ-induzierte �ffnung der mPTP konnte 

zudem k�rzlich an prim�ren Neuronen beobachtet werden (Sanz-Blasco et al., 2008). Die 

durch einen �berm��igen Ca2+-Einstrom verursachte PT hatte den Austritt von Cyto-

chrom c zur Folge und war durch CsA blockierbar. Eine im September 2008 ver�ffentlich-

te Studie ergab au�erdem, dass ein Fehlen der mPTP-Komponente CypD Lernst�rungen in 

APP-transgenen M�use verhindert (Du et al.). Die CypD-defizierten Mitochondrien waren 

zudem weniger sensitiv gegen�ber Aβ-induzierten Sch�digungen.

1.3 Ziele der Arbeit

Die oben aufgef�hrten Ergebnisse lassen erwarten, dass die �ffnung der mPTP durch Aβ 

an der Toxizit�t dieses Peptides und somit an der Pathogenese der Alzheimerschen Erkran-
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kung beteiligt ist. Auch liegt die Vermutung nahe, dass eine Blockade dieser �ffnung, bei-

spielweise durch den potentiellen Hemmstoff MC, vor Aβ-induzierter Toxizit�t sch�tzt. 

Tiermodelle liefern entsprechende Hinweise; die protektive Wirkung des MC wurde bisher 

jedoch haupts�chlich seiner anti-inflammatorischen Eigenschaft zugeschrieben. Ein Teil-

ziel dieser Arbeit war es nun zu �berpr�fen, ob zudem die m�glicherweise inhibitorische 

Wirkung des MC auf die mPTP zu dessen neuroprotektiven Effekten beitr�gt. Diese Frage-

stellung sollte an einem in vitro-Modell (embryonale Mischkultur aus dem Rattenhippo-

kampus) untersucht werden. Von Vorteil bei diesem Modell ist, dass in embryonalen Hip-

pokampuskulturen kaum Mikroglia vorkommen (Boggs et al., 1996), so dass eine Beteili-

gung anti-inflammatorischer Eigenschaften des MC praktisch ausgeschlossen ist.

Dennoch hat MC auch auf Zellebene noch eine Vielzahl mPTP-unabh�ngiger Effekte, 

was die Interpretation der am Zellkulturmodell erhaltenen Daten erschweren k�nnte. Aus 

diesem Grunde sollten die mitochondrialen Wirkungen des MC im zweiten Teil dieser Ar-

beit auch an isolierten Mitochondrien charakterisiert werden. W�hrend einige Studien eine 

Hemmwirkung des MC auf die mPTP beschreiben, sind von anderen Arbeitsgruppen auch 

Mitochondrien-sch�digende Effekte beobachtet worden (siehe 1.2.2). Um diese Unstim-

migkeiten aufzukl�ren, war es Ziel der vorliegenden Arbeit, die Wirkung von MC auf ver-

schiedene funktionelle Parameter der Mitochondrien – Schwellungsverhalten, Cyto-

chrom c-Freisetzung, Redoxaktivit�t, Membranpotential und Ca2+-Aufnahmekapazit�t – zu 

untersuchen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Geräte

Geräte Hersteller

Blotkammer (TE series) Hoefer Scientific Instruments, San Fran-
cisco, USA

Deckgläschen (Durchmesser 25 mm) Laborfachhandel Gaudig, Sülzetal
Entwicklermaschine AGFA, Köln
Fluoreszenzspektrometer (Cary Eclipse) Varian, Darmstadt
Gelkammern (SE 250) Hoefer Scientific Instruments, San Fran-

cisco, USA
Kanüle (23 G) Braun, Melsungen
Konfokalmikroskop (AXIOVERT, LSM 
510 Pascal)

Zeiss, Jena

Neubauer-Zählkammer Fein-Optik, Jena
Nitrozellulosemembran (HybondTM-c ext-
ra)

Amersham Biosciences, Little Chalfont, 
UK

Plattenlesegerät (Titertek Plus MS212) ICN, Frankfurt
Spektrophotometer (Lambda 2) PerkinElmer, Waltham, USA
Spektrophotometerküvetten Sarstedt, Nürnbrecht
Wellplatten (96-Well) Greiner Bio-One, Frickenhausen
Zellkulturschalen (Durchmesser 35 mm) Nunc, Wiesbaden-Biebrich
Zentrifuge (Mitochondrienpräparation; 
3K 30) 

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode 
am Harz

Zentrifuge (Zellkultur; Biofuge 15R) Heraeus, Hanau
Zentrifugenröhrchen (Durchmesser 
22 mm)

Sorvall, Langenselbold

2.1.2 Chemikalien

Substanz Hersteller

A23187 Molecular Probes, Karlsruhe
Acrylamid

für Sammelgel: 29:1
für Trenngel: 37,5:1

Serva, Heidelberg

ADP Sigma, Steinheim
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Substanz Hersteller

APS Serva, Heidelberg
Aβ25-35 rPeptide, Bogart, USA
B27 Invitrogen, Karlsruhe
BCA Assay Kit Thermo Scientific, Rockford, USA
Bonkreks�ure Sigma, Steinheim
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
BSA Thermo Scientific, Rockford, USA
CaCl2*2H2O Fluka, Buchs
Calcium Green 5N Molecular Probes, Karlsruhe
Cholesterol Sigma, Steinheim
Cholinchlorid Sigma, Steinheim
CsA Alexis, Gr�nberg
Cytochrom c Antik�rper (7H8.2C12) BD Pharmingen, Heidelberg
Cytotoxicity Detection Kit Roche, Mannheim
DCCD Sigma, Steinheim
Digitonin Sigma, Steinheim
DMEM-Medium (high glucose) PAA, C�lbe
DMSO Merck, Darmstadt
EDTA Merck, Darmstadt
EGTA Sigma, Steinheim
FCCP Fluka, Buchs
FKS Gold PAA, C�lbe
Glutamat Sigma, Steinheim
Glycerin Merck, Darmstadt
Glycin Merck, Darmstadt
Goat anti-mouse IgG + IgM

(Peroxidase-konjugiert)
Jackson ImmunoResearch Laboratories, 
Westgrove, USA

Gr��enstandard f�r Gelelektrophorese 
(PageRuler)

Fermentas, St. Leon-Rot

HBSS Invitrogen, Karlsruhe
HEPES Boehringer, Mannheim
ImmobilonTM Western Chemiluminescent 
HRP-Substrate

Millipore, Schwalbach

Isofluran Baxter, Unterschlei�heim
K2HPO4 Merck, Darmstadt
KCl Roth, Karlsruhe
KH2PO4 Merck, Darmstadt
Magnesium Green AM Molecular Probes, Karlsruhe
Malat Sigma, Steinheim
Mannit Merck, Darmstadt
Methanol Roth, Karlsruhe
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Substanz Hersteller

MgCl2*6H2O Fluka, Buchs
Milchpulver Saliter, Obergünzburg
Minozyklin Sigma, Steinheim
Mitotracker Green Molecular Probes, Karlsruhe
MOPS Calbiochem, Bad Soden
MTT Sigma, Steinheim
NaCl Merck, Darmstadt
NaH2PO4 Merck, Darmstadt
Na2HPO4 Merck, Darmstadt
NaN3 Merck, Darmstadt
NaOH Merck, Darmstadt
Neurobasal-Medium Invitrogen, Karlsruhe
Oligomycin Sigma, Steinheim
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA, Cölbe
Percoll Sigma, Steinheim
Pluronsäure Invitrogen, Karlsruhe
Poly-D-Lysin Invitrogen, Karlsruhe
Ponceau S Fluka, Buchs
Protease Typ I (aus Rinderpankreas) Sigma, Steinheim
Ro 68-3400 Roche, Basel, Schweiz
RotiLoad 4x Roth, Karlsruhe
Saccharose Merck, Darmstadt
Safranin-O Sigma, Steinheim
Sanzyklin Paratek Pharmaceuticals, Boston, USA
SDS Roth, Karlsruhe
Staurosporin Merck, Darmstadt
TEACl Sigma, Steinheim
TEMED Serva, Heidelberg
Tetrazyklin Sigma, Steinheim
TMRM Molecular Probes, Karlsruhe
Tributylzinnchlorid (TBT) Sigma, Steinheim
Tris Sigma, Steinheim
Tris Ultra Pure (für Gelelektrophorese) MP Biochemicals, Eschwege
Triton FERRAK, Berlin
Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin Invitrogen, Karlsruhe
Tween Sigma, Steinheim
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2.1.3 Puffer und Medien

Puffer Zusammensetzung

Blotpuffer 144 mM Glycin
18 mM Tris
0,02 % SDS
20 % Methanol

Elektrophoresepufferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
1 % SDS

Isolationsmedium für Hirnmitochondrien 
(Digitonin)
pH 7,4

Medium A

Medium B

Medium C

225 mM Mannit
75 mM Saccharose
5 mM HEPES
1 mM EGTA

Medium A plus
0,1 % BSA

Medium B plus
1 mg/ml Protease Typ 1

Isolationsmedium für Hirnmitochondrien 
(nicht-synaptisch; Percoll)
pH 7,4

Medium A

Medium B

225 mM Mannit
75 mM Saccharose
20 mM MOPS
1 mM EGTA

225 mM Mannit
75 mM Saccharose
20 mM MOPS
0,1 mM EGTA
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Puffer Zusammensetzung

Isolationsmedium für Lebermitochondrien 
pH 7,4

Medium A 

Medium B 

Medium C 

250 mM Saccharose
1 mM EDTA

250 mM Saccharose

250 mM Saccharose
0,5 mM EDTA

KCl-basiertes Medium
(bzw. NaCl-, Kaliumgluconat-, Cholin-
chlorid-basiertes Medium)
pH 7,2

125 mM KCl (bzw. NaCl, Kaliumgluconat, 
Cholinchlorid)
20 mM Tris
1 mM MgCl2*6H2O
1 µM EGTA
700 µM NaH2PO4
300 µM K2HPO4
5 mM Glutamat
5 mM Malat

PBS
pH 7,4

137 mM NaCl
2,7 mM KCl
10,2 mM Na2HPO4
1,8 mM KH2PO4

Saccharose-basiertes Medium
pH 7,2

200 mM Saccharose
10 mM Tris
1 mM MgCl2*6H2O
1 mM KH2PO4
10 µM EGTA
5 mM Glutamat
5 mM Malat

Sammelgelpuffer
pH 6,8

0,5 M Tris
7,8 mM EDTA
0,4 % SDS

TBS
pH 7,6

20 mM Tris
137 mM NaCl

Trenngelpuffer
pH 8,8

1,5 M Tris
7,8 mM EDTA
0,4 % SDS
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2.1.4 Sonstige Lösungen

Lösungen Zusammensetzung

Bromphenolblau-L�sung ges�ttigt in Trenngelpuffer

Ca2+-Stamml�sung f�r Mitochondrien-
stimulation

200 mM CaCl2
5 mM HEPES

MTT-L�sung 6 mg/ml in PBS

PDL-L�sung (steril) 1 mg/ml in Aqua dest.

Ponceau-L�sung ges�ttigt in Sammelgelpuffer
TBS/NaN3 0,05 % NaN3 in TBS
TBS/Tween (TBST) 0,1 % Tween in TBS

2.1.5 Lösungsmittel

Substanz Verwendetes Lösungsmittel

5-HD Aqua dest.
A23187 DMSO
Antimycin A 96 % Ethanol
Aβ25-35 Aqua dest.
Calcium Green Aqua dest.
Chloramphenicol Aqua dest.
Cholesterol 96 % Ethanol
CsA 96 % Ethanol
DCCD 100 % Ethanol
FCCP 96 % Ethanol
Magnesium Green DMSO
MitoTracker Green 10 % Plurons�ure in DMSO
Oligomycin DMSO
Ro 68-3400 96 % Ethanol
Rutheniumrot Aqua dest.
Safranin-O Aqua dest.
Staurosporin DMSO
Tetrazykline (MC, TC, SC) Aqua dest.
TMRM 10 % Plurons�ure in DMSO
Tributylzinnchlorid DMSO
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2.1.6 Gradientengel

Trenngel
25 % 5 %

Sammelgel
5 %

Puffer ml 2,75 2,75 2,70
Acrylamid ml 6,90 1,40 1,30
Glycerol ml 2,00 0,60 2,30
TEMED �l 6,50 6,50 7,00
APS (10 %) �l 26,00 40,00 57,10
Bromphenolblau �l 100,00 - -
Ponceau �l - - 50,00
Wasser (nanopur) ml - 6,20 3,60

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Aβ-Präparation

Aβ25-35 wurde in sterilem, destilliertem Wasser so gel�st, dass sich eine Konzentration von 

1 mM ergab. Die L�sung wurde aliquotiert (100 �l) und zur weiteren Verwendung bei 

-20 �C aufbewahrt.

2.2.1.2 Beschichtung von Deckgläschen und Wellplatten

Um Neurone kultivieren zu k�nnen, m�ssen die verwendeten Oberfl�chen vorbehandelt 

werden. Dieser Prozess verbessert die Anheftung der Zellen und erh�ht damit ihre �ber-

lebenschancen in vitro. Die f�r die Kultivierung benutzten Deckgl�schen und Wellplatten 

wurden daher mit Poly-D-Lysin (PDL) beschichtet. Dazu wurde sterile PDL-L�sung auf 

die zu behandelnden Oberfl�chen aufgetragen (200 �l/Deckgl�schen bzw. 100 �l/Well). 

Nach einst�ndiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur erfolgte eine gr�ndliche Sp�lung 

der Oberfl�chen mit sterilem Wasser. Die beschichteten Deckgl�schen (in Kulturschalen) 

und Wellplatten wurden bis zur Verwendung im Inkubator (37 �C, 5 % CO2, 95 % Luft-

feuchtigkeit) aufbewahrt.
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2.2.1.3 Präparation primärer Hippokampuskulturen

Für die Herstellung primärer Hippokampuskulturen dienten Rattenembryonen (Wistar, 

hauseigene Zucht) des 18. Embryonaltages. Der Tag der Trennung der Muttertiere vom 

Männchen (Verpaarungszeit 24 h) wurde als Embryonaltag 1 definiert. Die Haltung der 

Tiere erfolgte unter pathogenfreien Bedingungen mit einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 

jeweils 12 h, wobei die Tiere ständigen Zugang zu Futter und Wasser hatten. 

Die trächtigen Weibchen wurden mittels Isofluran narkotisiert und anschließend de-

kapitiert. Nach der Öffnung des Bauchraumes wurde der Uterus entnommen und zur Des-

infektion in 70 % Ethanol überführt. Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen 

Bedingungen. Der Uterus wurde in HBSS gewaschen und die Embryonen aus den Embry-

onalsäcken entfernt. Nach Dekapitation der Tiere wurden die Schädel in DMEM-Medium 

aufgefangen. Das Hirn wurde entnommen, die Hippokampi herauspräpariert und in Medi-

um überführt. Nach mechanischer Dispersion des gewonnenen Gewebes mittels Trituration 

durch eine 23 G-Kanüle erfolgte eine 5-minütige Zentrifugation bei 300 x g. Das resultie-

rende Pellet wurde in 2 ml DMEM resuspendiert und die Zelldichte nach Vitalfärbung mit 

Trypanblau mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ermittelt. Die Zellsuspension wurde auf 

1,5 x 106 Zellen/ml verdünnt und dem Medium 2 % B27 sowie 0,5 % Penicillin/Strepto-

mycin zugesetzt. Die Zellen wurden auf sterile, PDL-beschichtete Deckgläschen in Kultur-

schalen (3 x 105 Zellen/Schale) oder in 96-Wellplatten (1 x 105 Zellen/Well) ausplattiert. 

Die Kultivierung erfolgte im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit von 

95 %. Am 3. bis 6. Tag in vitro (day in vitro, DIV) wurden die Kulturen für Experimente 

verwendet. 

2.2.1.4 Mikroskopie

Um Bilder der Kulturen aufzunehmen, kam ein inverses, konfokales Laserscanmikroskop 

der Firma Zeiss (LSM Zeiss Aviovert 100M) zum Einsatz. Die Besonderheit der konfo-

kalen Mikroskopie liegt in der Eliminierung von Streulicht mit Hilfe von Lochblenden 

(pinholes), wodurch die Qualität der aufgenommenen Bilder gesteigert wird. Bildaufnahme 

und -bearbeitung erfolgte mittels der Software PASCAL (Zeiss). Wurden fluoreszenz-

gefärbte Kulturen untersucht, wurde der Raum abgedunkelt, um ein Ausbleichen der Fluo-

reszenz zu vermeiden.
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2.2.1.5 MTT-Assay

Der MTT-Assay ist ein einfach durchzuf�hrender Vitalit�tstest. Lebende Zellen nehmen 

das gelbe, wasserl�sliche Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid) auf und reduzieren es zu wasserunl�slichem, violettem For-

mazan.

Die in Wellplatten kultivierten Zellen wurden f�r die jeweils angegebene Zeit mit den zu 

testenden Substanzen inkubiert (8 Wells/Behandlungsgruppe). Im Anschluss daran wurde 

den Kulturen MTT-L�sung so zugesetzt, dass sich eine Endkonzentration von 1 mg/ml er-

gab. Nach 120-min�tiger Inkubationszeit (37 �C) wurde das Medium entfernt. Das gebilde-

te Formazan wurde durch Zugabe von 250 �l DMSO gel�st und im Plattenleseger�t 

spektrophotometrisch bei einer Wellenl�nge von 570 nm (Referenzwellenl�nge 620 nm) 

bestimmt.

2.2.1.6 Bestimmung der Formazan-Exozytose

Entgegen der fr�heren Sichtweise, dass die zelluläre MTT-Umsetzung vor allem auf die 

mitochondrialen Redoxenzyme zur�ckzuf�hren ist, konnten Liu et al. nachweisen, dass 

Mitochondrien nur geringf�gig zur MTT-Reduktion von Zellen beitragen (1997). Statt-

dessen beobachteten sie, dass MTT endozytotisch in Zellen aufgenommen, innerhalb der 

Vesikel durch eine N-Ethyl-Maleimid (NEM)-sensitive Flavinoxidase zu Formazan redu-

ziert und anschlie�end exozytiert wird (Liu et al., 1997). Das exozytierte Formazan bildet 

an der Zelloberfl�che Kristalle (siehe Abb. 2.1) und blockiert die weitere MTT-Reduktion.

Da bekannt ist, dass Aβ in diesen Prozess eingreift (Liu und Schubert, 1997; Abe und 

Saito, 1998) und dadurch den MTT-Assay beeinflusst, wurde in der vorliegenden Arbeit 

auch der Verlauf der Formazan-Exozytose untersucht. Zu diesem Zwecke wurden die in 

Kulturschalen gewachsenen Zellen der jeweiligen Behandlungsgruppe (3 Schalen/Gruppe) 

f�r 60 min mit MTT inkubiert. Im Anschluss wurden Durchlichtbilder aufgenommen (40x 

Objektiv) und die Anzahl der Zellen mit sichtbaren Formazankristallen an der Zellober-

fl�che ausgez�hlt. Durch Division mit der Gesamtzellzahl ergab sich daraus der Anteil der 

Zellen, die das gebildete Formazan bereits exozytiert hatten. Die Ausz�hlung der Kulturen 

erfolgte blind, d.h. ohne Kenntnis der Behandlung.
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Abb. 2.1: Ablauf der Exozytose 
des MTT-Formazans
MTT wird in Vesikelform in die 
Zellen aufgenommen (A) und dort 
zu Formazan reduziert (B). Das 
gebildete Formazan wird externali-
siert (C) und bildet an der Zellober-
fläche nadelförmige Kristalle (D). 
Genistein inhibiert diesen Prozess; 
das Formazan verbleibt in der Zelle 
(E, modifiziert aus Liu et al., 1997).

2.2.1.7 Bestimmung der LDH-Freisetzung

Beim nekrotischen Zelltod kommt es zur Auflösung der Zellmembran. Dies führt u.a. zur 

Freisetzung des zytosolischen Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) aus den Zellen ins 

Medium. Die LDH setzt Laktat zu Pyruvat um, wobei NADH gebildet wird.

DMEM-Medium enthält Pyruvat, was die Aktivität der LDH inhibiert. Abweichend vom 

oben beschriebenen Protokoll wurden die Zellkulturen für die LDH-Bestimmung daher in 

Neurobasal-Medium (2 % B27) kultiviert (jeweils 8 Wells/Behandlungsgruppe). Zur Be-

stimmung des freigesetzten LDH wurden nach Inkubation mit den zu testenden Substanzen 

40 µl des Mediums abgenommen und in neue Wellplatten überführt (LDHMedium). Das rest-

liche Medium wurde entfernt und den Zellen 200 µl einer 2%igen Tween-Lösung (in 

Neurobasal-Medium) zugesetzt, um das in den Zellen verbliebene LDH herauszulösen 

(LDHZellen). Es folgte eine 15-minütige Inkubation bei 37 °C. Beiden Proben (je 40 µl Vo-

lumen) wurden je 40 µl des Reaktionsgemisches (Cytotoxicity Detection Kit, Roche) zu-

gegeben. Dieses Reaktionsgemisch enthält ein Tetrazoliumsalz, dass durch in der LDH-

Reaktion (Laktat  Pyruvat) entstandenes NADH zu Formazan reduziert wird; es kommt 

zu einer Farbreaktion. Nach 30-minütiger Inkubation im Dunkeln erfolgte die photometri-

sche Bestimmung der Proben bei einer Wellenlänge von 450 nm (Referenzwellenlänge 

620 nm) im Plattenlesegerät. Die LDH-Freisetzung ergab sich durch folgende Formel:

LDHfrei = LDHMedium/LDHGesamt

(wobei LDHGesamt = LDHMedium + LDHZellen)
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2.2.1.8 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials

Intakte Mitochondrien zeichnen sich durch ein hohes, innen negatives Membranpotential 

aus. Bei Zellsch�digung, beispielweise durch apoptotische Stimuli, verringert sich das Po-

tential �ber der inneren Mitochondrienmembran (Heiskanen et al., 1999). Daher k�nnen 

durch Bestimmung der mitochondrialen Polarisation R�ckschl�sse �ber die Vitalit�t der 

Zellen gezogen werden.

Zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials in den Zellkulturen wurden 

diese f�r 30 min bei 37 �C mit den Farbstoffen Mitotracker Green (MT Green, 160 nM) 

sowie TMRM (100 nM) inkubiert. MT Green ist ein mitochondrien-selektiver Farbstoff, 

der die Organellen unabh�ngig von ihrem Membranpotential markiert (Pendergrass et al., 

2004). TMRM hingegen f�rbt nur Mitochondrien mit intaktem Membranpotential, da es 

potentialabh�ngig in Mitochondrien akkumuliert (Scaduto und Grotyohann, 1999). Die 

Anregung der Farbstoffe erfolgte bei 488 nm (MT Green) bzw. 546 nm (TMRM). Die 

Emissionssignale wurden �ber einen Bandpassfilter (505 - 550 nm f�r MT Green bzw. 560 

- 615 nm f�r TMRM) detektiert. Um die Vergleichbarkeit der Aufnahmen untereinander zu 

gew�hrleisten, blieben die Mikroskopeinstellungen (Gr��e des Pinholes, Detektorverst�r-

kung usw.) �ber alle Experimente unver�ndert.

Als Ma� f�r die Polarisation der Mitochondrien diente das Verh�ltnis von TMRM-

F�rbung zu MT Green-F�rbung. Zu diesem Zwecke wurden von jeder Kultur 10 Bilder 

aufgenommen (20x/40x Objektiv) und f�r jedes Bild die Histogramme beider Farbkan�le 

mittels PASCAL-Software erstellt. Aus diesen wurde die mittlere Fluoreszenzintensit�t   

(m̄) f�r beide Farbstoffe berechnet. Als Ma� f�r das mitochondriale Membranpotential der 

Kulturen diente der Quotient der mittleren Fluoreszenzintensit�ten f�r TMRM und 

MT Green (m̄TMRM/m̄MT Green).

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Proteinbestimmung mittels BCA

Zur Proteinquantifizierung wurde das Nachweisverfahren nach Pierce angewendet. Dieses 

beruht auf der Reduktion von Cu2+ zu Cu+ durch Peptidbindungen und anschlie�ender 

Farbreaktion des gebildeten Cu+ mit Bicinchonins�ure (BCA).

Die Reagenzien A und B des BCA Assay Kit wurden im Verh�ltnis 1:50 gemischt. Zu 

950 �l dieses Nachweisreagenz’ wurden 50 �l der zu bestimmenden Proteinl�sung zu-
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gegeben. Die Proben wurden gut durchmischt und 30 min bei 37 �C inkubiert. Die Be-

stimmung der Absorption erfolgte im Photometer bei einer Wellenl�nge von 568 nm. Die 

Eichkurve wurde mittels 8 Proteinstandards (BSA, 0 – 1200 mg/l) ermittelt.

2.2.2.2 SDS-Gelelektrophorese und Western Blotting

Um Proteingemische ihrem Molekulargewicht nach aufzutrennen, wurde eine SDS-Poly-

acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgef�hrt. Dazu wurden die Proben zu-

n�chst mit 4x RotiLoad versetzt und f�r 5 min bei 96 �C gesch�ttelt. Die auf diese Weise 

denaturierten Proteine wurden auf 5/25 %ige Gradientengele (Sammelgel 5 %) aufge-

tragen. Als Marker f�r das Molekulargewicht diente der Proteingr��enstandard Page Ru-

ler. Der Gellauf erfolgte mit 20 mA/Gel bei konstanter K�hlung der Gelkammern. 

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die nun aufgetrennten Proteine auf Nitro-

zellulosemembranen (HybondTM-c extra) transferiert. Der Transfer erfolgte in Blotpuffer 

bei 80 mA f�r 1,5 h bei Raumtemperatur.

Anschlie�end wurden die Membranen zun�chst 3x f�r je 15 min in TBS/Tween (TBST) 

gewaschen. Um unspezifische Bindungen der Antik�rper zu minimieren, wurden die 

Membranen anschlie�end f�r 3 h in 5 % Milchpulver (in TBST) geblockt. Nach erneutem 

Waschen (TBST, 3x, 15 min) wurden die Membranen �ber Nacht bei 4 �C mit dem pri-

m�ren Antik�rper inkubiert. Wieder wurden die Membranen in TBST gewaschen und im 

Anschluss f�r 3 h mit dem Sekund�rantik�rper (anti-Maus IgG + IgM, Peroxidase-

konjugiert, 1:5000, 0,5 % Milchpulver in TBST) behandelt. Die Antik�rper-markierten 

Proteine wurden schlie�lich durch Chemilumineszenz visualisiert (Immobilon WesternTM 

HRP substrate).

2.2.3 Analyse mitochondrialer Funktionalität

2.2.3.1 Isolation von Mitochondrien aus Lebergewebe

M�nnliche Ratten wurden unter Isofluran-Narkose dekapitiert, der Bauchraum wurde ge-

�ffnet, die Leber entnommen und in 0,25 M Saccharose-L�sung �berf�hrt. Alle folgenden 

Arbeitsschritte erfolgten auf Eis.

Die Leber wurde in kleine St�cke geschnitten und diese in der Saccharose-L�sung ge-

waschen, um Blutr�ckst�nde zu entfernen. Die gewaschenen Gewebest�cke wurden in 

EDTA-haltige Saccharose-L�sung (Medium A, ~ 30 ml) �berf�hrt und mit einem Potter 
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homogenisiert. Die so erhaltene Suspension wurde bei 800 x g für 5 min zentrifugiert und 

der Überstand weiterverwendet. Es folgten zwei weitere Zentrifugationsschritte (4 min bei 

5100 x g, 2 min bei 12300 x g), nach denen das Pellet jeweils in EDTA-freier Saccharose-

Lösung (Medium B) resuspendiert und per Hand in einem Potter homogenisiert wurde. 

Nach einer erneuten Zentrifugation bei 12300 x g (10 min) erfolgte die Resuspension des 

Pellets in 750 µl Medium C. Die Mitochondrien wurden auf Eis aufbewahrt und innerhalb 

von 8 Stunden für Experimente verwendet.

2.2.3.2 Isolation nicht-synaptischer Mitochondrien aus Hirngewebe mittels Percoll

Synaptische und nicht-synaptische Mitochondrien unterscheiden sich in hohem Maße in 

ihrer Sensitivität gegenüber mPTP-induzierenden Faktoren (Brown et al., 2006). Zur Ver-

ringerung der Heterogenität der erhaltenen Mitochondriensuspension ist es daher von Vor-

teil, Synaptosomen mitsamt den darin enthaltenen synaptischen Mitochondrien über einen 

Percoll-Gradienten zu entfernen.

Männlichen Ratten wurde unter Isoflurannarkose das Gehirn entnommen und dieses in 

eiskaltes Isolationsmedium A überführt. Die Hirnhäute sowie Blutgefäße wurden entfernt 

und das Gehirn in kleine Stücke zerschnitten. Es folgte die Homogenisation des Gewebes 

per Hand in einem Potter und eine 3-minütige Zentrifugation der Suspension bei 1300 x g. 

Der Überstand wurde auf Eis gestellt, das Pellet in Medium A resuspendiert und erneut für 

3 min bei 1300 x g zentrifugiert. Die zusammengefassten Überstände der beiden Zentrifu-

gationsschritte wurden im Anschluss für 10 min bei 21200 x g zentrifugiert und das Pellet 

in 3 ml 15%igem Percoll (gelöst in Medium A) resuspendiert. Diese Suspension wurde auf 

einen vorbereiteten Percoll-Gradienten (2,5 ml 40 % Percoll, 3,5 ml 23 % Percoll) ge-

schichtet und für 10 min bei 31700 x g zentrifugiert. Nach dem Abpipettieren der an der 

unteren Grenzschicht befindlichen nicht-synaptischen Mitochondrien und einer 4fach-

Verdünnung mit einer BSA-Lösung (10 mg/ml in Medium A) erfolgte eine Zentrifugation 

bei 16700 x g (10 min). Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet in BSA-

freiem Medium A gelöst. Im Anschluss an einen weiteren Zentrifugationsschritt (6700 x g, 

10 min) wurde das erhaltene Pellet in 100 µl Isolationsmedium B resuspendiert. Alle Prä-

parationsschritte erfolgten auf Eis.

2.2.3.3 Isolation von Mitochondrien aus Hirngewebe mittels Digitonin

Ein großer Nachteil der oben beschriebenen Methode ist die sehr geringe Ausbeute. Um 

umfangreichere Untersuchungen auch an Hirnmitochondrien vornehmen zu können, wurde 
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daher auf die folgende Isolationsmethode zurückgegriffen, bei der eine Mischung synapti-

scher und nicht-synaptischer Mitochondrien erhalten wird. Nachteil dieser Methode ist je-

doch, dass an den so gewonnenen Mitochondrien keine Schwellungsversuche durchführbar 

sind; die Mitochondrien schwellen nach Zugabe von Ca2+ oder anderen mPTP-auslösenden 

Substanzen nicht an.

Nach Dekapitation der Ratten wurde das Gehirn zügig entnommen und in eiskaltem 

Medium A gewaschen. Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Die Meningen 

wurden entfernt, das Gehirn wurde in kleine Stücke geschnitten und mittels Potter in 10 ml 

Medium C homogenisiert. Die entstandene Suspension wurde 1:3 mit Medium B verdünnt 

und für 3 min bei 2000 x g zentrifugiert. Die an der Oberfläche befindliche Schicht denatu-

rierter Proteine wurde abpipettiert und der Überstand für weitere 8 min bei 12000 x g

zentrifugiert. Das nun gebildete Pellet wurde in Digitonin-haltigem Medium A (6 mg auf 

10 ml) homogenisiert und für 10 min auf Eis inkubiert. Nach anschließender Zentrifuga-

tion bei 12000 x g für 10 min wurde das Pellet in 800 µl Medium A resuspendiert und auf 

Eis aufbewahrt. Die Hirnmitochondrien wurden innerhalb von 4 Stunden für Experimente 

verwendet. Bis auf die Schwellungsexperimente wurden für alle an Hirnmitochondrien 

durchgeführten Versuche die mittels Digitonin gewonnenen Mitochondrien verwendet.

2.2.3.4 Inkubationsmedien

In der Literatur werden für Untersuchungen an isolierten Mitochondrien sowohl nicht-

ionische (Saccharose/Mannit-basierte) als auch ionische (KCl-basierte) Medien verwendet. 

Um festzustellen, inwieweit die Differenzen in den bisher publizierten Ergebnissen auf den 

Gebrauch unterschiedlicher Medien zurückzuführen sind, wurden die Effekte des MC auf 

die verschiedenen funktionellen Parameter isolierter Mitochondrien in der vorliegenden 

Arbeit sowohl in einem Saccharose-basierten als auch in einem KCl-basierten Inkubati-

onsmedium untersucht.

2.2.3.5 Spektrophotometrische Bestimmung des Matrixvolumens

Aufgrund des kolloidosmotischen Drucks der Matrixproteine bewirkt die Öffnung der 

mPTP den Einstrom von Wasser in die mitochondriale Matrix und damit verbunden ein 

Anschwellen der Mitochondrien (Gunter und Pfeiffer, 1990). Durch diese Volumenände-

rung verringert sich der Brechungsindex einer Mitochondriensuspension und die Absorp-

tion sichtbaren Lichtes sinkt.
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Zur Bestimmung der mitochondrialen Schwellung wurde mittels eines Plattenlesegerätes 

die Absorption der Mitochondriensuspension bei 620 nm aufgezeichnet (A620). Die Mes-

sung erfolgte bei Raumtemperatur. Die Messwerte wurden alle 10 s aufgenommen. Zwi-

schen den Messungen erfolgte ein Schütteln der Wellplatte, um ein Absinken der Mito-

chondrien und die damit verbundene Verfälschung der Messergebnisse zu minimieren.

Die verwendete Proteinkonzentration betrug 500 µg/ml. Es wurde ein Volumen von 

200 µl eingesetzt (96-Wellplatten). Alle Versuche an einer Präparation erfolgten gleich-

zeitig. Da die Absorption zu Beginn teils stark schwankte, wurde mit dem Start der Mes-

sung so lange gewartet, bis sich eine stabile Basislinie ergab (mindestens 5 min). 

2.2.3.6 Messung von Membranpotential und Ca2+-Aufnahmekapazität

Infolge der Öffnung der mPTP kommt es zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen 

Membranpotentials, und daraus resultierend zu einer Freisetzung der in der Matrix an-

gereicherten Ca2+-Ionen. Über die Messung des Membranpotentials und der Ca2+-

Aufnahmekapazität kann daher auf den Öffnungszustand der mPTP geschlussfolgert wer-

den.

Zur Bestimmung dienten die Fluoreszenzfarbstoffe Safranin-O und Calcium Green 5N 

(CaG). Safranin-O ist ein positiv geladener Farbstoff, der in Abhängigkeit vom mito-

chondrialen Membranpotential in die Matrix aufgenommen wird. Aufgrund der Dichte des 

Farbstoffs in vollständig polarisierten Mitochondrien kommt es zum Quenching, d.h. zu 

einer Verminderung der Fluoreszenz. Depolarisieren Mitochondrien, so wird der Farbstoff 

freigegeben, der Quenching-Effekt aufgehoben und die Fluoreszenzintensität steigt. Safra-

nin-O wurde in einer Konzentration von 5 µM eingesetzt. Die Anregung erfolgte bei 

525 nm, die Intensität des emittierten Lichtes wurde bei 587 nm gemessen. Zur Be-

stimmung der extramitochondrialen Ca2+-Konzentration wurde CaG eingesetzt (100 nM). 

Dieser Farbstoff (Anregungswellenlänge 506 nm, Emissionswellenlänge 532 nm) komple-

xiert Ca2+-Ionen, wobei sich die Intensität des emittierten Lichtes erhöht. Da CaG nicht 

membrangängig ist, zeigt er den Ca2+-Spiegel im Inkubationsmedium an, misst also die 

extramitochondriale Ca2+-Konzentration.

Mitochondriales Membranpotential und Ca2+-Aufnahmekapazität wurden simultan in ei-

nem Fluoreszenzspektrometer gemessen. Gestartet wurde das Experiment in Abwesenheit 

von Mitochondrien, um die Basislinie zu bestimmen. 30 s nach Beginn des Versuchs wur-

den Mitochondrien (500 µg/ml, 1 ml Endvolumen) dazugegeben. 
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Für die Auswertung des Membranpotentials wurde der erste Messwert auf 100 % norma-

lisiert und alle weiteren Werte als Veränderungen relativ zu diesem Basalwert ausgedrückt. 

Bei der Darstellung der extramitochondrialen Ca2+-Konzentration wurden die gemessenen 

Fluoreszenzintensitäten unverändert aufgetragen.

2.2.3.7 Analyse des freigesetzten Cytochrom c

Eine weitere Konsequenz der Öffnung der mPTP ist die Freisetzung pro-apoptotischer Pro-

teine wie Cytochrom c in das Zytosol. Zur Bestimmung des freigesetzten Cytochrom c 

wurden Mitochondrien (500 µg/ml, 1 ml) im angegebenen Inkubationsmedium suspendiert 

und 5 min bei Raumtemperatur präinkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe der zu tes-

tenden Substanz. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurde die Mitochondrien-

suspension für 5 min bei 4000 x g zentrifugiert und der Überstand (entspricht extramito-

chondrialer Fraktion) vom Pellet (entspricht mitochondrialer Fraktion) getrennt. Die Pellets 

wurden in 250 µl 10 % SDS aufgenommen und für 10 min bei 95 °C im Thermomixer re-

suspendiert. Gleiche Volumina an Proben wurden auf SDS-Gradientengele aufgetragen 

(siehe 2.2.2.2). Nach Auftrennung der Proteine mittels Gelelektrophorese erfolgte die Be-

stimmung des freigesetzten Cytochrom c über einen Western Blot. Als primärer Antikörper 

diente der 7H8.2C12 Maus-anti-Cytochrom c-Antikörper von BD Pharmingen (1:500 in 

TBS/NaN3). Zur Analyse der Daten wurde die Bandendichte der zytosolischen Fraktionen 

mittels der Software Quantity One (Version 4.6.3, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) 

bestimmt. Das nach Behandlung der Mitochondrien mit 100 µM Ca2+ freigesetzte Cyto-

chrom c diente dabei als Referenzwert und wurde auf 100 % normiert.

2.2.3.8 Bestimmung der Redoxaktivität

Auch durch die in den Mitochondrien befindlichen Redoxenzyme kann MTT zu Formazan 

reduziert werden. Vor allem die Komplexe der Atmungskette tragen zur MTT-Reduktion 

isolierter Mitochondrien bei (Berridge und Tan, 1993; Liu et al., 1997). Die Messung der 

Formazan-Bildung an isolierten Mitochondrien stellt daher eine einfach und schnell durch-

zuführende Methode dar, die Aktivität der mitochondrialen Atmungskette und somit auch 

die Funktionstüchtigkeit der Mitochondrien abzuschätzen (Schönfeld et al., 2004).

Um die Redoxaktivität der Mitochondrien zu bestimmen, wurden diese bei Raum-

temperatur für 5 min im jeweiligen Inkubationsmedium vorinkubiert (250 µg Protein/ml). 

Im Anschluss wurde MTT-Lösung so hinzugesetzt, dass sich eine Endkonzentration von 

0,1 mg/ml ergab. Nach 5-minütiger Inkubation mit MTT bei 30 °C wurde die Mitochon-
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driensuspension für 5 min bei 4000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 

das Pellet in 1 ml 100 % Ethanol gelöst. Die Absorption der entstandenen Lösung wurde 

im Photometer bei einer Wellenlänge von 570 nm bestimmt und diente als Maß für die 

Menge des gebildeten Formazans.

2.2.3.9 Bestimmung der intramitochondrialen Mg2+-Konzentration

Die Messung der intramitochondrialen Mg2+-Konzentration wurde mit Hilfe des Fluores-

zenzfarbstoffes Magnesium Green AM (MgG) vorgenommen. Der Farbstoff liegt zunächst 

als nicht-fluoreszierender Acetoxymethyl (AM)-Ester vor, der die mitochondrialen Mem-

branen passieren kann. In der Matrix wird die AM-Gruppe von mitochondrialen Esterasen 

abgespaltet. Der so veränderte Farbstoff fluoresziert nun in Abhängigkeit von der Menge 

des an ihn gebundenen Mg2+. Zusätzlich wird durch die Abspaltung der AM-Gruppe ver-

hindert, dass der Farbstoff aus den Mitochondrien herausdiffundiert. Damit wird sicher-

gestellt, dass ausschließlich das intramitochondriale Mg2+ gemessen wird.

Zur Beladung der Mitochondrien (10 mg/ml) mit dem Farbstoff wurden diese für 30 min 

bei Raumtemperatur mit 5 µM MgG inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine 2-minütige 

Zentrifugation der Suspension bei 10000 x g. Das entstandene Pellet wurde in Isolations-

medium C resuspendiert (20 mg/ml). Für die Bestimmung der intramitochondrialen Mg2+-

Konzentration wurde eine Proteinkonzentration von 200 µg/ml verwendet (1 ml Gesamt-

volumen). Die Messung erfolgte im Fluoreszenzspektrometer in Anwesenheit von 1 mM 

EDTA im Inkubationsmedium. Die Intensität des emittierten Lichtes wurde bei 535 nm 

gemessen (Anregungswellenlänge 510 nm).

2.2.4 Analyse der Daten und Statistik

Für alle Experimente gilt, dass die Versuche an mindestens 3 unabhängigen Präparationen 

erfolgten. Zur graphischen Darstellung und statistischen Auswertung der Daten diente das 

Programm GraphPad Prism (Version 5.0, GraphPad Software, San Diego, USA). Alle Er-

gebnisse sind als Mittelwert  Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the 

mean, SEM) dargestellt. Unterschiede zwischen zwei Behandlungsgruppen wurden mittels 

t-test auf Signifikanz überprüft. Sollten mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen 

werden, so wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit mittels One-way-ANOVA und Dunnett-

post-test ermittelt. Unterschiede galten als signifikant bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit 

p < 0,05.
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Folgende Symbole wurden benutzt: n.s. =   p > 0,05

* =   p < 0,05

** =   p < 0,01

*** = p < 0,001

2.2.4.1 Analyse der mitochondrialen Schwellung

Der erste ermittelte Extinktionswert der Mitochondriensuspension wurde auf 1 normiert 

(A0) und alle weiteren Werte als Ver�nderungen relativ zu diesem Basalwert ausgedr�ckt. 

F�r jede Behandlungsgruppe wurde f�r jeden Zeitpunkt der Mittelwert der relativen Ab-

sorptionen von mindestens 3 unabh�ngigen Pr�parationen berechnet und graphisch dar-

gestellt (Mittelwert ± SEM). Zus�tzlich erfolgte f�r alle Einzelexperimente die Berechnung 

der maximalen Geschwindigkeit der Absorptionsabnahme, d.h. der maximale Absorptions-

abnahme pro Zeiteinheit. Zu diesem Zwecke wurde mittels GraphPad Prism die erste Ab-

leitung (dA620/dt) des gemessenen Absorptionsverlaufes bestimmt (mit Gl�ttung �ber 4 

Nachbarwerte, Gl�ttungspolynom 2. Ordnung). Der Extremwert der Ableitung wurde als 

maximale Geschwindigkeit der Absorptionsabnahme definiert (siehe Abb. 2.2).

Abb. 2.2: Bestimmung der Geschwindigkeit der Absorptionsabnahme
Vom Graphen des Schwellungsverlaufes (■) wurde mittels GraphPad Prism die erste Ableitung (▬) 
bestimmt. Der Extremwert der Ableitung (Minimalwert, ○) diente als Ma� f�r die maximale Ge-
schwindigkeit der Absorptionsabnahme.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Effekte von Minozyklin in einem Zellkulturmodell des Morbus 

Alzheimer

Um eine m�gliche protektive Wirkung von MC gegen den Morbus Alzheimer zu unter-

suchen, sollte vorab ein in vitro-Modell der Krankheit etabliert werden. Zu diesem Zwecke 

wurden prim�re hippokampale Kulturen zun�chst f�r 24 h mit verschiedenen Konzentra-

tionen des neurotoxischen Peptides Aβ25-35 inkubiert.

3.1.1 Minozyklin schützt primäre hippokampale Kulturen gegen eine Aβ25-35-

induzierte Hemmung der MTT-Reduktion

Als erstes Indiz f�r die Vitalit�t der Zellen diente ihre Redoxaktivit�t, die mittels MTT-

Assay bestimmt wurde. Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, hemmte Aβ25-35 ab einer Kon-

zentration von 1 �M die MTT-Reduktion der Kulturen signifikant. Die Behandlung mit 

1 bzw. 10 �M Aβ25-35 bewirkte einen R�ckgang der MTT-Umsetzung auf 88,2  4,1 % 

(p < 0,05, n = 4) bzw. 83,5  6,0 % (p < 0,01, n = 4) der Vehikel-behandelten Zellen.

Abb. 3.1: Einfluss einer 24-st�ndigen Inkubation mit Aβ25-35 auf die MTT-Reduktion prim�rer 
hippokampaler Kulturen
Aβ25-35 in Konzentrationen ≥ 1 �M bewirkte eine signifikante Verringerung der zellul�ren MTT-
Reduktion. Dargestellt sind die Mittelwerte  SEM aus 4 unabh�ngigen Pr�parationen.

Unter Verwendung einer Aβ25-35–Konzentration von 10 �M wurde nun getestet, ob MC 

den inhibitorischen Effekt des Peptides auf die MTT-Umsetzung beeinflussen kann. Dazu 

wurden die Zellen f�r 24 h mit verschiedenen Konzentrationen an MC ko-inkubiert und im 

Anschluss die MTT-Reduktion gemessen (Abb. 3.2). Es ergab sich, dass die Behandlung 

mit ≥ 25 �M MC die MTT-Reduktion Aβ25-35-behandelter Zellen normalisierte (Abb. 3.2
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A). Die Formazanbildung stieg bei Verwendung von 25 bzw. 100 �M MC auf 99,9 

5,3 % (p < 0,01 vs. Aβ25-35 alleine, n = 4) bzw. 97,5  5,0 % (p < 0,05 vs. Aβ25-35 alleine, 

n = 4) der Kontrollzellen. Hingegen hatte MC keinen signifikanten Einfluss auf die MTT-

Reduktion Vehikel-behandelter Zellen (Abb. 3.2B).

Abb. 3.2: Modulation der Wirkung von Aβ25-35 auf die MTT-Reduktion durch Minozyklin
(A) Ko-Inkubation Aβ25-35-behandelter Zellen mit ≥ 25 �M MC erh�hte deren MTT-Reduktions-
verm�gen signifikant (n = 4). Die Formazanbildung wurde auf das Niveau der Vehikel-behandelten 
Kulturen normalisiert. (B) Im Gegensatz dazu hatte MC keinen Einfluss auf die MTT-Reduktion in 
Kontrollzellen (n = 4).

Da von Aβ bereits bekannt ist, dass es die MTT-Reduktion von Zellen beeinflussen kann, 

ohne den Tod der Zellen zu induzieren, wurden zwei weitere Vitalit�ts-Assays durch-

gef�hrt. Tats�chlich zeigte sich, dass eine 24-st�ndige Inkubation mit 10 �M Aβ25-35 keine 

Freisetzung von LDH aus den Zellen in den Extrazellul�rraum bewirkte (Abb. 3.3A). Zu-

s�tzlich wurde mittels Fluoreszenzf�rbung das mitochondriale Membranpotential (Δψm) 

der Zellkulturen bestimmt (Abbn. 3.3B und C). Als Positivkontrolle diente die Inkubation 

der Kulturen mit dem Entkoppler Carbonylzyanid-p-trifluormethoxyphenylhydrazon

(FCCP, 20 �M) bzw. dem Proteinkinase-Inhibitor Staurosporin (STS, 1 �M), der in Zellen 

die Apoptose ausl�st. Sowohl FCCP als auch STS bewirkten einen dramatischen R�ckgang 

von Δψm (jeweils p < 0,001, n = 3). Auch durch Behandlung mit 10 �M Aβ25-35 verringerte 

sich das Membranpotential signifikant (p < 0,05, n = 3). Die Ko-Inkubation der Zellen mit 

25 �M MC konnte diese depolarisierende Wirkung des Aβ25-35 nicht verhindern. Das 

Membranpotential erh�hte sich zwar geringf�gig durch Behandlung mit MC, dieser Effekt 

war jedoch nicht signifikant (p > 0,05, n = 3).
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Abb. 3.3: Einfluss von Aβ25-35 auf die LDH-Freisetzung und das mitochondriale Membran-
potential (Δψm) prim�rer hippokampaler Kulturen
(A) Eine 24-st�ndige Inkubation der Zellen mit bis zu 10 �M Aβ25-35 hatte keinen Effekt auf die LDH-
Freisetzung der Kulturen (n = 3). (B) Hingegen bewirkte dieselbe Behandlung einen signifikanten 
R�ckgang von Δψm, der durch MC nicht verhindert werden konnte (n = 4). (C) Fluoreszenzf�rbung 
zur Bestimmung von Δψm. Dargestellt ist eine Doppelf�rbung der Kulturen mit TMRM (rot) und 
MT Green (gr�n). In den Vehikel-behandelten Zellen war eine starke TMRM-F�rbung zu sehen, die 
darauf hindeutet, dass Δψm in den meisten Zellen intakt war. Hingegen fiel die TMRM-F�rbung in den 
FCCP- bzw. Aβ25-35-behandelten Kulturen deutlich geringer aus. MC hatte keinen Einfluss auf Δψm.
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Zusammengefasst l�sst sich daher sagen, dass eine 24-st�ndige Inkubation prim�rer hippo-

kampaler Kulturen mit Aβ25-35 zwar keine Erh�hung der LDH-Freisetzung bewirkte, das 

mitochondriale Membranpotential der Zellen jedoch verringerte. Im Gegensatz zu den Er-

gebnissen des MTT-Assays konnte allerdings im Fall der Δψm-Bestimmung kein protekti-

ver Effekt von MC festgestellt werden. Welche Mechanismen k�nnten stattdessen der 

normalisierenden Wirkung von MC auf das MTT-Reduktionsverm�gen Aβ25-35-

behandelter Zellen zugrunde liegen?

3.1.2 Minozyklin normalisiert die durch Aβ25-35 beschleunigte Externalisierung 

des MTT-Formazans

Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass Aβ die Externalisierung von MTT-Formazan 

beschleunigen und auf diese Weise die Reduktion von MTT inhibieren kann, ohne die 

Zellvitalit�t zu beeinflussen (Liu und Schubert, 1997; Abe und Saito, 1998). Daher wurde 

im Folgenden gepr�ft, ob dies auch in dem hier gew�hlten Modell der Fall war. Dazu wur-

de morphologisch die Formazan-Bildung in Vehikel- und Aβ25-35–behandelten Zellen beo-

bachtet. Es zeigte sich, dass in Vehikel-behandelten Kulturen selbst nach 2-st�ndiger Inku-

bation mit MTT nur wenige Zellen externalisierte Formazankristalle an ihrer Oberfl�che 

aufwiesen (Abb. 3.4, obere Reihe, durch  markiert). Im Gegensatz dazu lag das gebildete 

Formazan bei den mit 10 �M Aβ25-35 behandelten Kulturen bereits 1 h nach Zugabe des 

MTT fast vollst�ndig extrazellul�r vor (Abb. 3.4, mittlere Reihe). Ko-Inkubation der Zel-

len mit 25 �M MC f�hrte zu einer partiellen Normalisierung der Formazan-

Externalisierung (Abb. 3.4, untere Reihe). In diesem Fall verblieb ein h�herer Anteil an 

Formazan innerhalb der Zellen (durch  markiert).
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Abb. 3.4: Verlauf der MTT-Externalisierung in primären hippokampalen Kulturen
Durchlichtbilder (20x-Objektiv) MTT-behandelter Kulturen vor bzw. 1 sowie 2 h nach Zugabe des 
MTT. In Vehikel-behandelten Zellen (obere Reihe) verblieb das gebildete Formazan fast ausschlie�-
lich intrazellul�r, nur bei wenigen Zellen ist externalisiertes Formazan zu erkennen (). Hingegen 
war das in den Aβ25-35-behandelten Kulturen gebildete Formazan bereits nach 1 h beinahe vollst�ndig 
externalisiert worden (mittlere Reihe). Ko-Inkubation mit MC verlangsamte die Formazan-
Externalisierung der Aβ25-35-behandelten Zellen (untere Reihe). 2 h nach MTT-Zugabe lag ein gro�er 
Anteil des Formazans weiterhin intrazellul�r vor ().

Eine Quantifizierung der Formazan-Externalisierung nach 60-min�tiger Inkubation mit 

MTT ergab, dass zu diesem Zeitpunkt bei lediglich 15,8  3,8 % der Kontrollzellen For-

mazankristalle an der Zelloberfl�che sichtbar waren (Abb. 3.5A). Behandlung der Zellen 

mit 1 �M bzw. 10 �M Aβ25-35 erh�hte diesen Anteil auf 61,5  5,6 % (p < 0,001, n = 3) 

bzw. 76,2  2,5 % (p < 0,001, n = 3). Geringere Aβ25-35-Konzentrationen hatten keinen 

signifikanten Effekt. Ko-Inkubation der Kulturen mit ≥ 5 �M MC bewirkte eine signifikan-

te Verlangsamung der durch Aβ25-35 stimulierten Formazan-Externalisierung (Abb. 3.5B) 

und erh�hte auf diese Weise die MTT-Reduktion der Aβ25-35-behandelten Zellen. Im Ge-

gensatz dazu hatte MC in Kontrollkulturen keinen Einfluss auf die Externalisierung des 

Formazans (jeweils p > 0,05, n = 3; Abb. 3.5C).
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Abb. 3.5: Quantifizierung der Wirkung von 
Aβ25-35 und Minozyklin auf die Formazan-
Externalisierung
(A) Ab einer Konzentration von 1 �M bewirkte 
Aβ25-35 eine signifikante Steigerung der Forma-
zan-Externalisierung (n = 3). (B) Dieser Effekt 
konnte durch MC in Konzentrationen ≥ 5 �M 
abgeschw�cht werden (n = 3). (C) MC hatte kei-
nen Einfluss auf die Formazan-Externalisierung 
Vehikel-behandelter Kulturen (n = 3).

Von Cholesterol ist bekannt, dass es eine �hnliche Wirkung auf die MTT-Formazan-

Externalisierung hat wie die hier von Aβ beobachtete (Liu et al., 1998). Wie in Abbildung 

3.6 dargestellt, f�hrte eine 3-st�ndige Inkubation der Kulturen mit Cholesterol zu einer 

Verminderung der zellul�ren MTT-Reduktion (Abb. 3.6A). W�hrend die Behandlung mit 

10 nM Cholesterol keinen signifikanten Einfluss hatte, sank die MTT-Reduktion bei Ver-

wendung von 0,1 bzw. 1 �M Cholesterol auf 71,3  5,2 % (p < 0,01, n = 4) bzw. 

77,2  2,3 % (p < 0,05, n = 4). Wie im Falle des Aβ25-35 zeigte sich auch hier, dass die 

MTT-Reduktion durch Ko-Inkubation mit MC normalisiert werden kann (Abb. 3.6B). Zel-

len, die mit 100 nM Cholesterol und 25 oder 100 �M MC ko-inkubiert worden waren, bil-

deten �hnliche Mengen an Formazan wie die Vehikel-behandelten Zellen (99,0  5,2 %, 

p < 0,01 bzw. 114,1  6,2 %, p < 0,001, jeweils n = 4).
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Abb. 3.6: Effekt von Cholesterol auf die MTT-Umsetzung primärer Hippokampuskulturen
(A) Die 3-st�ndige Inkubation der Kulturen mit ≥ 0,1 �M Cholesterol (Chol) bewirkte eine signifikan-
te Verringerung der MTT-Reduktion (n = 4). (B) Die durch Cholesterol eingeschr�nkte Formazan-
bildung konnte durch MC (≥ 25�M) normalisiert werden (n = 4).

�hnlich wie bei der Aβ25-35-vermittelten Hemmung der MTT-Reduktion lie� sich auch die 

Wirkung des Cholesterols auf die MTT-Umsetzung der Zellen auf eine Beschleunigung 

der Formazan-Externalisierung zur�ckf�hren (Abbn. 3.7A und B). Es zeigte sich zudem, 

dass MC auch die durch Cholesterol stimulierte Externalisierung des gebildeten Formazans 

zu normalisieren vermag (Abb. 3.7C).
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Abb. 3.7: Effekt von Cholesterol und Minozyklin auf die MTT-Formazan-Externalisierung
Gezeigt sind Durchlichtbilder MTT-behandelter Zellen 1 h nach Zugabe des Farbstoffes. 
(A, B) Deutlich zu sehen sind die erh�hte Formazan-Externalisierung sowie Kristallbildung des MTT 
nach Inkubation der Kulturen mit 100 nM Cholesterol. (C) In mit 25 �M MC behandelten Zellen zeig-
te sich eine weitgehende Normalisierung des Prozesses; das gebildete Formazan verblieb, �hnlich wie 
in den Kontrollkulturen, fast vollst�ndig intrazellul�r.

3.1.3 Minozyklin schützt primäre hippokampale Kulturen nicht vor Aβ25-35-

vermittelter Toxizität

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit die durch MC normalisierte Formazan-

Externalisierung mit einer potentiellen Schutzwirkung des Antibiotikums gegen eine 

Aβ25-35-vermittelte Toxizit�t korreliert. Um diesen Sachverhalt zu kl�ren, sollte im Folgen-

den �berpr�ft werden, ob MC auch den Aβ25-35-induzierten Zelltod aufhalten kann.

Zu diesem Zwecke wurde die Inkubationszeit der Zellkulturen mit Aβ25-35 verl�ngert und 

die Vitalit�t der Zellen in t�glichem Abstand morphologisch �berpr�ft. Es stellte sich her-

aus, dass eine 6-t�gige Inkubation mit 10 �M Aβ25-35 n�tig war, bis klare morphologische 

Ver�nderungen auftraten (siehe auch Abb. 3.10). Zum selben Zeitpunkt konnte zudem ein 

signifikanter Anstieg der LDH-Freisetzung durch Aβ25-35 beobachtet werden (Abb. 3.8A). 

Die Behandlung der Kulturen mit 1 bzw. 10 �M Aβ25-35 bewirkte eine Zunahme der LDH-

Freisetzung auf 110,4  1,1 % (p < 0,05, n = 4) bzw. 124,3  0,8 % (p < 0,001, n = 4) der 

Kontrolle. Auch das mitochondriale Membranpotential war nach 6-t�giger Inkubation mit 

10 �M Aβ25-35 signifikant verringert (p < 0,05, n = 3; Abb. 3.8B).
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Abb. 3.8: LDH-Freisetzung und mitochondriales Membranpotential (Δψm) nach Langzeit-
inkubation mit Aβ25-35
(A) Die 6-t�gige Behandlung der Zellen mit ≥ 1 �M Aβ25-35 f�hrte zu einem signifikanten Anstieg der 
LDH-Freisetzung aus den Kulturen (n = 4). (B) Zu diesem Zeitpunkt bewirkte Aβ25-35 (10 �M) auch 
eine signifikante mitochondriale Depolarisation (n = 4).

Unter Verwendung einer Aβ25-35-Konzentration von 10 �M wurde nun untersucht, inwie-

weit LDH-Freisetzung, Morphologie und Δψm der Aβ25-35-behandelten Kulturen durch MC 

beeinflusst werden. Es zeigte sich, dass eine Ko-Inkubation mit MC die Zellen nicht vor 

den toxischen Wirkungen des Peptides sch�tzen kann. So bewirkte MC im Langzeitmodell 

sogar einen minimalen Anstieg der LDH-Freisetzung (p >> 0,05, n = 4; Abb. 3.9A). Zu-

dem f�hrte eine Behandlung mit MC (25 �M) zu einer geringf�gig st�rkeren Depolari-

sation der Aβ25-35-behandelten Kulturen (p > 0,05, n = 3; Abb. 3.9B).

Abb. 3.9: Effekt von Minozyklin auf die LDH-Freisetzung und das mitochondriale Membran-
potential (Δψm) Aβ25-35-behandelter Zellen
(A) Die durch Aβ25-35 erh�hte LDH-Freisetzung konnte durch MC nicht verringert werden (n = 4). 
(B) Auch die mittels Aβ25-35-Behandlung ausgel�ste mitochondriale Depolarisation wurde durch MC 
nicht aufgehalten (n = 4). Es zeigte sich sogar, dass die Langzeitbehandlung mit 25 �M MC das mito-
chondriale Membranpotential Aβ25-35-behandelter Kulturen weiter absenkt (p > 0,05, n = 3). 
(A, B) Gestrichelte Linien kennzeichnen die LDH-Freisetzung bzw. Δψm der Vehikel-behandelten 
Kontrollen.

Auch morphologisch best�tigte sich die ausbleibende Schutzwirkung von MC gegen�ber 

der Aβ25-35-vermittelten Toxizit�t. Wie in Abbildung 3.10 dargestellt, hatten die Vehikel-

behandelten Zellen zum Zeitpunkt der Untersuchung (9 – 12 DIV) ein charakteristisches 
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dendritisches Netzwerk ausgebildet (Abb. 3.10A). Dieses war in den Aβ25-35-behandelten 

Kulturen fast vollst�ndig aufgel�st (Abb. 3.10B). Ko-Inkubation mit 25 �M MC hatte kei-

nen Einfluss auf die Morphologie der Aβ25-35-behandelten Zellen (Abb. 3.10C).

Abb. 3.10: Phasenkontrastaufnahmen Aβ25-35-behandelter Kulturen nach 6-t�giger Inkubations-
zeit
(A) Nach 9 – 12 days in vitro (DIV) ist in den Vehikel-behandelten Kulturen das dendritische Netz-
werk gut ausgebildet. Wenige tote Zellen sind sichtbar. (B) Nach 6-t�giger Inkubation mit Aβ25-35 ist 
das Netzwerk beinahe vollst�ndig zerst�rt, es sind nur wenige Zellen mit langen Ausl�ufern verblie-
ben. Ein gro�er Teil der Zellen ist abgestorben. (C) Die Ko-Inkubation mit 25 �M MC hatte keinerlei 
protektiven Effekt auf die Morphologie der Aβ25-35-behandelten Zellen.

Obwohl MC die zellul�re MTT-Reduktion nach Aβ25-35-Behandlung wiederherzustellen 

vermochte, konnten also keine protektiven Effekte des Antibiotikums gegen�ber der 

Aβ25-35-vermittelten Neurotoxizit�t beobachtet werden. Um zu kl�ren, ob die fehlende 

Schutzwirkung des MC Aussagen �ber seinen Einfluss auf den �ffnungszustand der mPTP 

erlaubt, sollte zum Abschluss untersucht werden, inwieweit die Aktivierung dieser Pore an 

der Aβ25-35-vermittelten Neurotoxizit�t beteiligt war. Als Referenzsubstanz diente der klas-

sische mPTP-Inhibitor Cyclosporin A (CsA).

Es wurde festgestellt, dass CsA die durch 6-t�gige Behandlung mit 10 �M Aβ25-35 be-

wirkte Erh�hung der LDH-Freisetzung nicht hemmen konnte (p >> 0,05, n = 3; Abb. 3.11

A). Bei der Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials ergab sich sogar, dass 

CsA die depolarisierende Wirkung des Aβ25-35 auf die Mitochondrien signifikant verst�rkte 

(p < 0,05, n = 3; Abb. 3.11B).
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Abb. 3.11: Effekt einer Blockade der mPTP auf die LDH-Freisetzung und das mitochondriale 
Membranpotential (Δψm) Aβ25-35-behandelter Zellen
(A) Behandlung der Zellen mit dem klassischen mPTP-Inhibitor CsA (1 �M) hatte keinen Einfluss auf 
die Aβ25-35-induzierte LDH-Freisetzung (n = 4). (B) Die durch 6-t�gige Behandlung mit Aβ25-35 aus-
gel�ste mitochondriale Depolarisation wurde durch CsA signifikant verst�rkt (p < 0,05, n = 3). 
(A, B) Gestrichelte Linien kennzeichnen die LDH-Freisetzung bzw. Δψm der Vehikel-behandelten 
Kontrolle.

3.2 Effekte von Minozyklin auf isolierte Mitochondrien

Die oben dargestellten Daten zeigen, dass in dem gew�hlten Zellkulturmodell eine Blo-

ckade der mPTP nicht protektiv wirkt. Somit kann aus den Ergebnissen keine Aussage 

�ber die Wirkung des MC auf die mPTP gezogen werden. Die Frage, inwieweit MC den 

�ffnungszustand der mPTP moduliert, sollte daher im Folgenden an isolierten Mitochon-

drien untersucht werden.

3.2.1 Untersuchungen an Lebermitochondrien

Aus Lebergewebe lassen sich Mitochondrien schnell und mit hoher Ausbeute isolieren. 

Zudem sind sie im Vergleich zu Hirnmitochondrien relativ lange haltbar und schwellen 

nach Ca2+-Zugabe deutlich st�rker an. Da die Arbeit mit Hirnmitochondrien recht proble-

matisch ist, werden Lebermitochondrien h�ufig als Modell f�r neurodegenerative Prozesse 

benutzt. Auch in dieser Arbeit wurden daher die Wirkmechanismen von MC auf Mito-

chondrien zun�chst an Lebermitochondrien detailliert untersucht.

3.2.1.1 In Saccharose-Medium verhindert Minozyklin die Ca2+-induzierte Schwellung 

und Cytochrom c-Freisetzung von Rattenlebermitochondrien

Experimente an isolierten Lebermitochondrien werden �blicherweise in Saccharose- (bzw. 

Mannit-) oder KCl-basierten Medien durchgef�hrt. Um zu �berpr�fen, inwieweit die 

kontroversen Ergebnisse bez�glich der Wirkung von MC auf Mitochondrien auf die Be-
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nutzung verschiedener Inkubationsmedien zur�ckzuf�hren sind, sollte der Effekt von MC 

auf Rattenlebermitochondrien (RLM) in der vorliegenden Arbeit in beiden Medien unter-

sucht werden. Im Folgenden sind zun�chst die in Saccharose-Medium erzielten Ergebnisse 

dargestellt.

Der Einfluss von MC auf den �ffnungszustand der mPTP wurde zuerst anhand seiner 

Wirkung auf das Schwellungsverhalten von Mitochondrien getestet. Bei �ffnung der 

mPTP, bspw. durch Zugabe von Ca2+-Ionen, kommt es zu einem Anschwellen der Mito-

chondrien, was sich in einer Abnahme der Absorption bemerkbar macht (Abb. 3.12A). 

Durch Blockade der mPTP mittels CsA l�sst sich diese Schwellung verhindern. Anhand 

dieses Modells sollte nun untersucht werden, wie MC die Ca2+-induzierte mPTP-�ffnung 

beeinflussen kann. Es stellte sich heraus, dass MC in hohen Konzentrationen (≥ 100 �M) 

die durch Ca2+-Ionen hervorgerufene Absorptionsabnahme reduziert. W�hrend in Kontroll-

mitochondrien die Absorption 10 min nach Ca2+-Zugabe auf einen Wert von 56,8  4,7 % 

des Startwertes abgesunken war, betrug dieser Endwert nach Vorinkubation mit 100 �M 

MC 86,7  10,2 % (p < 0,05 vs. Kontrolle, n = 4) und bei Verwendung von 200 �M MC 

114,1  11,4 % (p < 0,001 vs. Kontrolle, n = 4). Die Anwesenheit von 50 �M MC im In-

kubationsmedium beeinflusste die Ca2+-induzierte Schwellung nicht signifikant 

(68,4  6,3 %, p > 0,05 vs. Kontrolle, n = 4). Wichtig ist hierbei anzumerken, dass die Zu-

gabe von MC selbst die Absorption der Mitochondriensuspension nicht ver�nderte (Abb.

3.12B).

Abb. 3.12: Einfluss von Minozyklin auf die Ca2+-induzierte Schwellung von Lebermitochondrien
(A) Die Zugabe von 100 �M Ca2+ zu RLM bewirkte ein starkes Anschwellen der Mitochondrien, wel-
ches sich in einer Absorptionsabnahme der Mitochondriensuspension bemerkbar machte. Die Vorbe-
handlung (5 min) der RLM mit dem mPTP-Inhibitor CsA verhinderte die Ca2+-induzierte Schwellung 
vollst�ndig. Auch MC inhibierte konzentrationsabh�ngig die durch Ca2+ verursachte Absorptions-
abnahme. (B) MC selbst hatte in Konzentrationen bis 200 �M keinen Einfluss auf die Absorption der 
Mitochondriensuspension. Dargestellt sind die Mittelwerte  SEM von 4 Pr�parationen.

Es ist bekannt, dass die Ca2+-induzierte mPTP-�ffnung neben einer Schwellung der Mito-

chondrien auch die Freisetzung des pro-apoptotischen Proteins Cytochrom c aus dem In-
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termembranraum in das Zytosol bewirkt. Um zu �berpr�fen, ob MC diese Translokation 

verhindern kann, wurde mittels Western Blot der Cytochrom c-Gehalt innerhalb der Mito-

chondrien und im Inkubationsmedium bestimmt. Wie in Abbildung 3.13A dargestellt, 

wurde aus Kontrollmitochondrien im Laufe der 30-min�tigen Inkubationszeit kein Cyto-

chrom c freigesetzt; das gesamte Cytochrom c verblieb im Pellet (mitochondriale Frakti-

on). Die Translokation des pro-apoptotischen Faktors konnte jedoch durch Behandlung mit 

100 �M Ca2+ stimuliert werden. Es zeigte sich nun eine deutliche Bande in der extramito-

chondrialen Fraktion (�berstand), w�hrend im Pellet kaum Cytochrom c nachzuweisen 

war. Die Ca2+-induzierte Freisetzung war durch 1 �M CsA inhibierbar (p < 0,001, n = 4). 

MC hatte in hohen Konzentrationen einen �hnlichen Effekt: Die 5-min�tige Vorbehand-

lung mit 100 bzw. 200 �M MC bewirkte eine signifikante Verringerung der Cytochrom c-

Freisetzung auf 34,0  11,0 % bzw. 39,9  6,3 % der Kontrolle (nur Ca2+, jeweils 

p < 0,001, n = 4; Abb. 3.13B).

Abb. 3.13: Modulation der Ca2+-induzierten Cytochrom c-Freisetzung aus isolierten Lebermito-
chondrien durch Minozyklin
(A) Nachweis von Cytochrom c im Pellet sowie �berstand einer Mitochondriensuspension nach Be-
handlung mit Ca2+. Deutlich zu sehen ist, dass das Cytochrom c in Kontrollmitochondrien (keine Ca2+-
Zugabe) beinahe vollst�ndig im Pellet, d.h. innerhalb der Mitochondrien, verblieben ist. Ca2+-Zugabe 
bewirkte eine Translokation in den �berstand, d.h. in den extramitochondrialen Raum. Diese Frei-
setzung des pro-apoptotischen Proteins konnte durch Vorbehandlung mit CsA oder MC verhindert 
werden (repr�sentativer Western Blot, gesamt: 4 Pr�parationen). (B) Die Quantifizierung ergab, dass 
eine Vorbehandlung der Mitochondrien mit CsA oder MC die Ca2+-induzierte Cytochrom c-
Freisetzung signifikant reduzierte (n = 4).

Die Untersuchung von Membranpotential und Ca2+-Aufnahmekapazit�t (Ca2+-retention 

capacity, CRC) der Mitochondrien erfolgte simultan mit Hilfe der Farbstoffe Safranin-O 

(Δψm) sowie Calcium Green (CaG). Abbildung 3.14A soll zun�chst das Versuchsprinzip 

verdeutlichen. 30 s nach Versuchsbeginn wurden dem Medium Mitochondrien zugesetzt. 

Diese nahmen aufgrund ihres Membranpotentials sowohl Ca2+-Ionen als auch einen Teil 

des Safranin-O auf. Es kam daher wegen der Abnahme der extramitochondrialen Ca2+-

Konzentration sowie der Akkumulation des Safranin-O innerhalb der Mitochondrien 
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(Quenching) zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensit�t beider Farbstoffe. Die Zugabe 

von 25 �M Ca2+ f�hrte nun zu einem Anstieg der extramitochondrialen Ca2+-

Konzentration, die sich jedoch aufgrund der Akkumulation �bersch�ssiger Ca2+-Ionen 

durch die Mitochondrien anschlie�end wieder verringerte. Im Zuge dieser Ca2+-Aufnahme 

stieg transient auch die Safranin-O-Fluoreszenz, da die Aufnahme positiver Ladung zu ei-

ner partiellen Depolarisation der Mitochondrien f�hrt. Durch Wirkung der Atmungskette 

konnte die �bersch�ssige positive Ladung wieder heraustransportiert werden und die Mito-

chondrien repolarisierten. Die vierte Zugabe von 25 �M Ca2+ f�hrte dann zu einem Zu-

sammenbruch von Δψm sowie zur Freisetzung von Ca2+-Ionen aus den Mitochondrien. 

Dass dieser Effekt mPTP-vermittelt war, wird in Abb. 3.14B verdeutlicht: CsA-behandelte 

Mitochondrien konnten mehr als 250 �M Ca2+ aufnehmen, das Membranpotential blieb 

intakt.

Abb. 3.14: Fluorometrische Bestimmung von Membranpotential und Ca2+-Aufnahmekapazit�t 
– Versuchsprinzip
Die Bestimmung von Δψm (geschlossene Symbole) und Ca2+-Aufnahmekapazit�t (offene Symbole) 
erfolgte simultan. (A) Zugabe von RLM bewirkte zun�chst aufgrund der Δψm-abh�ngigen Aufnahme 
des Farbstoffes in die Mitochondrien eine drastische Abnahme der Safranin-O-Fluoreszenz. Durch 
Zugabe von Ca2+-Ionen erh�hte sich die extramitochondriale Ca2+-Konzentrationen (CaG-
Fluoreszenz) transient. Mit Aufnahme der �bersch�ssigen Ca2+-Ionen in die Mitochondrien kam es zu 
einer vor�bergehenden Depolarisation der Mitochondrien (Erh�hung der Safranin-O-Fluoreszenz) und 
der extramitochondriale Ca2+-Spiegel sank wieder auf den Ausgangswert. Nach der vierten Zugabe 
von 25 �M Ca2+ brach Δψm jedoch zusammen und das in den Mitochondrien gespeicherte Ca2+ wurde 
freigesetzt. (B) Der Zusammenbruch von Δψm und die damit verbundene Ca2+-Freisetzung lie� sich 
durch CsA inhibieren. Nach Vorbehandlung mit dem mPTP-Hemmstoff konnten die Mitochondrien 
mehr als 250 �M Ca2+ aufnehmen, ohne dass dies eine anhaltende Depolarisation der RLM bewirkte.

Im Folgenden wurde nun der Effekt von MC auf das Membranpotential und die Ca2+-

Aufnahmekapazit�t der Lebermitochondrien �berpr�ft. Wie in Abb. 3.15A dargestellt, be-

wirkte die Zugabe von MC zun�chst eine transiente Abnahme der Safranin-O-Fluoreszenz. 

Bei Verwendung hoher MC-Konzentrationen (≥ 100 �M) folgte ein geringer Anstieg des 

Signals. Die initiale Verminderung der Fluoreszenzintensit�t war auch in Antimycin A-

behandelten Mitochondrien zu beobachten (Abb. 3.15B), also in nicht-atmenden und somit 

vollst�ndig depolarisierten Mitochondrien. Der bei hohen MC-Konzentrationen beobachte-
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te Anstieg der Safranin-O-Fluoreszenz konnte durch solch unspezifische Wirkungen des 

MC jedoch nicht erkl�rt werden, sondern deutet auf eine geringf�gige, durch MC induzier-

te Depolarisation der Mitochondrien hin.

Abb. 3.15: Effekt einer Minozyklin-Behandlung auf das Membranpotential von Lebermito-
chondrien in Saccharose-basiertem Medium
(A) Die Zugabe von MC bewirkte zun�chst eine geringf�gige Abnahme der Safranin-O-Fluoreszenz. 
Bei hohen MC-Konzentrationen (≥ 100 �M) folgte anschlie�end eine langsame Erh�hung des Safra-
nin-O-Signals. (B) Die initial beobachtete Reduktion der Fluoreszenzintensit�t durch MC trat auch in 
Antimycin A-behandelten, d.h. vollst�ndig depolarisierten, Mitochondrien auf. Es l�sst sich daher 
ausschlie�en, dass die Abnahme der Safranin-O-Fluoreszenz auf einer Hyperpolarisation der Mito-
chondrien beruhte. Dargestellt sind repr�sentative Ergebnisse an einer Pr�paration (gesamt: 4 Pr�para-
tionen).

Die Analyse der CaG-Fluoreszenz ergab, dass eine Vorbehandlung der RLM mit MC die 

Ca2+-Aufnahme drastisch reduzierte (Abb. 3.16). Bei Verwendung von 50 bzw. 100 �M 

bewirkte MC einen kompletten Zusammenbruch der Ca2+-Retention, es wurden keine 

Ca2+-Ionen in die Mitochondrien aufgenommen. Nach Vorbehandlung mit niedrigeren 

Konzentrationen des Antibiotikums konnten die Mitochondrien einen Teil der zugegebe-

nen Ca2+-Ionen akkumulieren, aber in deutlich geringerem Ausma� als unbehandelte RLM.
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Abb. 3.16: Einfluss von Minozyklin auf die Ca2+-Aufnahmekapazität von Lebermitochondrien 
in Saccharose-basiertem Medium
Eine Vorbehandlung der Mitochondrien mit MC verringerte die CRC in starkem Ma�e. Selbst bei 
Verwendung einer MC-Konzentration von 10 �M konnten die Mitochondrien nur noch einen geringen 
Anteil der zugegebenen Ca2+-Ionen aufnehmen. Die Versuche erfolgten in Anwesenheit von 200 �M 
ADP und 1 �g/ml Oligomycin im Medium, um eine �ffnung der mPTP zu verhindern. Dargestellt 
sind repr�sentative Ergebnisse an einer Pr�paration (gesamt: 4 Pr�parationen).

Diese Daten zeigen, dass MC das Membranpotential zwar nur geringf�gig beeinflusst, aber 

dennoch die Ca2+-Aufnahme der Mitochondrien stark verlangsamt. Diese Blockade der 

Ca2+-Aufnahme k�nnte auf eine Hemmung des mitochondrialen Ca2+-Uniporters zur�ck-

zuf�hren sein. Um diese Hypothese zu testen, wurde im Folgenden untersucht, wie sich 

Membranpotential und extramitochondriale Ca2+-Konzentration verhalten, wenn MC-

behandelten Mitochondrien externes Ca2+ zugegeben wird. Wie in Abbildung 3.17A dar-

gestellt, brach das mitochondriale Membranpotential isolierter RLM nach Vorbehandlung 

mit 25 �M MC zusammen, sobald 25 �M Ca2+ zugegeben wurden. Im Gegensatz dazu 

wurde Δψm durch Ca2+-Ionen nicht beeinflusst, wenn die Mitochondrien vorab mit Ruthe-

niumrot (RuR), einem Hemmstoff des mitochondrialen Ca2+-Uniporters, behandelt worden 

waren (Abb. 3.17B). Zudem zeigte sich, dass mit 25 �M Ca2+ vorbeladene Mitochondrien 

sofort depolarisierten, sobald MC (25 �M) zugegeben wurde (Abb. 3.17C). �berdies indu-

zierte die MC-Gabe in diesem Fall die Freisetzung des in den Mitochondrien akkumulier-

ten Ca2+. Der mPTP-Inhibitor CsA beeinflusste diese Wirkung des MC nicht (Abb. 3.17D).
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Abb. 3.17: Wechselwirkung von Minozyklin und Ca2+-Ionen auf das Membranpotential und die 
Ca2+-Homöostase von Lebermitochondrien in Saccharose-basiertem Medium
Dargestellt sind die Ergebnisse an einer repr�sentativen Mitochondrienpr�paration (gesamt: 4 Pr�para-
tionen). Geschlossene Symbole kennzeichnen die Safranin-O-Fluoreszenz, offene Symbole die extra-
mitochondriale Ca2+-Konzentration. (A) Nach Behandlung der RLM mit 25 �M MC konnte durch 
Ca2+-Ionen weiterhin eine mitochondriale Depolarisation ausgel�st werden. Bereits die erste Zugabe 
von 25 �M Ca2+ bewirkte einen vollst�ndigen Zusammenbruch von Δψm; diese Depolarisation trat in 
unbehandelten RLM erst bei sehr viel h�heren Ca2+-Konzentrationen auf (vergleiche Abb. 3.14A). 
(B) Hingegen bewirkte eine Behandlung mit Rutheniumrot (RuR), dass Δψm trotz mehrfacher Zugabe 
von Ca2+-Ionen stabil blieb. (C) Mit 25 �M Ca2+ vorbeladene Mitochondrien depolarisierten, sobald 
ihnen MC (25 �M) zugegeben wurde. Zudem induzierte MC die Freisetzung des bereits in den RLM 
akkumulierten Ca2+. (D) Die Wirkung von MC auf Ca2+-beladene RLM war nicht durch CsA modu-
lierbar.

3.2.1.2 In KCl-basiertem Medium induziert Minozyklin eine mitochondriale 

Schwellung, Depolarisation und Cytochrom c-Freisetzung

Nach Charakterisierung der Effekte von MC auf in Saccharose-Medium inkubierte RLM 

sollte die Wirkung des MC nun auch in KCl-basiertem Medium untersucht werden. Wie-

derum wurde zun�chst �berpr�ft, ob MC das Schwellungsverhalten der Mitochondrien be-

einflusst. Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Saccharose-Medium bewirkte die Zugabe 

von MC selbst bereits eine deutliche Schwellung von Lebermitochondrien, wenn diese in 

KCl-Medium suspendiert waren (Abb. 3.18A). Dieser Effekt war dosisabh�ngig und trat ab 

einer Konzentration von ≥ 25 �M auf. Um zu testen, ob die MC-induzierte mitochondriale 

Schwellung auf eine �ffnung der mPTP zur�ckzuf�hren war, wurden die Experimente in 

Anwesenheit des mPTP-Inhibitors CsA (1 �M) wiederholt (Abb. 3.18B). Es zeigte sich, 

dass CsA die durch 100 �M MC induzierte Schwellung nicht verhindern konnte. W�hrend 
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in Abwesenheit des mPTP-Inhibitors die Zugabe von 100 µM MC eine Absorptionsab-

nahme auf 72,0  4,8 % bewirkte, betrug dieser Endwert nach Vorinkubation mit CsA 

82,7  8,7 % (p > 0,05, n = 3). Auch die beiden weiteren getesteten mPTP-Inhibitoren 

Bongkreksäure (BA; 76,9  13,4 %; p > 0,05, n = 3) und Ro 68-3400 (60,1  1,5 %; 

p > 0,05, n = 3) inhibierten die durch MC hervorgerufene Schwellung nicht (Abb. 3.18B). 

Zum Vergleich zeigen die Abbildungen 3.18C und D die Ca2+-induzierte, d.h. mPTP-

vermittelte, Schwellung von Lebermitochondrien. Diese war durch 1 µM CsA komplett 

blockierbar (Abb. 3.18D), ebenso durch 1 µM Ro 68-3400 (mPTP-Inhibitor, der an den 

VDAC angreift). Die Vorbehandlung der Mitochondrien mit 20 µM BA (inhibiert die 

mPTP durch Stabilisierung des ANT) konnte die Ca2+-induzierte Schwellung nicht voll-

ständig blockieren, verlangsamte sie aber deutlich. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 

dass die MC-induzierte Schwellung der Lebermitochondrien im Gegensatz zur Ca2+-

induzierten nicht auf eine Öffnung der mPTP zurückzuführen war.

Abb. 3.18: Vergleich von Minozyklin- und Ca2+-induzierter Schwellung und Wirksamkeit ver-
schiedener mPTP-Inhibitoren
(A) In KCl-basiertem Medium bewirkte die Zugabe von MC zu RLM eine konzentrationsabhängige 
Absorptionsabnahme (n = 5). (B) Diese war durch die mPTP-Hemmstoffe CsA, Bongkreksäure (BA) 
sowie Ro 68-3400 nicht inhibierbar (n = 5). (C, D) Im Gegensatz zur MC-induzierten Schwellung war 
die durch Ca2+-Ionen verursachte Absorptionsabnahme durch alle drei Inhibitoren zu blockieren 
(n = 3).

Auch die Phosphatabhängigkeit der MC-induzierten Schwellung unterstützt diese An-

nahme: Wie in Abbildung 3.19A zu sehen, war die MC-induzierte Absorptionsabnahme 

maximal in Abwesenheit von Phosphat und verringerte sich mit steigender Phosphat-

konzentration. Hingegen ergab sich bei Untersuchung der Ca2+-induzierten Schwellung, 

dass diese bei höheren Phosphatkonzentrationen ausgeprägter war. In Abwesenheit an-
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organischen Phosphates bewirkte die Zugabe von Ca2+-Ionen hingegen nur eine geringe 

Absorptionsabnahme (Abb. 3.19B).

Abb. 3.19: Vergleich der Phosphatabhängigkeit von Minozyklin- und Ca2+-induzierter Schwel-
lung von Lebermitochondrien
(A) Die MC-induzierte Schwellung war maximal in Abwesenheit von Phosphat und verringerte sich 
mit steigender Phosphatkonzentration im Medium (n = 3). (B) Im Gegensatz dazu steigerte sich das 
Ausmaß der durch 100 µM Ca2+ verursachten Schwellung mit steigender Phosphatkonzentration 
(n = 5). Die Abwesenheit von Phosphationen im Medium blockierte die Ca2+-induzierte Schwellung 
fast vollständig.

Von Interesse war nun die Frage, ob die Verursachung mPTP-unabhängiger mitochondria-

ler Schwellung eine spezifische Eigenschaft des MC ist oder ob andere Tetrazykline die-

selbe Wirkung haben. Es zeigte sich, dass Tetrazyklin selbst in Konzentrationen bis 1 mM 

die Absorption einer Mitochondriensuspension nicht änderte (Abb. 3.20). Hingegen indu-

zierte Sanzyklin, das dem MC strukturell näher verwandt ist, ebenfalls eine mitochondriale 

Schwellung. Chloramphenicol, ein Antibiotikum einer anderen Wirkstoffklasse, verursach-

te keine Absorptionsabnahme.
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Abb. 3.20: Einfluss verschiedener Antibiotika auf das Schwellungsverhalten isolierter Leber-
mitochondrien in KCl-basiertem Medium
(A) In einer Konzentration von 100 µM veränderten Chloramphenicol (CA) und Tetrazyklin (TC) die 
Absorption einer Mitochondriensuspension nicht. Im Gegensatz dazu zeigte Sanzyklin (SC) ein ähn-
liches Verhalten wie MC: Es induzierte eine starke mitochondriale Schwellung (jeweils n = 4). (B) 
Die Konzentrationsreihe zeigt, dass CA und TC bis zu einer Konzentration von 1 mM keine Absorp-
tionsabnahme bewirkten. Im Gegensatz dazu glich die Konzentrationsabhängigkeit der SC-induzierten 
Schwellung der des MC (jeweils n = 4).

Um zu überprüfen, inwieweit die MC-induzierte Schwellung mit einer Translokation von 

Cytochrom c verbunden ist, wurde im Folgenden der Effekt von Ca2+-Ionen sowie MC auf 

die Freisetzung dieses pro-apoptotischen Proteins aus isolierten Mitochondrien untersucht. 

Ähnlich wie in Saccharose-basiertem Medium (Abb. 3.13A) zeigte sich auch hier, dass das 

Cytochrom c in unbehandelten Mitochondrien fast vollständig in der mitochondrialen 

Fraktion (Pellet) verbleibt (Abb. 3.21). Durch Zugabe von Ca2+-Ionen konnte die Trans-

lokation des Proteins in den Überstand induziert werden; CsA blockierte diesen Prozess. 

Inkubation der Mitochondrien mit 100 µM MC verursachte ebenfalls eine Freisetzung von 

Cytochrom c aus den Mitochondrien. In Übereinstimmung mit der MC-induzierten 

Schwellung war dieser Effekt jedoch nicht durch CsA blockierbar.



ERGEBNISSE

55

Abb. 3.21: Cytochrom c-Freisetzung durch Ca2+-Ionen und Minozyklin in KCl-basiertem Medi-
um
In Kontrollmitochondrien (keine Ca2+-Zugabe) verblieb das Cytochrom c beinahe vollständig im Pel-
let, also intramitochondrial. Ca2+-Zugabe bewirkte eine Translokation in die extramitochondriale 
Fraktion. Diese Freisetzung des pro-apoptotischen Proteins konnte durch Vorbehandlung mit CsA 
verhindert werden und war demnach mPTP-vermittelt. Auch durch Behandlung der RLM mit 100 µM 
MC wurde eine Translokation von Cytochrom c induziert. Im Gegensatz zur Ca2+-abhängigen Cyto-
chrom c-Freisetzung war diese jedoch nicht durch CsA blockierbar (repräsentative Daten aus einer 
Mitochondrienpräparation, gesamt: 5 Präparationen)

Der Verlust von Cytochrom c aus MC-behandelten RLM könnte dazu führen, dass auch 

die Funktion der mitochondrialen Atmungskette beeinträchtigt wird. Um diesen Sach-

verhalt zu überprüfen, wurde das MTT-Reduktionsvermögen der isolierten Mitochondrien 

untersucht. Es zeigte sich, dass MC konzentrationsabhängig die MTT-Reduktion isolierter 

RLM inhibiert (Abb. 3.22). Die Formazanbildung sank durch Behandlung mit 10, 25, 50 

bzw. 100 µM MC auf 89,6  3,4 % (p < 0,05, n = 5), 70,9  10,6 % (p > 0,05, n = 5), 

53,0  6,7 % (p < 0,01, n = 5) bzw. 47,3  6,5 % (p < 0,01, n = 5) der Kontrolle. Interes-

santerweise hatte MC keinen Effekt auf die MTT-Reduktion, wenn die Mitochondrien in 

Saccharose-basiertem Medium inkubiert worden waren (Abb. 3.22).

Abb. 3.22: Effekt von Minozyklin auf die MTT-Reduktion isolierter Lebermitochondrien in 
KCl- und Saccharose-basiertem Medium
MC verringerte die Fähigkeit der RLM, MTT zu Formazan zu reduzieren, wenn diese in KCl-
basiertem Medium suspendiert worden waren. Im Gegensatz dazu zeigte sich kein solcher Effekt bei 
Inkubation der Mitochondrien in Saccharose-basiertem Medium (n = 5).

Die bisher erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass MC eine toxische Wirkung auf 

Mitochondrien hat, insbesondere, wenn diese in einem ionischen, also physiologischeren 

Medium inkubiert werden. Der schädliche Effekt ließ sich jedoch nicht durch eine Öffnung 

der mPTP erklären. Um Hinweise auf die zugrunde liegenden Mechanismen zu erhalten, 
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wurde im Folgenden der Einfluss von MC auf Δψm sowie die mitochondriale Ca2+-

Aufnahmekapazit�t untersucht.

Wie in Abbildung 3.23A dargestellt, kam es nach Zugabe von 100 �M MC zu einem 

starken Anstieg der Safranin-O-Fluoreszenz. Diese MC-induzierte Verringerung des mito-

chondrialen Membranpotentials war deutlich ausgepr�gter als die in Saccharose-Medium 

beobachtete Depolarisation (vergl. Abb. 3.15). So gen�gte eine MC-Konzentration von 

10 �M, um einen (verz�gerten) Anstieg der Safranin-O-Fluoreszenz zu bewirken. Wieder-

um hatte die Vorbehandlung der Mitochondrien mit dem mPTP-Inhibitor CsA keinen Ein-

fluss auf die MC-induzierte Depolarisation (Abb. 3.23B).

Abb. 3.23: Einfluss von Minozyklin auf das Membranpotential von Lebermitochondrien in KCl-
basiertem Medium
(A) In KCl-basiertem Medium bewirkte die Zugabe von MC eine deutliche Steigerung der Safra-
nin-O-Fluoreszenz, was auf eine Depolarisation der RLM hindeutet. Dieser Effekt des MC trat bereits 
– wenn auch verz�gert – ab einer Konzentration von 10 �M auf. (B) Die durch MC hervorgerufene 
Absenkung von Δψm war durch CsA nicht blockierbar. Dargestellt sind repr�sentative Daten an einer 
Mitochondrienpr�paration (gesamt: 4 Pr�parationen).

Im Anschluss wurde �berpr�ft, ob MC die Ca2+-Hom�ostase der Mitochondrien moduliert. 

Es zeigte sich, dass MC die mitochondriale Aufnahme extern zugegebener Ca2+-Ionen in 

starkem Ma�e beeintr�chtigt. Kontrollmitochondrien konnten mehr als 150 �M Ca2+ auf-

nehmen (Abb. 3.24). Hingegen f�hrte bei mit ≥ 10 �M MC behandelten Mitochondrien 

schon die erste Zugabe von 25 �M Ca2+ zu einem starken Anstieg der extramitochondria-

len Ca2+-Konzentration. Bereits die Anwesenheit geringer Konzentrationen an MC bewirk-

te demnach, dass die Mitochondrien nicht mehr in der Lage waren, externes Ca2+ zu akku-

mulieren.
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Abb. 3.24: Effekt von Minozyklin auf die Ca2+-Aufnahmekapazität von Lebermitochondrien in 
KCl-basiertem Medium
Nach Vorinkubation mit MC (≥ 10 �M) waren die Mitochondrien nicht mehr in der Lage, zugegebene 
Ca2+-Ionen aufzunehmen. Hingegen konnten die unbehandelten Kontrollmitochondrien mehr als 
150 �M Ca2+ aufnehmen, ohne dass es zu einer Freisetzung der akkumulierten Ca2+-Ionen kam. Die 
Versuche erfolgten in Anwesenheit von 200 �M ADP und 1 �g/ml Oligomycin im Medium, um eine 
�ffnung der mPTP zu verhindern. Dargestellt sind repr�sentative Daten an einer Mitochondrien-
pr�paration (gesamt: 4 Pr�parationen).

3.2.1.3 Minozyklin erhöht die Leitfähigkeit der inneren Mitochondrienmembran für 

Na+-, K+- sowie Cl--Ionen

Zusammengefasst ergaben die bisherigen Experimente, dass MC die Ca2+-Aufnahme in 

Mitochondrien unabh�ngig vom benutzten Inkubationsmedium hemmt. In Saccharose-

Medium verhinderte dies die Ca2+-induzierte Schwellung und Cytochrom c-Freisetzung 

aus den Mitochondrien. Wurden die Mitochondrien hingegen in KCl-basiertem Medium 

inkubiert, so traten diese vermeintlich protektiven Wirkungen des MC nicht auf. In diesem 

Falle war eine starke MC-induzierte Schwellung, Depolarisation und Cytochrom c-

Freisetzung zu beobachten. Eine �ffnung der mPTP spielte bei der MC-induzierten Sch�-

digung jedoch keine Rolle. Es stellte sich nun die Frage, wie die unterschiedliche Wirkung 

von MC auf Lebermitochondrien in den beiden verwendeten Inkubationsmedien zu er-

kl�ren ist.

Problematisch im Hinblick auf die Interpretation der Daten war dabei zun�chst, dass die 

beiden verwendeten Medien sich in Tris- und EGTA-Konzentrationen unterschieden. Es 

sollte daher vorab anhand des Schwellungsverhaltens �berpr�ft werden, ob einer dieser 

Parameter f�r die ungleiche Wirkung des MC in den beiden Medien verantwortlich ist. Zu 

diesem Zwecke wurde ein Medium hergestellt, welches mit dem KCl-Medium identisch 

war, in dem aber 125 mM KCl durch 250 mM Saccharose ersetzt worden war (siehe 2.1.3). 

Es zeigte sich, dass MC auch in diesem Medium keine Schwellung verursachte (Abb. 3.25

).
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Abb. 3.25: Einfluss von Minozyklin auf das Schwellungsverhalten von Lebermitochondrien in 
modifiziertem Saccharose-basierten Medium
RLM wurden in einem modifizierten Saccharose-basierten Medium inkubiert. Dieses entsprach in sei-
ner Zusammensetzung dem KCl-basierten Medium, allerdings waren 125 mM KCl durch 250 mM 
Saccharose ersetzt worden. In diesem modifizierten Saccharose-Medium induzierte MC in Konzentra-
tionen bis 100 µM keine Schwellung der RLM (n = 4).

Tatsächlich schien also die Anwesenheit von K+- und Cl--Ionen für die verstärkt toxischen 

Effekte des MC in KCl-basiertem Medium verantwortlich zu sein. Die in diesem Medium 

beobachtete Schwellung der Mitochondrien nach MC-Gabe deutet darauf hin, dass MC die 

Leitfähigkeit der inneren Mitochondrienmembran für K+- und Cl--Ionen erhöht. Es stellte 

sich daher nun die Frage, ob diese Wirkung des MC spezifisch für diese beiden Ionen ist 

oder ob MC auch die Leitfähigkeit für andere Ionen erhöhen kann. Um diesen Sachverhalt 

zu klären, wurden die Mitochondrien in verschiedenen Medien inkubiert und das Schwel-

lungsverhalten nach MC-Zugabe beobachtet (Abb. 3.26). Es zeigte sich, dass MC in NaCl-

basiertem Medium eine ähnliche Schwellung der Mitochondrien bewirkte wie in KCl-

basiertem Medium. Im Gegensatz dazu war die durch MC ausgelöste Schwellung in Cho-

linchlorid- oder Kaliumgluconat-basiertem Medium deutlich schwächer ausgeprägt 

(Abb. 3.26A). Die statistische Auswertung der Maximalgeschwindigkeit der Absorptions-

abnahme ergab, dass diese in Cholinchlorid- und Kaliumgluconat-basiertem Medium signi-

fikant verringert war (jeweils p < 0,001, n = 3; Abb. 3.26B).
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Abb. 3.26: Abhängigkeit der Minozyklin-induzierten Schwellung von der Ionenzusammen-
setzung des Mediums
(A) In NaCl-basiertem Medium zeigte sich eine MC-induzierte Schwellung, die mit der in KCl-
basiertem Medium beobachteten identisch war. Hingegen war die durch MC ausgelöste Absorptions-
abnahme deutlich geringer ausgeprägt, wenn die RLM in Cholinchlorid- oder Kaliumgluconat- (Kglu-
conat-) basiertem Medium suspendiert worden waren (n = 3). (B) Die statistische Auswertung ergab, 
dass die MC-induzierte Schwellung in Cholinchlorid- sowie KGluconat-Medium signifikant langsa-
mer erfolgte als in KCl-basiertem Medium. Zwischen KCl- und NaCl-basiertem Medium war hin-
gegen kein Unterschied festzustellen (n = 3).

3.2.1.4 Minozyklin induziert eine drastische Verringerung der intramitochondrialen 

Mg2+-Konzentration

Wie lässt sich die aktivierende Wirkung des MC auf die verschiedenen Ionenleitfähig-

keiten erklären? Tetrazykline sind in der Lage, Mg2+-Ionen zu komplexieren 

(Durckheimer, 1975). Mg2+ wirkt in der mitochondrialen Matrix als Inhibitor zahlreicher 

Ionentransportmechanismen; eine Verringerung der endogenen Mg2+-Konzentration wirkt 

daher aktivierend auf diese Kanäle. Könnte eine Verringerung der intramitochondrialen 

Mg2+-Konzentration auch der in der vorliegenden Arbeit beobachteten MC-induzierten 

Schwellung zugrunde liegen? 

Der Einfluss von MC auf die endogene Mg2+-Konzentration wurde fluorometrisch mit 

Hilfe des Mg2+-sensitiven Farbstoffes Magnesium Green (MgG) untersucht. Der Farbstoff 

wurde als membrangängiger Acetoxymethylester verwendet und zeigt daher die Mg2+-

Konzentration innerhalb der Mitochondrien an. Wurden RLM in KCl-basiertem Medium 

inkubiert, so zeigte sich nach MC-Gabe eine konzentrationsabhängige Verringerung des 

intramitochondrialen Mg2+-Gehaltes (Abb. 3.27). Bei einer Konzentration von 200 µM hat-

te MC einen ähnlichen Effekt wie 1 µM A23187, ein Ca2+- und Mg2+-Ionophor (Reed und 

Lardy, 1972).
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Abb. 3.27: Einfluss von Minozyklin auf die intramitochondriale Mg2+-Konzentration in KCl-
basiertem Medium
MC induzierte konzentrationsabhängig eine deutliche Abnahme der MgG-Fluoreszenz von in KCl-
basiertem Medium suspendierten RLM. Dies weist auf eine Verringerung der intramitochondrialen 
Mg2+-Konzentration durch MC hin. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse an einer Mitochon-
drienpräparation (gesamt: 4 Präparationen).

Da MC in KCl-basiertem Medium eine mitochondriale Schwellung verursachte, bestand 

die Möglichkeit, dass die beobachtete Abnahme der endogenen Mg2+-Konzentration ledig-

lich auf eine Vergrößerung des mitochondrialen Volumens zurückzuführen war. Daher 

wurde der Einfluss von MC auf die MgG-Fluoreszenz auch in Saccharose-basiertem Me-

dium untersucht. Obwohl in diesem Fall keine Schwellung zu beobachten war (siehe Abb.

3.12B oben), hatte die MC-Gabe eine Verringerung der intramitochondrialen Mg2+-

Konzentration zur Folge (Abb. 3.28A). Der Effekt war dem in KCl-basiertem Medium 

beobachteten ähnlich, es traten keine signifikanten Unterschiede auf (jeweils p > 0,05, 

n = 4, t-Test; Abb. 3.28B). Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass die MC-induzierte Ver-

ringerung der endogenen Mg2+-Konzentration nicht nur eine Folge der mitochondrialen 

Schwellung und einer damit verbundenen Verdünnung des intramitochondrialen Mg2+ sein 

kann.
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Abb. 3.28: Einfluss von Minozyklin auf die intramitochondriale Mg2+-Konzentration in Saccha-
rose-basiertem Medium
(A) Auch in Saccharose-basiertem Medium verursachte die Zugabe von MC zu RLM eine deutliche 
Abnahme der intramitochondrialen Mg2+-Konzentration. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse an 
einer Mitochondrienpräparation (gesamt: 4 Präparationen). (B) Die statistische Analyse ergab, dass 
die Effekte von MC auf die MgG-Fluoreszenz in beiden Medien vergleichbar waren; es traten keine 
signifikanten Unterschiede auf. Dargestellt ist die MgG-Fluoreszenz 3 min nach Zugabe des MC 
(n = 4).

Einen weiteren Hinweis darauf, dass die Verringerung der endogenen Mg2+-Konzentration 

kausal mit der MC-induzierten Schwellung verbunden war, ergab sich aus Experimenten 

mit Tetrazyklin (TC), das sich vom MC durch eine fehlende Dimethylaminogruppe unter-

scheidet (siehe Abb. 1.1). Wie bereits oben dargestellt (siehe Abb. 3.20), induzierte TC 

keine Schwellung von RLM in KCl-basiertem Medium. Entsprechend ergab sich bei der 

Untersuchung der MgG-Fluoreszenz, dass TC im Vergleich zum MC eine deutlich gerin-

gere Wirkung auf den intramitochondrialen Mg2+-Gehalt ausübt (Abb. 3.29A). So bewirkte 

MC in einer Konzentration von 100 µM eine Verringerung der MgG-Fluoreszenz um 

60,0  10,2 % der A23187-induzierten Abnahme, während die gleiche Konzentration an 

TC die Fluoreszenz nur um 13,4  11,5 % reduzierte (p < 0,05, n = 4, t-Test; Abb. 3.29B).

Abb. 3.29: Einfluss von Tetrazyklin auf die intramitochondriale Mg2+-Konzentration von Le-
bermitochondrien in KCl-basiertem Medium
(A) Tetrazyklin (TC) bewirkte nur eine geringe Abnahme der MgG-Fluoreszenz. Dargestellt sind re-
präsentative Ergebnisse an einer Mitochondrienpräparation (gesamt: 4 Präparationen). (B) Die quanti-
tative Bestimmung (3 min nach Zugabe des MC/TC) ergab, dass die durch TC induzierte Verringe-
rung der intramitochondrialen Mg2+-Konzentration deutlich geringer ausgeprägt war als die durch MC 
verursachte Abnahme.

Getestet wurde zudem, ob eine Erhöhung der Mg2+-Konzentration im Medium die MC-

induzierte Schwellung und Depolarisation zu modulieren vermag. Es zeigte sich, dass eine 
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Verzehnfachung der extramitochondrialen Mg2+-Konzentration die MC-vermittelte Ab-

sorptionsabnahme zumindest deutlich verlangsamt (Abb. 3.30A). Auch die von MC verur-

sachte Depolarisation wurde durch Mg2+ aufgehalten (Abb. 3.30B).

Abb. 3.30: Einfluss der Mg2+-Konzentration im Medium auf die Minozyklin-induzierte Schwel-
lung und Depolarisation von Rattenlebermitochondrien
(A) Eine Erhöhung der Mg2+-Konzentration im Medium bewirkte eine deutliche Verlangsamung der 
durch MC induzierten Schwellung (n = 4). (B) Ebenso wurde die MC-vermittelte Depolarisation 
durch Mg2+ moduliert. Dargestellt sind repräsentative Ergebnisse an einer Mitochondrienpräparation 
(gesamt: 4 Präparationen).

Diese Daten unterstützen die Hypothese, dass die durch MC induzierte Abnahme der 

intramitochondrialen Mg2+-Konzentration das Anschwellen der Mitochondrien verursach-

te. Es sollte daher im Folgenden überprüft werden, ob eine pharmakologische Blockade der 

durch Mg2+ regulierten Ionentransporter (IMAC, K+-Uniporter) Einfluss auf die durch MC-

Behandlung hervorgerufene Schwellung in KCl-basiertem Medium hat.

3.2.1.5 Die Blockade des mitochondrialen K+-Uniporters oder des inner membrane 

anion channel verringert die MC-induzierte Schwellung in KCl-basiertem 

Medium

Die Inhibierung des IMAC durch Tributylzinnchlorid (TBT, 1 µM) verursachte zunächst 

selbst eine mitochondriale Schwellung (Abb. 3.31A). Die anschließende Zugabe von MC 

(100 µM) induzierte jedoch keine weitere Absorptionsabnahme. Im Vergleich zu unbehan-

delten RLM sank die Maximalgeschwindigkeit der durch MC induzierten Schwellung 

durch TBT von 28,2  3,6 auf 13,5  0,5 (p < 0,05, n = 3; Abb. 3.31B). Auch durch Di-

zyklohexylcarbodiimid (DCCD, 1 µM), einen (unspezifischen) Hemmstoff des mito-

chondrialen K+-Uniporters, konnte die MC-induzierte Schwellung reduziert werden 

(Abb. 3.31C). Die Maximalgeschwindigkeit der Absorptionsabnahme sank hierbei von 

28,0  3,6 auf 16,6  2,0 (p < 0,05, n = 3; Abb. 3.31D). Diese Daten lassen darauf schlie-
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ßen, dass die MC-induzierte Schwellung zumindest teilweise auf eine Öffnung von K+-

Uniporter und IMAC zurückzuführen war.

Abb. 3.31: Einfluss einer Blockade von mitochondrialem K+-Uniporter bzw. des IMAC auf die 
Minozyklin-induzierte Schwellung von Lebermitochondrien
(A) Der IMAC-Hemmstoff Tributylzinnchlorid (TBT, 1 µM) bewirkte bereits selbst eine rapide Ab-
sorptionsabnahme. Wurde den so behandelten RLM im Anschluss MC zugegeben (100 µM), induzier-
te dies kein weiteres Anschwellen der Mitochondrien (n = 4). (B) In Anwesenheit von TBT war die 
Maximalgeschwindigkeit der Schwellung signifikant reduziert (n = 4). (C, D) Vorbehandlung der 
RLM mit 1 µM DCCD (inhibiert u.a. den mitochondrialen K+-Uniporter) verringerte die MC-
induzierte Schwellung signifikant (n = 3).

Der mitochondriale K+-Uniport wird unter anderem vom ATP-abhängigen K+-Kanal 

(mitoKATP-Kanal) vermittelt. Um zu testen, ob der mitoKATP-Kanal an der MC-induzierten 

Schwellung beteiligt ist, wurde der Effekt des mitoKATP-Kanal-Inhibitors 

5-Hydroxydekanoat (5-HD) überprüft. Wie in Abbildung 3.32 dargestellt, bewirkte die 

Vorbehandlung der Mitochondrien mit 50 oder 500 µM des Hemmstoffes keine Modula-

tion der MC-induzierten Schwellung.



ERGEBNISSE

64

Abb. 3.32: Einfluss einer Inhibierung des mitoKATP-Kanals auf die Minozyklin-induzierte 
Schwellung
Eine Blockade des mitoKATP-Kanals durch 5-HD hatte keine modulatorische Wirkung auf die durch 
MC verursachte Absorptionsabnahme (n = 3).

3.2.2 Untersuchungen an Hirnmitochondrien

Zum Abschluss galt es nun zu überprüfen, inwieweit sich die an Lebermitochondrien ge-

wonnenen Ergebnisse auf Hirnmitochondrien (rat brain mitochondria, RBM) übertragen 

lassen. Die Gewinnung von RBM ist bei geringer Ausbeute sehr zeitaufwendig. Daher be-

schränkten sich die Untersuchungen an RBM auf das Schwellungsverhalten, das Mem-

branpotential sowie die Ca2+-Aufnahmekapazität nach Behandlung mit MC.

Zugabe von Ca2+-Ionen zu nicht-synaptischen RBM bewirkte eine rapide Abnahme der 

Absorption (Abb. 3.33). Im Vergleich zu RLM (siehe Abb. 3.12) war diese jedoch deutlich 

geringer ausgeprägt. Ein weiterer Unterschied zu RLM zeigte sich in der CsA-Sensitivität 

der Ca2+-induzierten Schwellung. Während die Absorptionsabnahme von RLM durch 

1 µM CsA komplett blockierbar war, wurde die Schwellung der RBM durch CsA nur ver-

zögert. Die Maximalgeschwindigkeit der Absorptionsabnahme reduzierte sich in Anwe-

senheit von CsA von 14,5  0,7 auf 5,3  0,2 (p < 0,001, n = 12, t-Test).
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Abb. 3.33: Schwellungsverhalten isolierter Rattenhirnmitochondrien in KCl-basiertem Medium
(A) Durch Ca2+-Zugabe zu einer Suspension isolierter RBM lie� sich eine Absorptionsabnahme indu-
zieren. Diese Schwellung war durch 1 �M CsA nicht komplett blockierbar, verlangsamte sich aber in 
Anwesenheit des mPTP-Inhibitors deutlich (n = 12). (B) Statistische Auswertung der Maximal-
geschwindigkeit der Absorptionsabnahme (n = 12).

Im Folgenden sollte die Wirkung von MC auf das Schwellungsverhalten der RBM unter-

sucht werden. In KCl-basiertem Medium zeigte sich, dass MC selbst die Absorption der 

RBM kaum ver�ndert. Erst ab einer Konzentration von 100 �M induzierte MC ein langsa-

mes Anschwellen der Mitochondrien (Abb. 3.34A). Die Vorbehandlung der RBM mit MC 

bewirkte zudem eine partielle Hemmung der Ca2+-induzierten Schwellung (Abb. 3.34B). 

Dieser Effekt war jedoch nicht signifikant. Die Anwesenheit von 50 �M MC im Medium 

verringerte die Maximalgeschwindigkeit der Absorptionsabnahme von 13,5  1,7 auf 

7,8  0,3 (p > 0,05, n = 4).

Abb. 3.34: Wirkung von Minozyklin auf das Schwellungsverhalten isolierter Hirnmitochondrien 
in KCl-basiertem Medium
(A) Die Zugabe von MC in Konzentrationen ≤ 50 �M induzierte keine Schwellung von in KCl-
basiertem Medium inkubierten RBM. Bei h�heren Konzentrationen bewirkte MC eine langsame Ab-
sorptionsabnahme (n = 6). (B) MC verringerte geringf�gig die durch Ca2+-Zugabe induzierte Schwel-
lung von RBM. Dieser Effekt war jedoch nicht signifikant (n = 4).

Auch das Membranpotential und die Ca2+-Aufnahmekapazit�t von RBM wurden unter-

sucht. Abbildung 3.35 zeigt zun�chst den Effekt von Ca2+-Ionen auf Δψm und die extra-

mitochondriale Ca2+-Konzentration. In KCl-basiertem Medium inkubierte, unbehandelte 

RBM konnten 50 �M Ca2+ aufnehmen, ohne dass es zu einem Zusammenbruch von Δψm

kam (Abb. 3.35A). Nach Vorbehandlung der Mitochondrien mit 1 �M CsA kam es erst 
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nach der vierten Zugabe von 25 �M Ca2+ zu einer Depolarisation (Abb. 3.35B). In Saccha-

rose-basiertem Medium konnten die Mitochondrien geringf�gig mehr Ca2+-Ionen aufneh-

men (Abb. 3.35C, D).

Abb. 3.35: Messung von Ca2+-Aufnahmekapazität und Membranpotential an Hirnmito-
chondrien
Dargestellt sind repr�sentative Daten an einer Mitochondrienpr�paration (gesamt: 3 Pr�parationen). 
Geschlossene Symbole kennzeichnen die Safranin-O-Fluoreszenz, offene Symbole stellen die extra-
mitochondriale Ca2+-Konzentration dar. (A) In KCl-basiertem Medium inkubierte RBM konnten 
50 �M Ca2+ aufnehmen, ohne dass es zu einer Depolarisation kam. Die dritte Zugabe von 25 �M Ca2+

f�hrte zu einem Zusammenbruch von Δψm. (B) Die Ca2+-Aufnahmekapazit�t konnte durch CsA ge-
ringf�gig gesteigert werden. (C) Bei in Saccharose-Medium suspendierten RBM waren 100 �M Ca2+

n�tig, um eine komplette Depolarisation auszul�sen. (D) Auch in Saccharose-basiertem Medium er-
h�hte CsA die Ca2+-Aufnahmekapazit�t.

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit MC das Membranpotential und die Ca2+-Aufnahme 

der RBM beeinflusst. Im Gegensatz zu den Ergebnissen an RLM stellte sich hierbei her-

aus, dass MC selbst in Konzentrationen bis 100 �M weder in KCl- noch in Saccharose-

basiertem Medium eine Depolarisation verursacht (Abb. 3.36). Jedoch konnte in beiden 

F�llen eine drastische Reduzierung der Ca2+-Aufnahmekapazit�t durch MC beobachtet 

werden: Eine Konzentration von 10 �M MC war ausreichend, um die Aufnahme zugege-

bener Ca2+-Ionen in die Mitochondrien vollst�ndig zu hemmen. Zudem bewirkte Ca2+

(25 �M) in MC-behandelten Mitochondrien einen vollst�ndigen Zusammenbruch des mito-

chondrialen Membranpotentials. Dieser Effekt war im Saccharose-Medium geringf�gig 

weniger stark ausgepr�gt; die Depolarisation verlief langsamer (Abb. 3.36C).
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Abb. 3.36: Effekt von Minozyklin auf die Ca2+-Aufnahmekapazität und das Membranpotential 
isolierter Hirnmitochondrien in KCl- und Saccharose-basiertem Medium
Dargestellt sind repr�sentative Ergebnisse an einer Mitochondrienpr�paration (gesamt: 
3 Pr�parationen). Geschlossene Symbole kennzeichnen die Safranin-O-Fluoreszenz, offene Symbole 
stellen die extramitochondriale Ca2+-Konzentration dar. (A) Die Zugabe von 10 �M MC zu in KCl-
basiertem Medium inkubierten RBM hatte keinen Effekt auf Δψm. Anschlie�end zugegebene Ca2+-
Ionen konnten von den Mitochondrien nicht mehr aufgenommen werden; das Membranpotential brach 
zusammen. (B) 100 �M MC bewirkte zun�chst eine starke Abnahme der Safranin-O-Fluoreszenz. 
Dieser Effekt trat jedoch auch in deenergetisierten Mitochondrien auf (siehe Abb. 3.15B) und war 
demzufolge nicht auf einer Hyperpolarisation der RBM zur�ckzuf�hren. (C, D) In Saccharose-
basiertem Medium bewirkte MC ebenfalls eine drastische Einschr�nkung der Ca2+-
Aufnahmekapazit�t. Wiederum kam es nach Zugabe von Ca2+-Ionen zu einem Zusammenbruch von 
Δψm, der jedoch (bei Verwendung von 10 �M MC) geringf�gig langsamer verlief als in KCl-
basiertem Medium.
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4 DISKUSSION

In Tiermodellen zahlreicher neurodegenerativer Erkrankungen hat sich das semisyntheti-

sche Tetrazyklinderivat Minozyklin (MC) als protektiv erwiesen (siehe �bersichtsartikel in 

Jordan et al., 2007). Die zugrunde liegenden Mechanismen sind bisher noch nicht ab-

schlie�end gekl�rt. Die Ergebnisse einiger Studien deuten darauf hin, dass MC ein Hemm-

stoff der mitochondrialen Permeabilit�tstransitionspore (mPTP) ist und als solcher den 

Zelltod verhindern kann (Zhu et al., 2002; Haroon et al., 2007). Die Rolle der mPTP bei 

der MC-vermittelten Neuroprotektion wird jedoch bis heute kontrovers diskutiert, da auch 

negative Wirkungen des Antibiotikums auf die mitochondriale Physiologie beschrieben 

worden sind (Fernandez-Gomez et al., 2005; Mansson et al., 2007). In der vorliegenden 

Arbeit sollten die mitochondrialen Effekte des MC und deren Rolle bei der MC-

vermittelten Neuroprotektion anhand isolierter Mitochondrien sowie in einem Zellkultur-

modell des Morbus Alzheimer charakterisiert werden. 

4.1 Effekte von Minozyklin in einem Zellkulturmodell des Morbus 

Alzheimer

Eine 24-st�ndige Behandlung der Zellkulturen mit 10 �M Aβ25-35 bewirkte eine signifikan-

te Beeintr�chtigung der MTT-Reduktion. Die Formazan-Bildung der Aβ25-35-behandelten 

Zellen konnte mittels MC auf das Niveau der Kontrollzellen angehoben werden. Dieses 

Resultat schien zun�chst die bisher publizierten Studien zu unterst�tzen, in denen protekti-

ve Effekte des MC in Tier- sowie Zellkulturmodellen des Morbus Alzheimer beschrieben 

wurden (Ryu et al., 2004; Familian et al., 2006; Seabrook et al., 2006; Choi et al., 2007; 

Fan et al., 2007). Allerdings fiel bei morphologischer Betrachtung der Kulturen auf, dass 

diese trotz des eingeschr�nkten MTT-Reduktionsverm�gens keinerlei Anzeichen von 

apoptotischem oder nekrotischem Zelltod aufwiesen: Das Zellvolumen blieb unver�ndert, 

das dendritische Netzwerk intakt. Zur weiteren �berpr�fung der Vitalit�t der Zellen wur-

den daher zwei weitere Toxizit�tsassays durchgef�hrt. Nach 24-st�ndiger Behandlung mit 

Aβ25-35 konnte keine erh�hte extrazellul�re Konzentration des zytosolischen Enzyms Lak-

tatdehydrogenase (LDH) festgestellt werden. Die Freisetzung der LDH erfolgt allerdings 

erst recht sp�t im Verlauf der (prim�ren oder sekund�ren, d.h. der Apoptose nachfolgen-

den) Nekrose nach Lyse der Zellen. Hingegen stellt eine Ver�nderung des mitochondrialen 

Membranpotentials (Δψm) vermutlich ein fr�hes Anzeichen einer eingeschr�nkten Zell-

viabilit�t dar (Ly et al., 2003; Iijima, 2006). Tats�chlich ergab die Messung von Δψm eine 
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signifikante mitochondriale Depolarisation nach 24-st�ndiger Behandlung der Kulturen mit 

Aβ25-35. Im Gegensatz zur MTT-Reduktion konnte MC das Membranpotential der Aβ25-35-

behandelten Zellen jedoch nicht normalisieren. Dies steht im Widerspruch zu fr�heren Be-

obachtungen, dass MC beispielweise die Thapsigargin-induzierte Depolarisation von Mito-

chondrien hemmen kann (Haroon et al., 2007). Dabei ist allerdings zu beachten, dass MC 

ein Inhibitor des p-Glykoproteins (multi drug resistance pump, MDR) ist (Milane et al., 

2007), welches verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe aus der Zelle herauszutransportieren 

vermag (Diaz et al., 2001). Mit Hilfe dieser Farbstoffe erhaltene Ergebnisse k�nnten daher 

auch auf eine Hemmung der MDR zur�ckzuf�hren sein statt auf einen MC-vermittelten 

Schutz des mitochondrialen Membranpotentials.

Die unterschiedliche Wirkung von MC auf das MTT-Reduktionsverm�gen und Δψm der 

Aβ25-35-behandelten Kulturen deutet in starkem Ma�e darauf hin, dass den beiden Effekten 

zwei unterschiedliche Mechanismen zugrunde lagen. Mitochondrien enthalten zahlreiche 

Redoxenzyme, die in der Lage sind, MTT zu Formazan zu reduzieren (Liu et al., 1997). 

Entgegen der fr�heren Sichtweise konnten allerdings Liu et al. nachweisen, dass Mito-

chondrien im Zellsystem nicht zur MTT-Reduktion beitragen (1997). MTT kann die Zell-

membran nicht passieren, sondern wird endozytotisch in Zellen aufgenommen und intra-

vesikul�r reduziert. Die Formazan-enthaltenden Vesikel kolokalisieren mit Acridin-

Orange, einem Farbstoff f�r Endo- und Lysosomen, nicht jedoch mit mitochondrialen 

Markern (Liu et al., 1997). Das gebildete Formazan wird externalisiert und bildet an der 

Zelloberfl�che nadelartige Kristalle, die die weitere MTT-Reduktion hemmen (Liu und 

Schubert, 1997). Der Freisetzungsmechanismus wird aufgrund seiner vesikel-gebundenen 

Form als Exozytose interpretiert. Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass Aβ diesen Pro-

zess beschleunigen und auf diese Weise die MTT-Reduktion verringern kann, ohne dabei 

Zelltod auszul�sen (Liu und Schubert, 1997; Abe und Saito, 1998; Kerokoski et al., 2001). 

Auch in der hier vorliegenden Arbeit war die durch Aβ25-35 ausgel�ste Verringerung der 

MTT-Reduktion auf eine Beschleunigung der Formazan-Exozytose zur�ckzuf�hren: Nach 

Behandlung mit Aβ25-35 fanden sich deutlich mehr Zellen mit Formazan-Kristallen an der 

Oberfl�che als dies in Kontrollkulturen der Fall war. MC verlangsamte die Formazan-

Freisetzung und zugleich die MTT-Reduktion. Dieser MC-Effekt war auch zu beobachten, 

wenn die Formazan-Externalisierung durch Cholesterol stimuliert worden war (Abe und 

Saito, 1999). Dies deutet darauf hin, dass MC stromabw�rts von Aβ25-35 und Cholesterol in 

Signalwege eingreift, die die Formazan-Exozytose modulieren.

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit die durch Aβ ausgel�ste Ver�nderung der For-

mazan-Externalisierung mit der Toxizit�t des Peptides korreliert. Es lie�e sich spekulieren, 
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dass Aβ durch einen Eingriff in den Vesikeltransport beispielweise die Neurotransmitter-

Freisetzung st�ren kann, wie es insbesondere f�r das cholinerge System seit langem be-

kannt ist (Kar et al., 1996). In einer Studie von Liu und Schubert zeigte sich jedoch, dass 

Aβ die Noradrenalin-Freisetzung trotz Beeintr�chtigung der Formazan-Externalisierung 

nicht beeinflusst (Liu und Schubert, 1997). Zudem kann der MTT-/Formazan-Transport 

bisher keiner der bekannten Zytoseformen (Pinozytose, Rezeptor-vermittelte Endo-

/Exozytose) zugeordnet werden (Liu und Schubert, 1997). Ob die durch Aβ beeinflusste 

Formazan-Externalisierung pathologische Folgen haben kann, war daher zun�chst unge-

wiss. Ein auff�lliges Charakteristikum dieses Prozesses ist allerdings, dass er nur von toxi-

schen Aβ-Peptiden wie Aβ1-40, Aβ1-42 oder Aβ25-35 moduliert wird. Nicht-toxische Peptide 

(Aβ1-28, Aβ40-1 oder Aβ12-28) bewirken keine Beschleunigung der Formazan-Exozytose (Liu 

und Schubert, 1997). Insulin und Glucagon erlangen in fibrillisierter Form sowohl Toxizi-

t�t als auch eine beschleunigende Wirkung auf die Formazan-Externalisierung. Beide Ef-

fekte entfallen in der nativen Form der Peptide (Liu und Schubert, 1998). Aufgrund dieser 

Daten wurde spekuliert, dass Toxizit�t und Beeinflussung der Formazan-Freisetzung durch 

Aβ eng miteinander verbunden sind. Die Autoren der zitierten Studien zeigten jedoch auch, 

dass es durchaus Substanzen gibt, die die Formazan-Exozytose hemmen (Genistein, Mo-

nensin, Nigericin, �strogen), ohne damit den Aβ-induzierten Zelltod verhindern zu k�n-

nen. Die genannten Pharmaka beeinflussen jedoch auch die physiologische, d.h. nicht 

durch Aβ modulierte, Formazan-Externalisierung (Liu und Schubert, 1997; Liu und Schu-

bert, 1998). Es ist daher die Vermutung aufgestellt worden, dass nur diejenigen Substanzen 

die toxischen Effekte der Aβ-Peptide inhibieren, welche spezifisch die durch das Peptid 

verursachte Beschleunigung der Formazan-Exozytose hemmen, den physiologischen 

Transport der Formazan-Vesikel jedoch nicht beeintr�chtigen (Liu und Schubert, 1998). 

Tats�chlich gelang es k�rzlich Hong et al., zwei solcher Verbindungen zu identifizieren 

und den Nachweis zu erbringen, dass diese auch die Aβ-vermittelte Toxizit�t verhindern 

k�nnen (2007).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten zeigen, dass auch MC zur 

Reihe der Substanzen mit den geforderten Eigenschaften geh�rt: MC inhibierte die durch 

Aβ25-35 stimulierte Formazan-Externalisierung, ohne den Vesikeltransport in Kontroll-

kulturen zu beeinflussen. Bereits die Tatsache, dass MC nicht in der Lage war, die nach 

24-st�ndiger Behandlung mit Aβ25-35 aufgetretene mitochondriale Depolarisation zu in-

hibieren, lie� jedoch Zweifel an der genannten Hypothese aufkommen. Stattdessen deutete 

dieses Ergebnis darauf hin, dass MC trotz seiner spezifischen Wirkung auf die Aβ25-35-

induzierte Beschleunigung der Formazan-Exozytose keine sch�tzende Wirkung gegen�ber 
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der Aβ25-35-vermittelten Toxizit�t aus�bt. Zudem zeigte sich nach Langzeitinkubation mit 

Aβ25-35, dass MC auch die durch Aβ25-35 bewirkten morphologischen �nderungen sowie 

die Aβ25-35-induzierte LDH-Freisetzung nicht aufzuhalten vermochte. Ein Zerfall des MC 

im Laufe der 6-t�gigen Inkubation ist als Grund f�r die fehlende Schutzwirkung im Lang-

zeitmodell unwahrscheinlich. Zwar haben Tetrazykline in vivo eine sehr geringe Halb-

wertszeit, die Stabilit�t des MC in w�ssriger L�sung ist allerdings recht hoch: Bei 37 �C 

reduziert sich die MC-Konzentration �ber einen Zeitraum von 3 Tagen um weniger als 

10 % (Honnorat-Benabbou et al., 2001). Es kann daher geschlussfolgert werden, dass zu-

mindest im gew�hlten Modell kein Zusammenhang zwischen der durch Aβ25-35 verursach-

ten Beschleunigung der MTT-Formazan-Exozytose und der Toxizit�t des Peptides besteht. 

Da Cholesterol einen �hnlichen Einfluss auf die MTT-Formazan-Exozytose hat wie Aβ 

und das Peptid zudem den Membrangehalt an freiem Cholesterol erh�ht, ist eine Beteili-

gung der Formazan-transportierenden Vesikel an der zellul�ren Cholesterol-Hom�ostase 

vermutet worden (Liu et al., 1998). Es lie�e sich daher spekulieren, dass die hier beobach-

tete Normalisierung der MTT-Formazan-Exozytose durch MC auch Auswirkungen auf den 

durch Aβ25-35 beeinflussten Cholesterol-Haushalt hat. Es ist seit langem bekannt, dass ein 

hoher Cholesterol-Spiegel das Risiko, an Alzheimer zu erkranken, erh�ht (siehe �ber-

sichtsartikel in Canevari und Clark, 2007). Dieser Zusammenhang ist m�glicherweise dar-

auf zur�ckzuf�hren, dass Cholesterol die Entstehung von Aβ-Peptiden beg�nstigt (Sparks 

et al., 1994). Es ist nicht auszuschlie�en, dass MC diesen Prozess durch Normalisierung 

der Cholesterol-Hom�ostase hemmt und auf diese Weise seine neuroprotektive Wirkung in 

transgenen Tiermodellen des Morbus Alzheimer (Seabrook et al., 2006; Fan et al., 2007)

aus�bt. Andererseits konnte k�rzlich gezeigt werden, dass der inhibitorische Effekt von Aβ 

auf die MTT-Reduktion lediglich in Einzelzellkulturen auftritt (Ronicke et al., 2008). In 

organotypischen Hippokampuskulturen, akuten Hippokampusschnitten sowie in vivo ist 

hingegen kein solcher Effekt zu beobachten. In der genannten Studie wurde die Externali-

sierung von MTT-Formazan nicht untersucht; die Daten lassen jedoch vermuten, dass sich 

auch die Aβ-vermittelte Beschleunigung der Formazan-Exozytose auf die Einzelzellkultur 

beschr�nkt. Die Relevanz der mittels MTT-Assay erhaltenen Daten f�r die in vivo-

Situation bleibt daher fraglich. An dieser Stelle sollte zudem eine Studie von Diaz et al. 

erw�hnt werden, in der festgestellt wurde, dass die Aggregation von MTT-Formazan zu 

Kristallen auch in zellfreien Systemen von Aβ und Cholesterol gef�rdert wird (2007), die-

ser Kristallbildung also m�glicherweise ein rein physikochemischer Prozess zugrunde 

liegt. Zusammen mit den hier pr�sentierten Daten machen diese Ergebnisse deutlich, dass 

der MTT-Assay nicht als Vitalit�tsassay f�r die Absch�tzung der Aβ-vermittelten Toxizit�t 
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geeignet ist. Da sich der Effekt von Aβ auf die Formazan-Exozytose auf das MTT-

Formazan beschr�nkt (Shearman et al., 1995), sollten f�r solche Zwecke m�glichst andere 

Tetrazoliumsalze, beispielweise 2-(2-Methoxy-4-Nitrophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-(2, 4-

Disulfophenyl)-2H-Tetrazolium (water soluble tetrazolium, WST-8), verwendet werden. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass MC im verwendeten Zellkulturmodell zwar 

den Effekt von Aβ25-35 auf die Formazan-Exozytose zu inhibieren vermochte, ein neuro-

protektiver Effekt des MC hingegen nicht festgestellt werden konnte. Im Gegensatz zu die-

sem Ergebnis beobachteten andere Arbeitsgruppen eine deutliche Schutzwirkung des MC 

in Alzheimer-Modellen (Ryu et al., 2004; Familian et al., 2006; Seabrook et al., 2006; Choi 

et al., 2007; Fan et al., 2007). Der Gro�teil dieser Studien ist jedoch an Tiermodellen 

durchgef�hrt worden; der protektive Einfluss des MC wurde haupts�chlich seiner Eigen-

schaft als anti-inflammatorisches Agens zugeschrieben. In embryonalen Mischkulturen aus 

dem Hippokampus, wie sie in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, treten hingegen 

kaum aktive Mikroglia auf (Kim et al., 2000). Entsprechend wenig Einfluss sollte eine 

Hemmung der Mikroglia durch MC auf die Aβ25-35-vermittelte Toxizit�t haben. Anderer-

seits beobachteten Choi et al., dass MC neuronal differenzierte PC12-Zellen vor Aβ-

induziertem Zelltod sch�tzen kann: Es konnte gezeigt werden, dass eine Inkubation mit 

MC die durch Aβ verursachte Caspase-Aktivierung sowie LDH-Freisetzung inhibiert 

(2007). Allerdings ist die Wirkung des MC in der genannten Studie nur �ber einen Zeit-

raum von 24 h �berpr�ft worden; Effekte einer l�nger andauernden Behandlung mit Aβ 

und MC wurden nicht untersucht. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Inkubations-

dauer von 6 d k�nnte die abweichenden Ergebnisse erkl�ren, zumal bereits bekannt ist, 

dass MC in einigen Modellen nur eine transiente Schutzwirkung aus�bt (Fox et al., 2005; 

Bye et al., 2007). Zudem zeichnen sich die hier verwendeten Zellkulturen durch einen 

recht hohen Anteil an Astrozyten aus, die die Aβ-vermittelte Toxizit�t in starkem Ma�e 

beeinflussen k�nnen (Abramov et al., 2003; Abramov et al., 2004). Daher ist es denkbar, 

dass sich die Toxizit�tsmechanismen in den verschiedenen Kulturen (Mischkultur vs. neu-

ronal differenzierte Zelllinie) unterscheiden.

Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit auch eine Inhibierung der mPTP 

durch CsA nicht vor Aβ25-35-vermitteltem Zelltod sch�tzen. Daher kann f�r das gew�hlte 

Modell eine Beteiligung der mPTP an der Aβ25-35-induzierten Toxizit�t ausgeschlossen 

werden. Im Widerspruch zu bisher publizierten Studien (siehe 1.2.4) l�sst dieses Resultat 

auch eine Mitwirkung der mPTP-�ffnung am Morbus Alzheimer fraglich erscheinen. Fol-

gerichtig kann aus den hier gewonnenen Ergebnissen keine Aussage �ber die Wirkung von 
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MC auf die mPTP getroffen werden. Die mitochondrialen Effekte des MC sollten daher im 

zweiten Teil der Arbeit anhand isolierter Mitochondrien detailliert charakterisiert werden.

4.2 Effekte von Minozyklin auf isolierte Mitochondrien

Die Sensibilit�t isolierter Mitochondrien gegen�ber Faktoren, die die Permeabilit�ts-

transition ausl�sen oder hemmen, wird von der Zusammensetzung und insbesondere der 

Ionenst�rke des verwendeten Inkubationsmediums beeinflusst (Chavez et al., 1991; Cha-

vez et al., 2003). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung des MC auf die 

verschiedenen funktionellen Parameter der Mitochondrien sowohl in einem weitgehend 

nicht-ionischen, Saccharose-basierten Medium als auch in einem physiologischeren, KCl-

basierten Medium untersucht.

In Saccharose-basiertem Medium reduzierte MC die Ca2+-induzierte Schwellung und Cy-

tochrom c-Freisetzung (Abb. 3.12 und Abb. 3.13). Dieser Befund best�tigt die Resultate 

fr�herer Studien (Zhu et al., 2002; Wang et al., 2003; Fuks et al., 2005; Theruvath et al., 

2008) und deutet auf einen inhibitorischen Effekt von MC auf die mPTP hin. Dagegen 

spricht allerdings die Beobachtung, dass in einigen der genannten Studien keine Erh�hung 

der mitochondrialen Ca2+-Aufnahmekapazit�t beobachtet wurde (Fuks et al., 2005; Theru-

vath et al., 2008), wie dies bei einer Hemmung der mPTP zu erwarten ist. M�nsson et al. 

beobachteten zudem, dass MC die Ca2+-induzierte Schwellung in depolarisierten Mito-

chondrien nicht zu verhindern vermag (2007). Auch ist MC im Gegensatz zu CsA nicht in 

der Lage, die durch Superoxid induzierte mPTP-�ffnung isolierter Hirnmitochondrien zu 

blockieren (Fernandez-Gomez et al., 2005). Diese Befunde f�hrten M�nnson et al. zu der 

Hypothese, dass die Inhibierung der Ca2+-induzierten Schwellung durch MC nicht auf ei-

ner direkten Hemmung der mPTP beruht, sondern auf eine Depolarisation der inneren Mi-

tochondrienmembran zur�ckzuf�hren ist (2007). Der Zusammenbruch von Δψm verhindert 

eine Aufnahme von Ca2+-Ionen in das mitochondriale Matrixkompartiment, da die �ber

den mitochondrialen Ca2+-Uniporter vermittelte Akkumulation von Ca2+ ATP-unabh�ngig 

und somit streng potential-abh�ngig erfolgt (siehe �bersichtsartikel in Hajnoczky et al., 

2006). Alternativ ist vorgeschlagen worden, dass MC eine dem Rutheniumrot (RuR, Moo-

re, 1971) �hnliche Hemmwirkung auf den Ca2+-Uniporter aus�bt und auf diese Weise die 

mitochondriale Ca2+-Aufnahme direkt verhindert (Theruvath et al., 2008). In beiden F�llen 

fehlt der Trigger f�r die Ca2+-abh�ngige Aktivierung der mPTP. Tats�chlich konnte in der 

vorliegenden Arbeit beobachtet werden, dass MC-behandelte Lebermitochondrien deutlich 

weniger extern zugegebene Ca2+-Ionen aufnehmen als unbehandelte Kontrollmitochon-
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drien. Um zu untersuchen, ob eine direkte Hemmung des mitochondrialen Ca2+-Uniporters 

daf�r verantwortlich ist, wurde die Wirkung von Ca2+-Ionen auf MC- bzw. RuR-

behandelte Mitochondrien verglichen. Erwartungsgem�� zeigte sich, dass die Zugabe von 

Ca2+-Ionen (bis 100 �M) keine Ver�nderung von Δψm induzierte, wenn der Ca2+-Uniporter 

durch RuR blockiert worden war. Hingegen gen�gte eine Ca2+-Konzentration von lediglich 

25 �M, um eine komplette Depolarisation der MC-behandelten Mitochondrien auszul�sen.

Diese Daten zeigen, dass MC den mitochondrialen Ca2+-Uniporter nicht blockiert.

Umgekehrt bewirkte MC in mit Ca2+ vorbeladenen Mitochondrien einen kompletten Zu-

sammenbruch von Δψm sowie die Freisetzung der akkumulierten Ca2+-Ionen. Diese Effekte 

sind charakteristische Folgen einer �ffnung der mPTP (Wieloch et al., 2007), lie�en sich 

jedoch durch den mPTP-Hemmstoff Cyclosporin A (CsA) nicht inhibieren. Unter be-

stimmten Bedingungen, beispielsweise bei sehr hohen Ca2+-Konzentrationen (Griffiths und 

Halestrap, 1995; Halestrap et al., 1997; Basso et al., 2005), verliert die mPTP allerdings 

ihre Sensitivit�t gegen�ber CsA (siehe �bersichtsartikel in Zoratti et al., 2005). Diese Art 

der Permeabilit�tstransition findet sich auch in Mitochondrien aus Cyclophilin D-

defizienten M�usen (Basso et al., 2005). Es ist daher denkbar, dass die beobachtete MC-

induzierte Depolarisation Ca2+-beladener Mitochondrien die Folge einer CsA-insensitiven 

�ffnung der mPTP ist. Diese nicht-klassische Form der mPTP-�ffnung wird durch die 

Abwesenheit von Mg2+ gef�rdert (Novgorodov et al., 1994). Da MC Komplexe mit Mg2+-

Ionen bildet (Durckheimer, 1975), liegt die Vermutung nahe, dass die damit verbundene 

Absenkung der intramitochondrialen Mg2+-Konzentration die CsA-insensitive mPTP akti-

vierte und die Ca2+-Aufnahmekapazit�t auf diese Weise eingeschr�nkt wurde.

Zusammengefasst best�tigen die in Saccharose-basiertem Medium erhaltenen Ergebnis-

se, dass MC die Ca2+-induzierte Schwellung und Cytochrom c-Freisetzung isolierter Mito-

chondrien hemmen kann (siehe Abb. 3.12 sowie Abb. 3.13). Eine Blockade der mPTP 

durch MC war jedoch nicht urs�chlich f�r diesen Effekt. Stattdessen hemmte MC die Auf-

nahme zugegebener Ca2+-Ionen durch die Mitochondrien und verhinderte somit auf in-

direkte Weise die Aktivierung der mPTP sowie die damit verbundene Schwellung und 

Cytochrom c-Freisetzung. Welche Auswirkungen k�nnte die Blockade der mitochondria-

len Ca2+-Aufnahme f�r die Zelle haben? In einem Zellkulturmodell des Morbus Alzheimer 

wurde beobachtet, dass eine partielle Entkopplung den durch Aβ verursachten Anstieg der 

mitochondrialen Ca2+-Konzentration hemmt (Sanz-Blasco et al., 2008). Gleichzeitig wird 

durch die Entkopplung die Aβ-induzierte Cytochrom c-Freisetzung sowie der Aβ-

vermittelter Zelltod blockiert. Die Autoren beobachteten au�erdem, dass nicht-steroidale 

Antiphlogistika (non-steroid anti-inflammatory drugs, NSAIDs), von denen eine protektive 
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Wirkung in Alzheimer-Modellen bereits l�nger bekannt ist (Rich et al., 1995), gleicherma-

�en eine Verminderung der mitochondrialen Ca2+-Aufnahme bewirken. Eine Hemmung 

des mitochondrialen Ca2+-Uniporters durch RuR wirkt ebenfalls anti-apoptotisch 

(Anderson et al., 2005). In einer k�rzlich erschienenen Publikation schrieben Theruvath et 

al. auch die protektive Wirkung von MC dessen Funktion als Inhibitor der mitochondrialen 

Ca2+-Aufnahme zu (2008). Andererseits wurde wiederholt beobachtet, dass eine Entkopp-

lung der Mitochondrien den Zelltod ausl�sen oder zumindest beg�nstigen kann (Gautier et 

al., 2000; Dejean et al., 2004; Han et al., 2008). Zudem stellt intramitochondriales Ca2+ ein 

wichtiges Stimulans f�r die oxidative Phosphorylierung und somit die ATP-Synthese dar 

(McCormack und Denton, 1993; Jouaville et al., 1999). Mitochondrien sind au�erdem an 

der intrazellul�ren Ca2+-Hom�ostase beteiligt (Saris und Carafoli, 2005). Dar�ber hinaus 

zeigte sich in der vorliegenden Arbeit, dass eine MC-Behandlung Ca2+-beladener Mito-

chondrien einen Zusammenbruch des Δψm und damit eine Freisetzung des akkumulierten 

Ca2+ aus den Mitochondrien nach sich zieht. Die naheliegende Erkl�rung f�r dieses Ver-

halten ist, dass MC im Zusammenhang mit der Ca2+-Beladung die �ffnung der CsA-

insensitiven mPTP induziert. Im Zellsystem lie�e sich daher erwarten, dass eine Behand-

lung mit MC im Zusammenhang mit einer erh�hten intramitochondrialen Ca2+-

Konzentration den Zelltod ausl�st. Unabh�ngig von diesen �berlegungen sind die in Sac-

charose-basiertem Medium gewonnenen Ergebnisse f�r die Situation in situ nur bedingt 

relevant, da Mitochondrien innerhalb der Zelle in ein ionisches Milieu eingebettet sind. 

Daher wurde der Effekt von MC auch in einem physiologischeren, KCl-basierten Medium 

untersucht.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Saccharose-basiertem Medium ergab sich in KCl-

basiertem Medium, dass MC selbst eine deutliche Schwellung von Rattenlebermitochon-

drien (RLM) verursacht. Dabei ist aus zwei Gr�nden unwahrscheinlich, dass diese Schwel-

lung auf einer Inhibierung der mitochondrialen Proteinsynthese durch MC basierte: Zum 

Einen bewirkten andere Hemmstoffe der mitochondrialen Translation, wie Tetrazyklin und 

Chloramphenicol (Galper und Darnell, 1971; Zhang et al., 2005), keine Schwellung. Zum 

Anderen war der rapide Verlauf der MC-induzierten Schwellung nicht mit einer Hemmung 

der Proteinsynthese zu vereinbaren. Die durch MC verursachte Absorptionsabnahme der 

Mitochondriensuspension war durch CsA nicht blockierbar, was darauf hindeutet, dass die 

Schwellung mPTP-unabh�ngig erfolgte. Um die M�glichkeit auszuschlie�en, dass MC le-

diglich die Sensitivit�t der mPTP f�r CsA herabsetzte, z.B. durch Blockade der Bindungs-

stelle von CsA an der mPTP-Komponente Cyclophilin D, wurden zus�tzlich weitere 

mPTP-Inhibitoren getestet. Die MC-induzierte Schwellung konnte jedoch auch durch 
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Ro 68-3400 sowie Bongkreksäure nicht gehemmt werden. Diese Inhibitoren setzen an an-

deren Komponenten der mPTP an, nämlich dem Porin (voltage-dependent anion channel, 

VDAC) der äußeren Mitochondrienmembran (Ro68-3400, Cesura et al., 2003) bzw. dem 

Adeninnukleotidtransporter der inneren Mitochondrienmembran (Bongkreksäure, Le Quoc 

und Le Quoc, 1988). Es erscheint unwahrscheinlich, dass MC die Bindung aller drei 

Hemmstoffe an ihre jeweiligen Bindungspartner verhindert. Nicht auszuschließen war aber 

zunächst, dass es sich bei der MC-induzierten Schwellung um eine Ca2+-unabhängige und 

CsA-insensitive Form der mPTP-Öffnung handelt (siehe Übersichtsartikel in Zoratti et al., 

2005). Bei der weiteren Charakterisierung der durch MC ausgelösten Schwellung zeigte 

sich jedoch, dass diese von anorganischem Phosphat (Pi) gehemmt wird. Eine Hemmung 

durch Pi steht jedoch in starkem Widerspruch zum Verhalten der mPTP, deren Aktivierung 

durch Phosphat gefördert wird (Al-Nasser und Crompton, 1986, siehe auch Abb. 3.19), 

vermutlich aufgrund einer Pi-induzierten Verringerung der ADP-Konzentration im Matrix-

kompartiment (Lapidus und Sokolove, 1994). Zudem tritt eine mPTP-vermittelte Schwel-

lung auch in Saccharose-Medium auf, da die geöffnete mPTP Substanzen bis zu einem 

Molekulargewicht von 1,5 kDa passieren lässt (Hunter et al., 1976, siehe auch Abb. 3.12). 

Eine durch MC verursachte Schwellung in Saccharose-basiertem Medium konnte in der 

vorliegenden Arbeit hingegen nicht beobachtet werden. Insgesamt scheint daher eine Öff-

nung der mPTP als Ursache für die MC-induzierte Schwellung ausgeschlossen.

Es stellte sich nun die Frage, inwieweit die durch MC ausgelöste Schwellung der Mito-

chondrien Zelltodprozesse beeinflussen kann. Es ist bekannt, dass auch eine mPTP-

unabhängige Schwellung die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien indu-

ziert (Gogvadze et al., 2004), möglicherweise in Folge einer Ruptur der äußeren Mitochon-

drienmembran (Gogvadze et al., 2006; Lawen, 2007). Auch hier bestätigte sich diese Beo-

bachtung: Die durch MC induzierte Schwellung war mit einer CsA-insensitiven Frei-

setzung von Cytochrom c verbunden. Neben der möglichen pro-apoptotischen Wirkung 

des freigesetzten Cytochrom c im Zellsystem hat der Verlust dieses Proteins auch eine ein-

geschränkte Funktionstüchtigkeit der mitochondrialen Atmungskette zur Folge 

(Kushnareva et al., 2002), da Cytochrom c innerhalb der Atmungskette Elektronen von 

Komplex III zu Komplex IV überträgt (Ow et al., 2008). Tatsächlich zeigte sich in der vor-

liegenden Arbeit, dass die in isolierten Mitochondrien maßgeblich von den Enzymen der 

Atmungskette vermittelte Reduktion von MTT zu Formazan (Berridge und Tan, 1993; Liu 

et al., 1997) durch MC gehemmt wird. Interessanterweise wurde in der Literatur beschrie-

ben, dass ein Verlust von Cytochrom c auch einen Anstieg der ROS-Produktion bewirkt 
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(Kushnareva et al., 2002), wodurch die negative Wirkung des MC auf die mitochondriale 

Physiologie weiter verst�rkt wird.

Im Unterschied zum Saccharose-basierten Medium verursachte MC bei in KCl-

basiertem Medium suspendierten RLM eine starke Depolarisation (siehe Abb. 3.23). Infol-

gedessen waren die MC-behandelten Mitochondrien nicht mehr in der Lage, Ca2+-Ionen zu 

akkumulieren. Wie kann der Zusammenbruch des Δψm erkl�rt werden? Da die MC-

induzierte Depolarisation nur in KCl-basiertem Medium zu beobachten war, liegt die Ver-

mutung nahe, dass MC K+- und Cl--Kan�le in der IMM aktiviert und diese dadurch f�r K+-

und Cl--Ionen permeabilisiert. Aufgrund der Nettoaufnahme von KCl in die Mitochondrien 

kommt es zu Schwellung und damit einhergehend zu einer Verringerung von Δψm. Es stell-

te sich nun die Frage, ob MC neben der Permeabilisierung der IMM f�r K+- und Cl--Ionen 

auch die Durchl�ssigkeit der IMM f�r andere Ionen erh�hte. Es zeigte sich, dass die MC-

induzierte Schwellung in NaCl-basiertem Medium der in KCl-basiertem Medium beo-

bachteten �hnelte. Hingegen l�ste MC in Cholinchlorid- sowie Kaliumgluconat-basierten 

Medien eine deutlich geringere Schwellung der Mitochondrien aus. Somit erh�hte MC die 

Permeabilit�t der IMM f�r Na+ und K+, beeinflusste die Leitf�higkeit f�r das Cholin-

Kation aber nicht. Andererseits permeabilisierte MC die IMM f�r Cl-, nicht aber f�r das 

Gluconat-Anion. Diese Beobachtungen unterst�tzen die Hypothese, dass die MC-

induzierte Schwellung nicht auf eine �ffnung der mPTP oder eine andere unspezifische 

Permeabilisierung der IMM zur�ckzuf�hren war. Welcher Mechanismus lag stattdessen 

der durch Behandlung mit MC verursachten Erh�hung der K+-, Na+- und Cl--

Leitf�higkeiten der IMM zugrunde?

Von Tetrazyklinen ist bekannt, dass sie mehrwertige Kationen, also auch Ca2+ und Mg2+, 

komplexieren (Durckheimer, 1975). Mg2+ kommt in hohen Konzentrationen in der mito-

chondrialen Matrix vor (Jung et al., 1997) und reguliert die Aktivit�t verschiedener Ionen-

Transporter der IMM: So werden die Uniporter f�r Na+ (Bernardi et al., 1990) und K+

(Bernardi et al., 1989), der K+/H+-Antiporter (Duszynski und Wojtczak, 1977) sowie der 

IMAC (Garlid und Beavis, 1986) durch Mg2+ inhibiert. Entsprechend bewirkt ein Entzug 

des mitochondrialen Mg2+, beispielsweise durch das Mg2+- bzw. Ca2+-Ionophor A23187, 

ein Anschwellen von Mitochondrien in KCl-basiertem, aber nicht in Saccharose-basiertem 

Medium (Bernardi et al., 1989). Ein �hnlicher Effekt ist von langkettigen Fetts�uren be-

kannt (Sch�nfeld et al., 2003), die ebenfalls eine Verringerung der endogenen Mg2+-

Konzentration bewirken. Dies legt nahe, dass die in der vorliegenden Arbeit beobachtete 

MC-induzierte Schwellung �ber die Verringerung der intramitochondrialen Mg2+-

Konzentration zu erkl�ren ist. Um diese Hypothese zu testen, wurde der Effekt von MC auf 
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den Mg2+-Gehalt der Mitochondrien getestet. Es zeigte sich, dass MC sowohl in KCl- als 

auch in Saccharose-basiertem Medium die endogene Mg2+-Konzentration verringert. Die-

ser Befund schließt die Möglichkeit aus, dass die durch MC verursachte Abnahme der 

Mg2+-Konzentration lediglich auf der MC-induzierten Schwellung, also einem Verdün-

nungseffekt, beruhte. Tetrazyklin (TC), das in KCl-basiertem Medium keine mitochondria-

le Schwellung induzierte, bewirkte eine im Vergleich zu MC deutlich geringere Änderung 

der intramitochondrialen Mg2+-Konzentration. Dieses Ergebnis könnte durch die geringere 

Lipophilität des TC erklärt werden: So hat der Verteilungskoeffizient von MC in einem 

Chloroform-Wasser-Gemisch einen Wert von 30, während der des TC lediglich 0,09 be-

trägt (Barza et al., 1975). Demzufolge sollte MC deutlich leichter die mitochondrialen 

Membranen passieren können, als dies für TC der Fall ist.

Wenn die MC-induzierte Schwellung tatsächlich auf eine Verringerung der endogenen 

Mg2+-Konzentration und die nachfolgende Aktivierung von K+-Uniporter und IMAC 

zurückzuführen ist, so sollte sich diese durch eine Anhebung der extramitochondrialen 

Mg2+-Konzentrationen inhibieren lassen. In der Tat verlief die durch MC verursachte 

Schwellung in Medium mit erhöhtem Mg2+-Gehalt deutlich langsamer (Abb. 3.30). Dieser 

Befund deutet darauf hin, dass der durch MC verursachte Mg2+-Entzug ursächlich für die 

mitochondriale Schwellung war. Demzufolge sollte auch eine Blockade der durch den 

Mg2+-Entzug aktivierten Kanäle die MC-induzierte Schwellung hemmen. In der Tat zeigte 

sich, dass MC nach Hemmung des inner membrane anion channel (IMAC) bzw. nach Blo-

ckade des mitochondrialen K+-Uniporters nur noch eine geringe Absorptionsabnahme der 

Mitochondriensuspension bewirkte:

Eine Vorbehandlung der Mitochondrien mit dem IMAC-Inhibitor Tributylzinnchlorid 

(TBT, Powers und Beavis, 1991) verursachte zunächst selbst ein starkes Anschwellen der 

Mitochondrien. Die TBT-induzierte mitochondriale Schwellung und Cytochrom c-

Freisetzung wurde, allerdings unter Verwendung höherer Konzentrationen, bereits be-

schrieben (Nishikimi et al., 2001; Gogvadze et al., 2002). Die durch TBT bewirkte Trans-

lokation von Cytochrom c ist durch CsA inhibierbar, was darauf hindeutet, dass TBT die 

mPTP öffnet, möglicherweise durch die Modifikation kritischer Thiolreste des ANT 

(Nishikimi et al., 2001). Jedoch kann TBT auch eine unspezifische, mPTP-unabhängige 

Schwellung bewirken (Gogvadze et al., 2002), z.T. wegen der Aktivierung des Cl-/OH--

Austauschers (Selwyn et al., 1970). Es ergab sich nun, dass der Zusatz von MC in den mit 

TBT vorbehandelten RLM keine weitere Absorptionsabnahme induzieren konnte 

(Abb. 3.31). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass eine Aktivierung des IMAC an der 

MC-induzierten Schwellung beteiligt ist. Aufgrund der eigenen toxischen Effekte des TBT 
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auf die Mitochondrien konnte jedoch zun�chst nicht ausgeschlossen werden, dass die durch 

TBT verursachte Hemmung der MC-induzierten Schwellung auf anderen Mechanismen als 

der Blockade des IMAC beruhte. Ein Mitwirken des IMAC an der durch MC ausgel�sten 

Absorptionsabnahme wird jedoch zus�tzlich durch den Befund gest�tzt, dass MC in 

Kaliumgluconat-basiertem Medium kaum Schwellung induzierte. Es ist bekannt, dass das 

Gluconat-Anion den IMAC nicht passieren kann (Beavis und Garlid, 1987); eine �ffnung 

des Anionenkanals kann demnach keinen Nettoeinstrom von Kaliumgluconat und die da-

mit verbundene Ver�nderung des mitochondrialen Volumens zur Folge haben.

Auch N,N’-Dizyklohexylcarbodiimid (DCCD), ein nicht-spezifischer Hemmstoff des 

K+-Uniporters (Gauthier und Diwan, 1979), war in der Lage, die MC-induzierte Schwel-

lung der Mitochondrien zumindest partiell zu inhibieren. Dieses Ergebnis deutet darauf 

hin, dass der K+-Uniporter tats�chlich zur MC-induzierten Schwellung beitr�gt. Wiederum 

wird jedoch die Interpretation der Daten durch die zahlreichen Nebenwirkungen des Inhi-

bitors erschwert: Als Carbodiimid reagiert DCCD unspezifisch mit Carboxyl- und Thiol-

gruppen (Azzi et al., 1984) und kann daher an eine Reihe von Proteinen binden (siehe �-

bersichtsartikel in Hassinen und Vuokila, 1993). So blockiert es neben dem K+-Uniporter 

auch den IMAC (Beavis und Garlid, 1988) und den K+/H+-Antiporter der IMM (Martin et 

al., 1986) sowie die Komplexe I (NADH-Dehydrogenase, Vuokila und Hassinen, 1988)

und V (F1FO-ATPase, Hermolin und Fillingame, 1989) der Atmungskette. Andererseits 

spricht die verringerte MC-induzierte Schwellung in Cholinchlorid-basiertem Medium in 

starkem Ma�e f�r eine Beteiligung des K+-Uniporters an der MC-induzierten Schwellung. 

Das Cholin-Kation wird nicht �ber den K+-Uniporter transportiert (Porter et al., 1992).

Der mitochondriale K+-Uniport wird von mindestens drei verschiedenen K+-Kan�len 

vermittelt (O'Rourke, 2007), (i) dem ATP-abh�ngigen K+-Kanal (mitoKATP), (ii) dem Ca2+-

abh�ngigen K+-Kanal (mitoBKCa) sowie (iii) dem spannungsabh�ngigen K+-Kanal 

(mitoKv1.3). Innerhalb der Gruppe dieser Kan�le ist eine Modulierbarkeit durch Mg2+ bis-

her nur f�r den mitoKATP-Kanal beschrieben (Bednarczyk et al., 2005). Jedoch zeigte sich 

in der vorliegenden Arbeit, dass 5-Hydroxydekanoat (5-HD) – ein Hemmstoff des 

mitoKATP-Kanals (Jaburek et al., 1998) – die MC-induzierte Schwellung nicht modulieren 

kann. Welcher der genannten Kan�le f�r den durch MC-Behandlung induzierten K+-

Einstrom verantwortlich ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit daher nicht gekl�rt werden. 

Aufgrund unspezifischer Nebenwirkungen der verf�gbaren pharmakologischen Inhibitoren 

w�re es zur Beantwortung dieser Frage hilfreich, die Kan�le hochspezifisch mittels siRNA 

deaktivieren zu k�nnen. Jedoch ist der molekulare Aufbau der meisten mitochondrialen 
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Ionentransporter sowie der mPTP (Leung und Halestrap, 2008) bis heute nicht abschlie-

�end gekl�rt (siehe �bersichtsartikel in O'Rourke, 2007).

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Bild �ber die Wirkung von MC auf isolierte RLM 

(Abb. 4.1): MC verursacht eine Abnahme der endogenen Mg2+-Konzentration. Dadurch 

wird die von Mg2+ bewirkte Hemmung von mitochondrialem K+-Uniporter und IMAC 

aufgehoben. In der Folge kommt es zum Einstrom von K+- und Cl--Ionen in die Matrix. 

Mit den Ionen str�mt auch Wasser in die Mitochondrien, wodurch sich das Matrixvolumen 

vergr��ert. Vermutlich aufgrund der dadurch bedingten Ruptur der �u�eren Mitochon-

drienmembran verursacht dies den Verlust von Cytochrom c, was eine Beeintr�chtigung 

der Atmungskettenfunktion nach sich zieht. Dar�ber hinaus bewirkt die Hemmung der 

Atmung sowie die erh�hte Ionenpermeabilit�t der IMM einen Zusammenbruch des Δψm

und damit der Ca2+-Aufnahmekapazit�t der Mitochondrien. In Saccharose-basiertem Me-

dium entzieht MC den Mitochondrien ebenfalls Mg2+; die nachfolgende Aktivierung der 

Ionenleitf�higkeiten innerhalb der IMM zieht aufgrund der weitgehenden Abwesenheit von 

Ionen im Inkubationsmedium jedoch kein Anschwellen der Mitochondrien nach sich. Fol-

gerichtig verbleibt Cytochrom c in den Mitochondrien, die Funktion der Atmungskette 

bleibt intakt. Die beobachtete geringf�gige Depolarisation der Mitochondrien l�sst sich 

vermutlich auf ein durch MC verursachtes Protonenleck zur�ckf�hren, wie es von 

M�nsson et al. beschrieben wurde (2007). Trotz des Ausbleibens drastischer Effekte des 

MC auf die genannten Parameter bewirkt MC auch in Saccharose-Medium eine starke Re-

duzierung der Ca2+-Aufnahmekapazit�t der Mitochondrien, m�glicherweise infolge einer 

im Zusammenspiel mit Ca2+-Ionen ausgel�sten Aktivierung einer CsA-insensitiven Form 

der mPTP.

An dieser Stelle sollte erw�hnt werden, dass Cornet et al. eine MC-induzierte Schwel-

lung von Lebermitochondrien in einem nicht-ionischen (gemischt Mannit-/Saccharose-

basierten) Medium beobachteten (2004). Diese Schwellung setzte bereits ab einer Kon-

zentration von 25 �M MC ein. Hingegen konnte in der vorliegenden Arbeit selbst bei sehr 

hohen Konzentrationen an MC (400 �M) keine Schwellung der Mitochondrien in Saccha-

rose-basiertem Medium beobachtet werden. Die Gr�nde f�r diesen drastischen Unterschied 

bleiben unklar. M�glicherweise spielt die Phosphatkonzentration eine Rolle: In der zitier-

ten Studie wurde Phosphat-freies Medium verwendet, w�hrend in der vorliegenden Arbeit 

eine Phosphatkonzentration von 1 mM eingesetzt wurde. Wie oben dargestellt, ist die MC-

induzierte Schwellung in Abwesenheit von Phosphat maximal. Es ist daher nicht auszu-

schlie�en, dass MC auch in Saccharose-basiertem Medium eventuell eine Schwellung ver-
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ursachen kann, wenn das Medium keinerlei Phosphat enth�lt, was jedoch in keinster Weise 

der physiologischen Situation entspr�che.

Abb. 4.1: Effekte von Minozyklin auf isolierte Mitochondrien
(1) In unbehandelten Mitochondrien sind die Ionenkan�le der inneren Mitochondrienmembran auf-
grund der Inhibierung durch Mg2+ (rot) inaktiv, das Membranpotential ist intakt, das gesamte Cyto-
chrom c (gr�n) befindet sich im Intermembranspalt. (2) Zugabe von MC bewirkt eine Komplexierung 
der Mg2+-Ionen, diese k�nnen die verschiedenen Ionentransporter nicht mehr blockieren. (3a) In KCl-
basiertem Medium f�hrt die Erh�hung der Ionenleitf�higkeiten u.a. zu einem Nettoeinstrom von KCl; 
osmotisch folgt Wasser. (4a) Dies bewirkt den Zusammenbruch von Δψm sowie ein Anschwellen der 
Mitochondrien, die �u�ere Mitochondrienmembran rei�t und Cytochrom c kann den Intermembran-
spalt verlassen. (3b) Saccharose hingegen kann die durch Mg2+-Entzug aktivierten Ionenkan�le nicht 
passieren. (4b) Entsprechend f�hrt die Behandlung mit MC in Saccharose-Medium nicht zu einem 
Anschwellen der Mitochondrien. In hohen Konzentrationen bewirkt MC allerdings eine geringf�gige 
Depolarisation, die sich durch die Aktivierung eines H+-Lecks in der inneren Mitochondrienmembran 
erkl�ren l�sst.

Wegen der einfacheren Pr�paration von Lebermitochondrien werden diese h�ufig anstelle 

von Hirnmitochondrien als Modell f�r neurodegenerative Erkrankungen gew�hlt. Jedoch 

unterscheiden sich die Mitochondrien der beiden Gewebe in zahlreichen Aspekten: So ist 

die mPTP neuraler Mitochondrien im Vergleich zu Lebermitochondrien weniger sensitiv 
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gegenüber Ca2+, Pi oder anderen auslösenden Faktoren (Andreyev und Fiskum, 1999; 

Berman et al., 2000). Zudem existieren beträchtliche gewebespezifische Unterschiede in 

den mitochondrialen Enzymaktivitäten (Jacobus und Lehninger, 1973; Kunz und Gellerich, 

1993; Benard et al., 2006) sowie im Cardiolipingehalt der IMM (Daum, 1985). Entspre-

chend heterogen reagieren Mitochondrien aus Leber und Hirn auf verschiedene Stimuli 

(Marin-Garcia et al., 1995; Panov et al., 2006; Kupsch et al., 2007). Um beurteilen zu kön-

nen, inwieweit sich das oben dargestellte Schema (Abb. 4.1) auf Hirnmitochondrien über-

tragen lässt, wurden daher einige der an RLM durchgeführten Experimente an isolierten 

Rattenhirnmitochondrien (rat brain mitochondria, RBM) wiederholt. Bei der Unter-

suchung der RBM fiel zunächst die relative Insensitivität der durch Ca2+ verursachten 

Schwellung gegenüber CsA auf. So konnte CsA das Ausmaß der Ca2+-induzierten Absorp-

tionsabnahme nicht verringern, verlangsamte die Schwellungsgeschwindigkeit allerdings 

signifikant (Abb. 3.33). Daher kann für die vorliegende Arbeit auch im Falle der RBM da-

von ausgegangen werden, dass die Ca2+-abhängige Schwellung mPTP-vermittelt war. Die 

im Vergleich zu RLM verringerte Modulierbarkeit der mPTP neuraler Mitochondrien 

durch CsA ist bereits in einer Vielzahl von Studien beschrieben worden (Kristal und Du-

binsky, 1997; Berman et al., 2000; Chinopoulos et al., 2003). Hingegen berichteten Hans-

son et al., dass sich die Ca2+-induzierte Schwellung von RBM durch CsA komplett inhibie-

ren lässt (2003).

Im Gegensatz zu Lebermitochondrien induzierte MC in KCl-basiertem Medium keine 

Schwellung von RBM. Zudem zeigte sich auch kein Effekt von MC auf das Membran-

potential von in KCl-basiertem Medium suspendierten RBM. Wie kann dieser enorme Un-

terschied im Verhalten von Hirn- und Lebermitochondrien gedeutet werden? Aufgrund der 

geringen Ausbeute bei der Präparation von Hirnmitochondrien wurde im Rahmen der vor-

liegenden Arbeit nicht experimentell überprüft, ob MC auch in RBM die endogene Mg2+-

Konzentration abzusenken vermag. In Anbetracht seiner hohen Lipophilie sowie seiner 

Komplexbildungseigenschaften ist jedoch zu erwarten, dass MC unabhängig von der Art 

der verwendeten Mitochondrien in der Lage ist, Mg2+ zu komplexieren und somit die 

intramitochondriale Mg2+-Konzentration zu verringern. Auch konnte bereits vor über 

30 Jahren gezeigt werden, dass Mg2+-Ionen die Na+- und K+-Uniporter von RBM ebenso 

inhibieren (Nicklas et al., 1971; Bernard und Cockrell, 1979), wie dies bei RLM der Fall 

ist. Für den IMAC von RBM ist nichts über seine Regulierbarkeit durch Mg2+ bekannt. 

Dennoch kann davon ausgegangen werden, dass MC auch in RBM eine Erhöhung der ge-

nannten Ionenleitfähigkeiten bewirken kann. Allerdings ist bereits beschrieben worden, 

dass sich das Schwellungsverhalten von RBM deutlich von dem der RLM unterscheidet: 
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So �ndert sich das Matrixvolumen von RBM nach Aktivierung der mPTP in einem im 

Vergleich zu RLM wesentlich geringeren Ausma� (Kobayashi et al., 2003). Auch in der 

hier vorliegenden Arbeit fiel die Ca2+-induzierte Schwellung in RBM deutlich geringer aus 

als in RLM. Eine m�gliche Erkl�rung daf�r liegt in dem unterschiedlichen Aufbau der 

Kontaktstellen zwischen IMM und OMM in Hirn- und Lebermitochondrien. F�r diese An-

nahme spricht, dass die mitochondriale Kreatinkinase (mtCK), ein wichtiger Bestandteil 

dieser Kontaktstellen (siehe �bersichtsartikel in Brdiczka et al., 2006), in Lebermitochond-

rien im Gegensatz zu Hirn- und Herzmitochondrien nicht exprimiert wird (Rojo et al., 

1991). Speer et al. konnten zeigen, dass mtCK-enthaltende Lebermitochondrien aus trans-

genen M�usen deutlich weniger anschwellen als solche aus Wildtyp-Tieren (2005). M�gli-

cherweise wird also die Struktur der hier verwendeten RBM durch die mtCK derart stabili-

siert, dass diese im Vergleich zu den RLM resistenter gegen�ber der MC-induzierten 

Schwellung waren. In der Tat konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass bei 

Einsatz h�herer Konzentrationen an MC (≥ 100 �M) eine leichte Schwellung von RBM 

induziert werden kann. Wie aber erkl�rt sich die fehlende depolarisierende Wirkung von 

MC auf RBM?

Zun�chst ist zu erw�hnen, dass kleine �nderungen des Δψm von Safranin-O nicht regis-

triert werden; erst ab einer Depolarisation um etwa 50 mV treten �nderungen in der Fluo-

reszenzintensit�t auf (Waldmeier et al., 2002). Deshalb kann trotz der fehlenden Erh�hung 

der Safranin-O-Fluoreszenz nach MC-Gabe eine geringf�gige Depolarisation nicht ausge-

schlossen werden. Der Unterschied zu den RLM erkl�rt sich m�glicherweise durch die in 

RBM nicht aufgetretene Schwellung: Eine Steigerung der Safranin-O-Fluoreszenz zeigt 

zun�chst ein Unquenching an, also eine Verd�nnung des Farbstoffes innerhalb der Mito-

chondrien. Dies kann jedoch nicht nur durch eine Depolarisation erreicht werden, also ein 

potentialabh�ngiges Herausdiffundieren des Farbstoffes aus dem Matrixraum, sondern 

auch durch eine Vergr��erung des Matrixvolumens. Das rapide Anschwellen der RLM in 

KCl-basiertem Medium k�nnte daher den Unquenching-Effekt verst�rkt haben und somit 

zu der in RLM beobachteten drastischen Erh�hung der Safranin-O-Fluoreszenz beigetra-

gen haben. In RBM, in denen MC keine Schwellung induzierte, fehlte dieser zus�tzliche 

Effekt. In zuk�nftigen Arbeiten sollte Δψm daher mit einer weiteren, sensitiveren Methode 

bestimmt werden. So hat die Verwendung des Farbstoffes 5,5',6,6'-Tetrachlor-1,1',3,3'-

Tetraethylbenzimidazolylcarbocyaninchlorid (JC-1) den Vorteil, dass sich bereits Potenti-

al�nderungen von etwa 20 mV messen lassen (Smiley et al., 1991). Anstelle eines Fluores-

zenzfarbstoffes k�me auch der Einsatz spezifischer Elektroden f�r das lipophile Tetra-

phenylphosphonium (TPP+) in Frage (Labajova et al., 2006), dessen Verteilung vom Mem-
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branpotential abh�ngt. �hnlich wie bei JC-1 k�nnen auch mit TPP+ kleinere �nderungen 

von Δψm (~ 10 mV) gemessen werden (Holmuhamedov et al., 1998). Allerdings ist von 

TPP+ bekannt, dass es mitochondriale Ionentransportmechanismen moduliert (Karadjov et 

al., 1986) und die Oxidation verschiedener Substrate inhibiert (Mildaziene et al., 1997). 

�hnlich wie bei den RLM, so zeigte sich auch in MC-behandelten RBM eine ausgepr�g-

te Blockade der Ca2+-Aufnahme. Entsprechend l�sst sich auch f�r Hirnmitochondrien eine 

Hemmung der mPTP durch MC ausschlie�en, da diese eine Erh�hung der Ca2+-

Aufnahmekapazit�t zur Folge h�tte. Stattdessen bewirkte MC abermals, dass es schon bei 

geringen Ca2+-Konzentrationen zu einem Zusammenbruch von Δψm und damit verbunden 

zu einer Freisetzung des akkumulierten Ca2+ kam. Wie im Falle der RLM schien also MC 

die Ca2+-Sensitivit�t der mPTP eher zu erh�hen.

4.3 Schlussfolgerung

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse verst�rken die bereits ge�u�erten 

Zweifel am neuroprotektiven Potential des Antibiotikums Minozyklin (siehe �bersichtsar-

tikel in Diguet et al., 2004). Zum einen zeigte sich, dass MC in einem in vitro-Modell des 

Morbus Alzheimer nicht vor Aβ25-35-induziertem Zelltod sch�tzen kann. Zum anderen er-

gaben die Untersuchungen an isolierten Mitochondrien Hinweise auf zahlreiche sch�di-

gende Effekte des MC auf die Funktionst�chtigkeit der Organellen. Die bisherige Hypo-

these, dass MC die mPTP hemmt und auf diese Weise den Zelltod verhindern kann, wird 

durch die hier pr�sentierten Ergebnisse nachdr�cklich in Frage gestellt.

Da die Behandlung isolierter RLM mit MC die Freisetzung von Cytochrom c ausl�ste, 

w�re im Gegenteil zu erwarten, dass eine MC-Behandlung in Zellen die Aktivierung des 

Apoptosoms und somit Apoptose ausl�sen kann. Aufgrund der Einschr�nkung der mito-

chondrialen Atmung durch MC ist zudem zu vermuten, dass MC auch die Bereitstellung 

von ATP beeintr�chtigen und damit den nekrotischen Zelltod beg�nstigen kann, im Beson-

deren im Gehirn, dessen Energieverbrauch in Bezug zu seiner Masse besonders hoch ist. 

Allerdings ist auch bekannt, dass MC eine ganze Reihe mitochondrien-unabh�ngiger Ef-

fekte auf die Zelle hat, die durchaus neuroprotektive Wirkungen haben k�nnen. Es stellt 

sich daher die Frage, inwieweit die an isolierten Mitochondrien gewonnenen Ergebnisse 

die Situation in situ oder gar in vivo widerspiegeln.

Ein wesentlicher Aspekt dabei ist die zellul�re MC-Konzentration: MC wird intrazellul�r 

durch das dort abundant vorhandene Mg2+ (Romani und Scarpa, 2000) komplexiert und 

seine effektive Konzentration somit gesenkt. In der Blutbahn bindet zudem ein Gro�teil 
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des MC (~ 75 %) an Serumproteine (Barza et al., 1975). Infolgedessen liegt dort nur etwa 

1 % des Gesamt-MC als freies MC vor (Berthon et al., 1983). Eine Studie an Ratten ergab, 

dass selbst nach intraven�ser Verabreichung von – im Vergleich zu den �blicherweise in 

klinischen Studien eingesetzten Mengen – recht hohen Dosen (25 mg/kg K�rpergewicht) 

im Hirngewebe nur eine MC-Konzentration im niedrigen mikromolaren Bereich (< 10 �M) 

erreicht wird (Colovic und Caccia, 2003). Eine Untersuchung an M�usen kam zu �hnlichen 

Ergebnissen (Milane et al., 2007). Die hier beobachteten MC-induzierten Sch�digungen 

der Mitochondrien traten hingegen erst ab einer Konzentration von etwa 25 �M auf. Aller-

dings zeigte sich auch, dass die negativen Effekte durch Ca2+-Ionen drastisch verst�rkt 

werden und dies bereits bei geringeren Dosen an MC (10 �M). Demzufolge ist es denkbar, 

dass eine MC-Behandlung im Zusammenhang mit Faktoren, die die mitochondriale Ca2+-

Konzentration erh�hen, auf Zellen oder Organismen sch�dliche Auswirkungen haben 

kann. Tats�chlich zeigten einige Studien, dass MC auf Zellebene sowie im Tiermodell ver-

schiedene toxische Effekte aus�bt: So verst�rkt MC den durch 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridin (MPTP) ausgel�sten Zelltod dopaminerger Zellen im Striatum von M�u-

sen (Yang et al., 2003). Auch in Tiermodellen des Morbus Huntington (Diguet et al., 2004)

sowie des Schlaganfalls (Tsuji et al., 2004) wurden sch�dliche Effekte beobachtet. Zudem 

wurde in einer Phase III-Studie an ALS-Patienten festgestellt, dass MC den Krankheits-

verlauf verschlimmert (Gordon et al., 2004). Die im Rahmen der vorgelegten Arbeit ge-

wonnenen Ergebnisse liefern erstmals eine m�gliche Erkl�rung f�r die in der Literatur be-

schriebenen toxischen Wirkungen des MC.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Tetrazyklin-Derivat Minozyklin (MC) besitzt neben seiner antibiotischen Wirkung 

auch neuroprotektive Eigenschaften. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die zugrunde lie-

genden Mechanismen aufzukl�ren. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Hypothese, 

dass eine Blockade der mitochondrialen Permeabilit�tstransitionspore (mPTP) bei der 

Schutzwirkung durch MC eine Rolle spielt. Diese Fragestellung wurde zun�chst anhand 

eines Zellkulturmodells des Morbus Alzheimer untersucht. Es zeigte sich, dass MC zwar 

die durch Aβ25-35 verursachte Hemmung der zellul�ren MTT-Reduktion aufzuheben ver-

mag, den Aβ25-35-induzierten Zelltod jedoch nicht inhibiert. Dieses Ergebnis verdeutlicht, 

dass der oftmals verwendete MTT-Assay kein geeigneter Vitalit�tstest zur Absch�tzung 

Aβ-vermittelter Toxizit�t ist. Zudem konnte keine Beteiligung der mPTP am Aβ25-35-

induzierten Zelltod festgestellt werden. Die Effekte von MC auf die mPTP wurden daher 

im Anschluss auf der Ebene isolierter Mitochondrien untersucht. Es zeigte sich, dass MC 

in der Lage ist, die Ca2+-induzierte Schwellung und Cytochrom c-Freisetzung von in 

Saccharose-Medium inkubierten Rattenlebermitochondrien (RLM) zu verhindern. Aller-

dings war dieser Effekt nicht auf eine Blockade der mPTP zur�ckzuf�hren. Stattdessen 

bewirkte MC sogar eine drastische Verringerung der mitochondrialen Ca2+-

Aufnahmekapazit�t. Dar�ber hinaus zeigte sich in einem physiologischeren, KCl-basierten 

Medium, dass MC selbst eine mPTP-unabh�ngige mitochondriale Schwellung und Depola-

risation induziert. In diesem Fall bewirkte MC zudem die Freisetzung des pro-

apoptotischen Proteins Cytochrom c sowie eine Hemmung der mitochondrialen Redox-

aktivit�t. Diese toxischen Effekte des Antibiotikums korrelierten mit seiner Eigenschaft, 

den RLM Mg2+-Ionen zu entziehen. Von einer Absenkung der intramitochondrialen Mg2+-

Konzentration ist aus der Literatur bekannt, dass sie die Aktivierung zahlreicher Io-

nentransporter der inneren Mitochondrienmembran (u.a. mitochondrialer K+-Uniporter, 

inner membrane anion channel) nach sich zieht. Tats�chlich zeigte sich, dass eine Erh�-

hung des Matrix-Mg2+ sowie eine Blockade der genannten Kan�le die MC-induzierte 

Schwellung reduziert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verst�rken die Zweifel am 

neuroprotektiven Potential des MC. Zudem widersprechen die pr�sentierten Daten der 

Hypothese, dass MC die mPTP hemmt. Stattdessen zeigte sich, dass MC die Mitochon-

drien sch�digt, indem es eine Absenkung der intramitochondrialen Mg2+-Konzentration 

bewirkt. Dieser bisher nicht beschriebene Effekt liefert eine m�gliche Erkl�rung f�r die aus 

der Literatur bekannten toxischen Wirkungen des Antibiotikums.
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6 ABSTRACT

The semisynthetic tetracycline derivative minocycline (MC) has been shown to exert neu-

roprotective effects in models of various neurodegenerative diseases. The underlying 

mechanisms, however, remain largely controversial. The aim of the present study was to 

investigate whether an inhibition of the mitochondrial permeability transition pore (mPTP) 

may contribute to MC-related neuroprotection. Using primary hippocampal cultures as an 

in vitro model of Alzheimer’s disease, it was found that MC abolishes the Aβ25-35-induced 

inhibition of cellular MTT-reduction. However, this effect did not correlate with any pro-

tective action of MC against Aβ25-35-induced cell death. These data clearly show that the 

MTT-assay, which is commonly used to assess cell death, is not an appropriate assay sys-

tem to detect Aβ-related neurotoxicity. It was also shown that an activation of the mPTP 

did not contribute to Aβ25-35-triggered cell death. Therefore, the effect of MC on the open-

ing state of the mPTP was studied in isolated rat liver mitochondria (RLM). It was found 

that MC blocked Ca2+-induced swelling and cytochrome c release from RLM incubated in 

sucrose-based medium. However, this effect was not associated with an inhibition of 

mPTP-opening, as MC reduced the mitochondrial Ca2+-retention capacity. In a more 

physiological, KCl-based medium, MC itself induced an mPTP-independent swelling and 

depolarisation of RLM. In this case, MC triggered the release of pro-apoptotic cyto-

chrome c from the RLM and inhibited mitochondrial redox activity. These toxic effects of 

MC correlated well with its ability to deplete mitochondria from endogenous Mg2+, most 

probably by forming complexes with the cation. Intramitochondrial Mg2+ is known to 

block various ion conducting pathways within the inner mitochondrial membrane (IMM), 

such as the mitochondrial K+-uniporter and the inner membrane anion channel. A pharma-

cological inhibition of these channels largely inhibited MC-related swelling. Moreover, an 

increase in medium Mg2+-concentration also abolished MC-triggered swelling. These data 

indicate that indeed a depletion of intramitochondrial Mg2+ and the subsequent activation 

of ion channels within the IMM accounted for the swelling observed upon addition of MC.

Taken together, the present study raises doubts as to whether MC is a promising neuro-

protectant. Moreover, the data obtained disprove the view that MC acts as an inhibitor of 

the mPTP. Instead, it was found that MC itself strongly impairs mitochondrial physiology 

by decreasing matrix Mg2+. This hitherto unknown effect of MC provides an explanation 

for the previously reported detrimental actions of the antibiotic.
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