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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Alzheimer'sche Demenz

Das Krankheitsbild der Alzheimer'schen Demenz (AD) wurde erstmals zu Beginn des 20.
Jahrhunderts vom deutschen Nervenarzt Alois Alzheimer beschrieben (Alzheimer, 1907). Diese
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) fiihrt zu einer massiven Schiddigung von
Nervenzellen und einer damit verbunden Abnahme der Gehirnmasse. Zudem treten
Proteinablagerungen in Form von extrazelluldren neuritischen Plaques und intrazelluldren
neuritischen Biindeln auf. Patienten zeigen eine progressiv verlaufende Verringerung ihrer
kognitiven Leistungsfahigkeit, welche oft mit Personlichkeitsverdnderungen der Betroffenen
einhergeht. In der Regel treten zundchst Storungen des Kurzzeitgedédchtnisses und Probleme bei der
zeitlichen und rdumlichen Orientierung auf. Wéhrend der schleichenden Entwicklung der
Krankheit, kommen Sprachstérungen und psychiatrische Verdnderungen (Wechsel zwischen
Depression und Euphorie, Wahnvorstellungen etc.) hinzu. Das Langzeitgedédchtnis ist erst in den
spaten Phasen der Krankheit betroffen, was in deren Folge zur vollstindigen Amnesie fiihren kann
(Rabinowicz et al., 2000). Nach durchschnittlich 6 bis 12 Jahren tritt der Tod des Patienten ein, der
oft sekundir durch Infektionserkrankungen bedingt ist. AD ist eine bisher nur bedingt therapierbare
und unheilbare Erkrankung und stellt heute die verbreitetste Form der neurodegenerativen
Krankheiten im Alter da. Bedingt durch den demographischen Wandel vor allem in den Industrie-
und Schwellenlindern und der damit verbundenen steigenden Lebenserwartung, wird
voraussichtlich ein Drittel der Weltbevolkerung (Afrika ausgenommen) Mitte dieses Jahrhunderts
alter als 60 Jahre sein (WHO, 2012). Die Wahrscheinlichkeit an der spét auftretenden Form der AD
zu erkranken steigt ab dem 65. Lebensjahr sehr stark an. Diese sporadische Form repriasentiert den
Grofiteil der AD-Félle, wohingegen die frith auftretende familidire Form der AD weniger als 5 %
aller AD-Fille ausmacht (Selkoe, 2001). Altern stellt also den Hauptrisikofaktor dar an AD zu
erkranken und es ist davon auszugehen, dass im Zuge des demographischen Wandels die Anzahl der
AD-Patienten in den nichsten Jahren stark ansteigen wird. Dabei stellen die Fille von AD ca. 80 %
der gesamten Demenz Erkrankungen. Epidemiologische Studien belegen auch bereits, dass die
Anzahl der Demenz-Patienten und damit gleichsam der AD-Erkrankungen in Industrienationen

deutlich ansteigen (Ferri et al., 2005). Die genauen molekularen Zusammenhdnge zwischen



1.1. Die Alzheimer'sche Demenz

Alterung und dem Auftreten der sporadischen Form der AD sind dabei bislang noch nicht
verstanden (Kern und Behl, 2009). Neben der Alterung ist auch das Geschlecht ein Risikofaktor der
AD. Frauen tragen hier ein hoheres Risiko an der AD zu erkranken, als Ménner und stellen ca. zwei
Drittel der Patienten dar. Zu den Faktoren, die das Risiko an AD zu erkranken beeinflussen, zdhlen
auch Vorerkrankungen wie Diabetes, ein Schlaganfall oder eine Kopfverletzung. Zuséitzlich
beeinflussen auch Faktoren, die durch die Lebensweise bestimmt werden (das Bildungsniveau,
korperliche und geistige Ertiichtigung im Alter, Alkohol- und Tabakkonsum oder auch auch die
Erndhrung) die Wahrscheinlichkeit an AD zu erkranken (Dalvi, 2012).

1.1.1. Histopathologische Verinderungen bei Morbus Alzheimer

Die grundsitzlichen histologischen Merkmale der Erkrankung wurden bereits durch Alois
Alzheimer anhand der 51-jdhrigen Patientin Auguste D. beschrieben. Als charakteristische
histologische Kennzeichen beschrieb Alzheimer nach der Obduktion die beobachteten neuritischen
extrazelluldren Plaques, die intrazelludren Biindel und einen massiven Verlust an Gehirnmasse
seiner Patientin (Alzheimer, 1907).

Amyloide Plaques sind Proteinablagerungen, die im extrazelluldren Bereich des Gehirns (vor allem
in der grauen Substanz) und in zerebralen Blutgefdlen zu finden sind (Selkoe, 1999). Sie bestehen
zum groBten Teil aus aggregierten Amyloid-B-Proteinen (ARB), welche Prozessierungsprodukte des
Amyloid-Vorldufer-Proteins (amyloid precursor protein - APP) darstellen (siehe Kapitel 1.1.3.1). Es
werden dabei zwei Arten von extrazelluldren Plaques unterschieden: neuritische (senile) Plaques
und nicht-neuritische (diffusen) Plaques, wobei Letztere das umgebende Gewebe nicht nachteilig zu
beeinflussen scheinen (Yamaguchi et al., 1989). Im Gegensatz zu den diffusen Plaques zeigen
neuritische Plaques einen dichteren Kern aus AB-Proteinen und sind umgeben von Astro- und
aktivierten Mikrogliazellen (Braak et al., 1996; Johnston et al., 2011; Meyer-Luehmann et al.,
2003). Neuriten in ihrer ndheren Umgebung zeigen aulerdem eine dystrophe Morphologie (Braak
et al.,, 1996; Schellenberg und Montine, 2012). Deshalb dachte man zunichst, dass diese
extrazelluldren Plaques der Ausloser der Alzheimer'schen Erkrankung seien. Dafiir sprach auch ein
frither Bericht von Yankner und Kollegen nach dem die Plaques in hoher Konzentration in vitro zur
Degeneration der umgebenden Neurone fiihrten, was durch die Gabe von Neuropeptiden
(Tachykininen) zu revertieren war (Yankner et al., 1990). Einige neuere Studien scheinen die

Korrelation zwischen der Menge an AB-Plaques und der atrophen Gehirnmorphology in AD zu
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bestétigen (Archer et al., 2006), andere widersprachen diesem Zusammenhang (Josephs et al., 2008;
Neve und Robakis, 1998). Erste Ergebnisse einer Studie an Nonnen, die eine sehr gut vergleichbare
Lebensweise fiithren, zeigten keine Korrelation zwischen der Anzahl der post mortem analysierten
AB-Plaques und der kognitiven Féahigkeiten der Teilnehmer der Studie (Riley et al., 2005). Daher
ricken in den letzten Jahren Iosliche, intrazellulire AB-Oligomere in den Fokus der
Untersuchungen. Diese verbleiben ldnger im Stoffwechsel der Zellen und storen verschiedene
zellulire Mechanismen in neuronalen Zellen, was demnach fiir die Degeneration dieser
postmitotischen Zellen ursédchlich sein konnte (Crews und Masliah, 2010; Wirths et al., 2004).
Neben den extrazelluliren amyloiden Plaques gibt es auch intrazelluldre Proteinaggregate, welche
als neurofibrilldre Biindel (neurofibrillary tangles - NFT) bezeichnet werden (Braak und Braak,
1991). Diese filamentosen NFTs bestehen zum Grofiteil aus dem hyperphosphorylierten,
Mikrotubuli-assozierten Protein Tau (Brion et al., 1985). Tau ist unter physiologischen Bedingungen
an der Stabilisierung des axonalen Mikrotubuligeflechts beteiligt (Friedhoff et al., 2000). Durch die
Hyperphosphorylierung im Zuge des Fortschreitens der Alzheimer'schen Krankheit kann Tau diese
Funktion nicht mehr ausfiihren. Dies fiihrt unter anderem zu einem gestorten axonalen Transport
und zur Degeneration der Neurone, was letztlich die axonalen Erregungsweiterleitung stort und sich
beim Patienten durch den Verfall seiner kognitiven Fahigkeiten duf3ert.

Anhand des Auftretens der NFTs in unterschiedlichen Gehirnbereichen zu bestimmten
Auspriagungsphasen der AD wurde die Krankheit von Braak und Braak in Stadien unterteilt. Zu
Beginn treten die NFTs im transentorhinalen Cortex auf (Braak Stadien I und II). Spéter finden sich
diese auch im entorhinalen Cortex und dem Ammonshorn des Hippocampus (Braak Stadien III und
IV). Im weiteren Verlauf der Krankheit sind auch der isocorticale Assoziationscortex und der
sensorische Cortex (Braak Stadien V und VI) betroffen. Auch das zeitliche und rdumliche
progressive Auftreten der AB-Plaques wéhrend der Krankheitsentwicklung wurde zur
Klassifizierung herangezogen. Als erstes sind hier vor allem schwach-myelinisierte Bereiche des
basalen Neocortex betroffen (Braak Stadium A). Auch hier ergibt sich ein graduelles Fortschreiten
der AB-Plaque-Verteilung wihrend der Krankheitsentwicklung. Diese schreitet {iber angrenzende
neocortikale Bereiche und den Hippocampus (Braak Stadium B) fort, bis die AB-Plaques in allen
Bereichen des Cortex zu finden sind (Braak Stadium C). Diese histopathologischen Merkmale
begleiten die Degeneration vor allem der cholinergen Neurone der cortikalen Gehirnbereiche (Braak

und Braak, 1997).
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1.1.2. Familiire Formen und genetische Risikofaktoren der AD

Auch wenn die genetisch bedingten Fille der Alzheimer'schen Krankheit mit rund 5 % aller AD-
Félle sehr selten sind, kann die Analyse genetischer Polymorphismen Hinweise auf die der
Krankheit zu Grunde liegenden Mechanismen liefern. In der Regel erkranken die Patienten mit
familidrer AD (fAD) friiher als Patienten mit sporadischer AD (sAD), meist vor dem 65. Lebensjahr
(Selkoe, 2001). Die Ursachen fiir das Ausbrechen der sAD sind noch weitestgehend unverstanden.
Studien anhand von fAD-Fillen haben Mutationen identifiziert, die sich in Gruppen mit

unterschiedlicher physiologischer Funktion einordnen lassen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Gen-Produkte die im Zusammenhang mit dem Auftreten der fAD stehen

Gen Wahrscheinliche physiologische Funktion

app siehe 1.1.3.2. Physiologische Funktionen des APP und seiner autosomal dominant oder rezessiv

Prozessierungsprodukte

psenl v-Secretase-Aktivitit autosomal dominant

psen? v-Secretase-Aktivitét autosomal dominant
apoE AB-Aggregation und -Abbau, LRP-Signalwege, Endozytose Risikogen
clu AB-Aggregation und -Abbau, molekulares Chaperone Risikogen
crl AB-Aggregation und -Abbau, Komplementsystem-Aktivierung Risikogen
picalm Endozytose Risikogen
cd33 Endozytose Risikogen
cd2ap Endozytose Risikogen
binl Endozytose Risikogen
ephal synaptische Entwicklung und -Plastizitét Risikogen
abca7 Substrattransport liber die Zellmembranen Risikogen
ms4a4a, ms4a6e noch nicht bekannt Risikogen

Drei dieser Gene (Amyloid-Vorldufer-Protein, app; Presenilin-1, psenl und Presenilin-2, psen2)
sind biochemisch eng mit der Bildung der AB-Peptide verkniipft (Selkoe, 2001). Mutationen im Gen
des APP, welches sich auf Chromosom 21 befindet, wurden schon frith mit fAD in Verbindung
gebracht. Personen, die unter dem Down-Syndrom (Trisomie 21) leiden und damit eine zusétzliche
Kopie des APP tragen, bilden auch eine frithe Form der Alzheimer'schen Krankheit aus (Goate et
al., 1991; Mann et al., 1984; Wisniewski et al., 1985). Die Proteine Presenilin-1 (Chromosom 14)
und Presenilin-2 (Chromosom 1) bilden das katalytische Zentrum der y-Secretase und sind damit an
der proteolytischen Spaltung des APPs und der AB-Produktion beteiligt (Citron et al., 1997; De

Strooper et al., 1998). Mutationen im app, Trisomie 21 und die Mutationen in den psen/ und psen2
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fiihren damit zur vermehrten Bildung der AB-Peptide und so wird angenommen zum friihzeitigen
Ausbruch der Alzheimer'schen Krankheit.

Die Expression der Isoform ApoE-g4 des Apolipoproteins E (ApoE, Chromosom 19) ist der am
besten untersuchte und am frithesten beschriebene allgemeine genetische Risikofaktor fiir AD
(Corder et al., 1993). ApoE ist ein Ligand, der an der Rezeptor-vermittelten Endozytose von
Lipoproteinen beteiligt ist. Die vorherrschende Isoform ApoE-€3, die im GroBteil der Bevolkerung
homozygot (ApoE-g3€3) vorliegt, ist nicht mit dem Ausbruch der Alzheimer'schen Krankheit
assoziiert. Eine weitere, seltene Isoform (ApoE-£2) gilt als protektiv gegeniiber der Entwicklung
von AD. Die heterozygoten Trager des ApoE-e4-Allels (ApoE-g3e4) haben ein ca. dreifach erhohtes
Risiko, homozygote Triger (ApoE-g4e4) ein ca. 15-fach erhohtes Risiko, an AD zu erkranken
(Corder et al., 1993, 1994; Farrer et al., 1997; Strittmatter et al., 1993). Seit 2009 wird intensiv
durch Genom-weite Analysen nach weiteren genetischen Risikofaktoren gesucht. Dies hat bereits
zur Identifikation einiger weiterer Risikogene gefiihrt, deren genaue physiologische Funktionen und
ihr Einfluss auf das Ausbrechen der Alzheimer'schen Krankheit jedoch noch weiter verifiziert
werden miissen. Teilweise scheinen sie mit dem Abbau der AB-Peptide in Zusammenhang zu stehen
(clu, crl). Andere sind an endozytotischen Prozessen beteiligt (picalm, cd33, cd2ap, binl), haben
eine Einfluss auf die synaptische Entwicklung (ephal) oder den  Substrattransport iiber
Zellmembranen (abca?7). Die physiologische Funktion der Produkte einiger AD-assoziierter Genloci
ist jedoch noch génzlich unbekannt (ms4a4a, ms4a6e) und es bleibt abzuwarten, in wieweit die

Liste der Risikogene fiir AD in den nichsten Jahren noch wichst (Bettens et al., 2013).

1.1.3. Das Amyloid-Vorliufer-Protein (APP)

Das Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP) ist namensgebend fiir eine Familie von konservierten Genen,
zu der auch die mammalia APLP1 (Wasco et al., 1992) und APLP2 (Wasco et al., 1993) sowie
APPL (Rosen et al., 1989) aus Drosophila melanogaster und APL-1 (Daigle and Li, 1993) aus
Caenorhabditis elegans gehoren. APP ist dabei das einzige Protein aus der APP-Familie, welches
iiber eine AB-Doméne verfiigt und kann damit zu AB-Peptiden prozessiert werden (Abb. 1A). APP
wird ubiquitér exprimiert, also nicht nur in Neuronen und Glia, wobei die biologische Funktionen
des Proteins noch immer nicht geklart sind (siche Kapitel 1.1.3.2.). APP ist ein integrales
Membranprotein mit einer grolen extrazelluliren amino-terminalen (N-terminalen) Region, einer

einfachen Transmembran-Domine und einer kiirzeren zytoplasmatischen carboxy-treminalen (C-
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terminalen) Region (Abb. 1). Das app beinhaltet 19 Exons aus denen hauptsédchlich drei Isoformen
durch alternatives Splicing der Exons 7 (Kunitz-Proteaseinhibitor-Domaine, KPI) und 8 (OX-2-
Antigen-Homolog) entstehen (Sandbrink et al., 1996) (Abb. 1B). Diese drei Isoformen
unterscheiden sich durch ihr Expressionsmuster, wobei die APPgs-Isoform hauptsichlich in
Neuronen exprimiert wird, die APP770- und APP7s,-Isoformen hingegen in peripheren Geweben und
Astroglia (Weidemann et al., 1989). Der extrazelluldre Teil des APP, welcher den Hauptteil der
Aminosduresequenz des Proteins ausmacht, kann in zwei Hauptdoménen (E1- und E2-Domine)
unterteilt werden. Die N-terminale E1-Doméne wird dabei in die Heparin-binde-/Wachstumsfaktor-
dhnliche-Domine (HFBD/GFLD), eine Kupfer- (CuBD) und eine Zink-bindende-Doméine unterteilt
(ZnBD). An die E1-Doméne schlieft sich eine Aspartat- und Glutamat-reiche Proteinregion (DE)
und die KPI-Doméne (im APPeos nicht vorhanden) an. Die E2-Doméne besteht aus einer weiteren
HFBD/GFLD-Doméne (HFBD2) und einer random coil (RC) Region. An die E2-Doméne
wiederum schlief3t sich die AB-Doméne und die C-Terminale zytoplasmatische Region an (Jacobsen

und Iverfeldt, 2009) (Abb. 1A).
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Abbildung 1: APP-Homologe und -Isoformen

[A] Ilustration der Doménen-Struktur der Proteine der APP-Familie. Gezeigt sind die mammalia Proteine APP77
APLP1 und APLP2 sowie das APL-1 aus Caenorhabditis elegans und das APPL aus Drosophila melanogaster. (aus
Jacobsen und Iverfeldt, 2009). [B] Schematische Darstellung der Hauptisoformen des APP (APP77, APP7s; und APPgos),
die aus alternativem Splicing der Exons 7 (KPI-Doméne) und 8 (OX-2-Antigen-Homolog) entstehen (modifiziert nach
Beckett et al., 2012).

1.1.3.1. Proteolytische Prozessierung des APP und die Bildung der AB-Peptide

Die proteolytische Spaltung des APP kann grundsitzlich nach zwei unterschiedlichen

Prozessierungspfaden erfolgen: nach dem amyloidogene Weg, der zur Bildung von AB-Peptiden
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fiihrt und nach dem nicht-amyloidogene Weg, bei dem keine AB-Peptide gebildet werden. Drei
verschiedenen proteolytischen Spaltungen spielen dabei eine entscheidende Rolle (Abb. 2). In den
meisten Féllen wird APP iiber den nicht-amyloidogenen Weg prozessiert. Dieser beginnt mit einer
Spaltung des APP durch eine a-Secretase (ADAMO9, 10 oder 17) in der Plasmamembran (Hooper
und Turner, 2002; Lammich et al., 1999; Parvathy et al., 1999). Dabei ist ADAMI10 die relevante
konstitutive a-Secretase in priméren Neuronen (Kuhn et al., 2010). Da die Spaltung des APP durch
die a-Secretasen innerhalb der AB-Domaéne erfolgt, verhindert die a-Secretase-Aktivitdt die Bildung
der AB-Peptide und damit auch die Bildung amyloider Ablagerungen. In der
Cerebrospinalfliissigkeit von AD-Patienten wurden auch reduzierte Spiegel an sAPPa festgestellt
(Sennvik et al., 2000). Das membranstindige, C-terminale Schnittfragment (C89 oder APPcrg,) wird
weiter proteolytisch durch die y-Secretase prozessiert. Diese Proteinase ist ein Proteinkomplex bei
dem ein Heterodimer aus Presenilin-1 und Presenilin-2 das katalytische Zentrum bildet (Sannerud
und Annaert, 2009). Als Prozessierungsprodukte werden ein kleines, nicht-toxisches Protein (p3)
und die APP-intrazelluldre-Domine (AICD) gebildet, welche in das Zytoplasma entlassen und dort
schnell abgebaut wird (Edbauer et al., 2002; Nunan et al., 2001).

Beim alternativen, amyloidogenen Weg wird APP zunéchst durch Endozytose internalisiert und
dann in spédten Endosomen durch die B-Secretase (BACE1) auBlerhalb der AB-Doméne geschnitten
(Belyaev et al., 2010; Cordy et al., 2003; Ehehalt et al., 2003). Dabei entstehen wiederum ein
16sliches, N-terminales- (SAPPB) und ein membranstindiges, C-terminales Fragment (C99 oder
APPcres). Neuere Berichte zeigen, dass sAPPB durch die Metalloprotease Meprin-8 weiter
prozessiert wird und das entstehende N-terminale Peptid an den death receptor 6 (DR6) binden
kann (Jefferson et al., 2011; Nikolaev et al., 2009). Das membranstindige APPcrrs-Fragment wird
wiederum durch die y-Secretase geschnitten, was zur cytoplasmatischen Freisetzung der AICD-
Domaénen und teils durch Exocytose zur extrazelluldren Freisetzung der AB-Peptide fiihrt (Vetrivel
et al., 2004). Durch die y-Secretase-Aktivitit entstehen AB-Peptide mit unterschiedlicher Lange,
wobei die beiden hauptsédchlich prozessierten und am besten untersuchten AB-Spezies das A4 und
A4, sind. Diese liegen normalerweise im Verhéltnis 10 : 1 (AB4 : AB4) in gesunden Menschen vor
(Sastre et al., 2001; Yuet al., 2001). In Fillen von familidrer AD wurde eine Verschiebung hin zum
starker hydrophoben und potentiell toxischeren AB4, beobachtet (Selkoe et al., 2004), wobei auch
geringfligige Verdnderungen des Gleichgewichts zwischen AB4 und ABs neurotoxisch zu wirken
scheinen (Kuperstein et al., 2010). Fiir AB-Peptide wurden auch einige toxische Eigenschaften

gezeigt, welche unabhéngig von ihrer extrazelluldiren Akkumulation in amyloiden Plaques zu sein
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scheinen. So sind AB-Peptide in der Lage oxidativen Stress durch freie Radikale zu induzieren
(Behl et al., 1994; Harris et al., 1995), den Calcium-Metabolismus der Zellen zu stéren und die
Aggregation von hyperphosphoryliertem Tau zu fordern (G6tz et al., 2001; Luo et al., 1995; Oddo
et al., 2004; Wolozin et al., 1995).
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Abbildung 2: APP-Prozessierung

Schematische Darstellung der proteolytischen Spaltung des APP und der beteiligten Enzyme sowie der resultierenden
Prozessierungsprodukte. Beim nicht-amyloidogene Pfad der APP-Prozessierung wird das APP zunéchst innerhalb der
AB-Domine durch die o-Secretase gespalten und anschlieBend das C-terminale APPcrr-Fragment durch die -
Secretase geschnitten. Der amyloidogene Pfad der Prozessierung beginnt mit der Spaltung des APP durch die B-
Secretase auBlerhalb der AB-Doméne. Das C-terminale Fragment APPcrrs wird weiter durch die y-Secretase
geschnitten. (nach Jefferson et al., 2011; Nikolaev et al., 2009; Pietrzik und Behl, 2005)

1.1.3.2. Physiologische Funktionen des APP und seiner Prozessierungsprodukte

Das Amyloid-Vorlaufer-Protein ist durch seine Verbindung zur Alzheimer Pathologie eines der am
intensivsten untersuchten Proteine iiberhaupt, jedoch sind seine physiologischen Funktionen bisher
noch wenig bekannt. APP koénnte mdglicherweise einen Zelloberflachenrezeptor darstellen, welcher
extrazelluldre Signale bei der Zelladhésion in das Zytoplasma weiterleitet. So wurde gezeigt, dass
APP extrazelluldre Matrix-Proteine wie Kollagen, Laminin oder Heparin binden und durch Homo-
und Heterodimerisierung mit Proteinen der APP-Familie die Zelladhdsion férdern kann (Soba et al.,
2005; Storey et al., 1996). Zudem wurde schon friih eine konservierte G-Protein-Bindedoméne am

zytoplasmatischen C-Terminus des APP identifiziert, womit APP auch als G-Protein-gekoppelter
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Rezeptor fungieren konnte (Mahlapuu et al., 2003; Nishimoto et al., 1993; Okamoto et al., 1995,
1996). Weiter spielt APP eine Rolle beim axonalen Transport und dem Neuriten-Wachstum (Jin et
al., 1994; Koo et al., 1990; Mattson, 1997; Morin et al., 1993).

Eines der 16slichen, N-terminalen Schnittfragmente des APP (sAPPa) fordert die Neuriten-Bildung,
gilt als neuroprotektiv und steigert die Langzeitpotenzierung (LTP) der neuronalen
Reizweiterleitung sowie das rdumliche Gedéchtnis (Stein et al., 2004; De Strooper, 2010; Taylor et
al., 2008; Weyer et al., 2011). Zudem konnten Stein und Kollegen zeigen, dass sAPPa die
Expression neuroprotektiver Gene stimuliert und in organotypischen, hippocampalen Kulturen vor
AB-induzierter Toxizitdt schiitzt (Stein et al., 2004). Die neurotrophen Eigenschaften der N-
terminalen, sezernierten Spaltprodukte des APP scheinen sich jedoch nicht nur auf das durch die a-
Secretase generierte SAPPa zu beschrdanken. So wurde kiirzlich gezeigt, dass neben sAPPa auch
sAPPRB das Neuriten-Wachstum stimulieren kann (Chasseigneaux et al., 2011). Die intrazelluldre
Domaine des APP (AICD), welche nach der Proteolyse durch die y-Secretase freigesetzt wird, gilt
als Transkriptionsregulator und soll dariiber Zellmigration, Zell-Zell-Kommunikation, apoptotische
Signalwege und den axonalen Transport beeinflussen (Beckett et al., 2012; Zheng und Koo, 2006).
Besonderes Interesse gilt auch den physiologischen Funktionen der AB-Peptide selbst, jedoch ist
auch hier bisher wenig bekannt. Grimm und Kollegen konnten zeigen, dass AB-Peptide an der
Regulation des Cholesterin- und Sphingomyelin-Stoffwechsels beteiligt sind (Grimm et al., 2005).
Die genauen physiologischen Funktionen des APP und seiner Prozessierungprodukte aufzukléren,

ist sicher eine der wichtigen Herausforderungen fiir die zukiinftige Alzheimer-Forschung.

1.1.4. APP23-Mause als Tiermodell der Alzheimer'schen Krankheit

Die frithe Charakterisierung der Alzheimer'schen Krankheit und ihr Verlauf wurden anhand von
Patienten-Beobachtungen und Autopsie-Analysen durchgefiihrt. Spéter nutzte man Zell- und
Gewebekulturen um Erkenntnisse liber molekulare Zusammenhénge zu erlangen. Erst mit der
Entwicklung von molekular-biologischen Klonierungstechniken war es mdglich genetische
Tiermodelle dieser Erkrankung zu generieren um komplexere proteinbiochemische Prozesse in
Geweben und Verhalten experimentell zu untersuchen. In Folge dessen wurden unterschiedliche
transgene Mausmodellen etabliert, die sich durch die verwendeten Promotoren und der zur
Expression eingebrachten Erbinformationen unterscheiden (Spires und Hyman, 2005). Da in den

letzten Jahren verstirkt der Einfluss der 16slichen AB-Oligomere auf die Alzheimer Pathologie das
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Interesse der Forschung weckte, wurden hierzu neue Mausmodelle generiert. Diese Tiere
akkumulieren intrazellulir AB-Peptide in Neuronen, bevor eine Bildung amyloider Plaques zu
beobachten ist. Zudem ist diesen Mausmodellen gemein, dass es zu einem verstirkten neuronalen
Zelltod, im Vergleich zu den zuvor erzeugten transgenen Tieren kommt (Casas et al., 2004; Oakley
et al., 2006; Wirths et al., 2006).

Die fiir diese Dissertation verwendeten APP23-Miuse wurden Ende der 1990er Jahre entwickelt
und zdhlen zu den am besten untersuchten Mausmodellen der Alzheimer'schen Krankheit
(Sturchler-Pierrat et al., 1997). APP23-Mause iiberexprimieren ca. siebenfach die ,,schwedische*
Doppelmutante des APP+s; unter der Kontrolle des neuronenspezifischen, murinen Thy1-Promotors
(siche Kapitel 2.1.2.). Diese mutante APP-Variante wird vermehrt {iber den amyloidogen Weg
prozessiert. Im Vergleich zu vielen anderen oft mehrfach-transgenen AD-Mausmodellen stellt dies
eine recht einfache genetische Manipulation der Tiere dar. Trotzdem zeigen die APP23-Méuse viele
charakteristische Merkmale der Alzheimer Pathologie beim Menschen. Ab einem Alter von sechs
Monaten treten im Neocortex und Hippocampus erste amyloide Plaques auf, deren Menge
altersabhéngig ansteigt. Zudem tritt im Zuge der Alterung, nach Entstehung erster amyloiden
Plaques, verstirkt hyperphosphoryliertes Tau auf, was bei vielen anderen amyloid basierten AD-
Mausmodellen nicht der Fall ist. Intrazelluldre, neurofibrillire Tau-Biindel wie beim Menschen sind
allerdings nicht zu beobachten (Spires und Hyman, 2005; Sturchler-Pierrat et al., 1997). Aullerdem
zeigen APP23-Maiuse deformierte Neuriten in der Ndhe der amyloiden Plaques, eine Degeneration
der Neuronen in der CA1-Region des Hippocampus (Calhoun et al., 1998; Sturchler-Pierrat et al.,
1997), eine verstirkte Gliose (vermehrtes Auftreten aktivierter Mikro- und Astrogliazellen) in den
von der Plaque-Bildung betroffenen Gehirnregionen des Cortex und Hippocampus und
Verhaltensveranderungen, die Teile der Alzheimer Pathologie widerspiegeln. Dazu zéhlt ein
generell aggressiveres Verhalten als wildtypische Méduse (Vloeberghs et al., 2006) und eine
eingeschrinkte Lernleistung, wobei APP23-Maiuse bereits vor dem Auftreten der ersten amyloiden
Plaques, eine Beeintridchtigung des Lernverhaltens zeigten (Van Dam et al., 2003; Kelly et al.,
2003). Dies spricht auch in diesem Mausmodell, das auf der vermehrten Bildung der AB-Peptide

beruht, gegen die amyloiden Plaques als primiren kausalen Faktor der Alzheimer Pathologie.
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1.2. Autophagie

1.2.1. Autophagie als wichtiger Bestandteil der Proteinhomoostase

Ein Kernproblem jeder Zelle ist es die Integritdt und die Funktionalitit der Gesamtheit ihrer
Proteine, ihres Proteoms, zu erhalten. Dazu gehort die korrekte Faltung jedes Proteins in die
spezifische Konformation, so wie das Entsorgen fehlgefalteter Proteine. Diese konnen entweder
durch Riickfaltung in ihre native Konformation wieder hergestellt, oder wenn dies nicht mehr
moglich ist iiber proteolytische Abbauwege degradiert werden. Proteinaggregate, wie sie z.B. bei
vielen neurodegenerativen Erkrankungen auftreten, stellen eine weitere Moglichkeit fiir die Zelle
dar, fehlgefaltete und damit potentiell toxische Proteine aus ihrem Stoffwechsel zu entfernen. Sah
man frither Proteinaggregation per se als rein passiven und schidlichen Vorgang an, so setzt sich
heute immer mehr die Meinung durch, dass die Aggregation ein gut regulierter Prozess ist, welcher
zur Zytoprotektion beitragen kann (Duennwald, 2011; Tyedmers et al., 2010).

Die Notwendigkeit die Proteinfaltung zu kontrollieren, tritt fiir die Zelle bereits an der naszierenden
Aminosédurekette wihrend der Translation auf. So werden z.B. hydrophobe Aminosdurenbereiche
von Chaperonen abgedeckt um sie vom hydrophilen Zytoplasma abzuschirmen. Molekulare
Chaperone sind definiert als Proteine, die wahrend der Faltungs- und Riickfaltungsprozesse mit den
Proteinen interagieren um ihnen die Faltung in ihre physiologische Konformation zu ermdglichen.
Chaperone sind dabei am Ende nicht Teil der fertigen Proteinstruktur (Chen et al., 2011a; Hartl et
al., 2011). Chaperone assistieren damit bei einer Vielzahl von biologischen Prozessen wie der de
novo Faltung und Riickfaltung denaturierter Proteine, dem Proteintransport in subzellulédre
Kompartimente, der Bildung von Oligomeren und der Entsorgung von Proteinen iiber
proteolytische Degradation (Arndt et al., 2007; Powers et al., 2009). Prominente Reprdsentanten der
Chaperone sind solche der Familie der Hitzeschockproteine (HSPs) mit der Gruppe der HSP70-
Proteine. Neben ihrer Beteiligung bei Faltungs- und Refaltungsprozessen spielen sie eine Rolle fiir
den Transport fehlgefalteter Proteine zu den Degradationssystemen der Autophagie oder des
Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) (Gamerdinger et al., 2009; Hartl et al., 2011).

Das UPS ist die primdre Proteindegradationsmaschine der Zelle fiir den Abbau von zytsolischen
sowie fehlgefalteten Proteinen. Diese werden iiber eine dreistufige Kaskade von Enzymen mit dem
Signalprotein Ubiquitin (Ub) markiert (Wilkinson et al., 1980). Ub wird durch die Klasse der El-
Enzyme aktiviert, durch E2-Enzyme konjugiert und iiber E3-Ub-Ligasen auf die Zielproteine
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iibertragen. Dabei werden vor allem Proteine proteasomal abgebaut, die mit einer tetra-Ub-Kette,
welche iiber die Lysine 48 und 63 verkniipft sind, markiert wurden. Deubiquitinasen sind fiir das
Entfernen von Ubiquitin und der Ub-Ketten verantwortlich (Komander, 2009). Mittlerweile wurden
auch Ub-unabhingige proteasomale Abbauwege beschrieben, liber die meist kleine fehlgefaltete
Proteine abgebaut werden (Jariel-Encontre et al., 2008). Das eukaryotische 26S-Proteasom ist dabei
tonnenartig aus dem katalytisch aktiven Kern (20S-Proteasom) und regulatorischen (11S- oder
19S-) Untereinheiten zusammengesetzt (Jung und Grune, 2013).

Werden Proteine mit Mono-Ub-Verkniipfungen versehen oder exponieren ein spezifisches
Signalpeptid (KFERQ), so werden sie nicht iiber das Proteasom abgebaut, sondern autophagischen
Degradationsprozessen zugefiihrt (Arias und Cuervo, 2011; Komander, 2009). Zudem werden auch
defekte Zellorganellen, wie z.B. Mitochondrien, oder Proteinaggregate autophagisch abgebaut. Der
Begriff der Autophagie fasst mehrere hoch konservierte eukaryotische Abbauwege zusammen,
welche alle in der lysosomalen Degradation miinden. Man kann drei grundsitzlich unterschiedliche
Formen autophagischer Abbauwege unterscheiden (Abb. 3A). Zum einen kommt es bei
mikroautophagischen Prozessen zu einer Invagination der Lysosomenmembran und damit einem
direkten Substrateinschluss im Lysosom. Der Chaperon-vermittelten Autophagie (CMA) geht die
Erkennung der Peptidsequenz KFERQ durch HSP70 voraus, welches dann unter der Beteiligung
weiterer Chaperone den Transport zum Lysosom vermittelt. Uber den CMA-Rezeptor LAMP2a in
der lysosomalen Membran werden diese Substrate dann wiederum direkt in das Lysosom geschleust
und anschlieBend degradiert. Der Prozess der Makroautophagie beruht auf der Bildung spezifischer
autophagischer Vesikel, den Autophagosomen, welche die zu degradierenden Substrate umschliefSen
und iiber die Fusion mit Lysosomen ihren Inhalt dem lysosomalen Abbau zufiihren (Tanida, 2011).
Da in dieser Arbeit ausschlieBlich der makroautophagische Abbau untersucht wurde, wird im

Folgenden Makroautophagie vereinfachend als Autophagie bezeichnet.

1.2.2. Regulation der Autophagie

Autophagie wurde zunichst als zellphysiologische Reaktion auf Hungerzustinde beschrieben, bei
der zytoplasmatische Bestandteile verdaut werden um Aminosduren und Energie fiir den
Stoffwechsel der Zelle weiter zur Verfligung zu stellen. Spatere morphologische und biochemische
Studien zeigten dann ihre grundsétzliche Bedeutung in der Proteinhomdoostase, der Degradation von

Zellorganellen und als Verteidigungsstrategie bei zelluldrem Parasitenbefall (Kirkin et al., 2009). In
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1.2. Autophagie

den letzten Jahren wird verstirkt an der Rolle der Autophagie bei Erkrankungen, welche meist mit

der Storung der Proteinhomdostase einhergehenden, geforscht (Mizushima et al., 2008).
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Abbildung 3: Formen der Autophagie und makroautophagische Regulationswege

[A] Schematische Darstellung der drei unterschiedlichen Formen der Autophagie: Makro-, Mikro- und Chaperon-
vermittelte Autophagiec (CMA) (modifiziert aus Tanida, 2011). [B] Illustration der Regulationswege sowie den
Hauptphasen des makroautophagischen Abbaus (modifiziert nach Cell Signaling, 2013). Die Initiation der
Autophagosomenbildung wird durch die mTOR- und BECLIN1-Proteinkomplexe reguliert. Fiir die Elongation der
Autophagosomemmembran ist das ATG12-Konjugations-System  verantwortlich. Dem  Einschluss der
Autophagiesubstrate geht die Erkennung durch Autophagierezeptoren (wie p62 oder NBR1) voraus, die LC3-II binden.
Uber die Fusion mit Lysosomen werden die Autophagiesubstrate schlieBlich degradiert.
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1.2. Autophagie

Zwei Multiproteinkomplexe sind an der Regulation der Autophagie malgeblich beteiligt, der
mammalian target of rapamycin complex I (mTORCI1) und der BECLINI1-Komplex. Der
evolutiondr konservierte Enzymkomplex mTORCI1 ist ein negativer Regulator der Autophagie {iber
den viele unterschiedliche zelluldre Signale integriert werden (Abb. 3B). Rapamycin verhindert die
Phosphorylierung der zentralen Kinase mTOR an Serin 2448 (S2448), inhibiert so die mTOR-
Aktivitdt und stimuliert dadurch die Autophagie (Chiang und Abraham, 2005). Deshalb wird die
mTOR-Phosphorylierung an S2448 auch weithin als MaB fiir die mTOR-Aktivitdt und den dadurch
vermittelten Einfluss auf die Autophagie analytisch genutzt. Die Inhibition der Autophagie {ibt
mTOR nicht direkt aus, sondern durch Hemmung des nachgeschalteten, aktivierenden ULKI-
Komplexes. Mehr als 30 ATGs (Autophagie-relevante Gene) wurden bisher identifiziert (Suzuki
und Ohsumi, 2007). Neben dem ULKI1-Komplex (bestehend aus ULK1, ATG13, FIP200) ist auch
der zweite groBle regulatorische Protein-Komplex, der BECLIN1-Komplex, an der Bildung der
Autophagosomen beteiligt.

BECLINI (bestehend aus BECLIN1, ATG14, PI3Kc3, p150) stellt dabei das zentrale Protein dieses
Komplexes dar, an das sich weitere Proteine anlagern. Die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase
Klasse 3 (PI3Kc3) generiert hierbei das Signalmolekiil Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3)
(Fimia et al., 2007; Itakura et al., 2008; Kang et al., 2011). Die regulatorischen Proteine Rubicon
und Bcl-2 inhibieren den BECLIN1-Komplex durch Bindung an BECLIN1 (Matsunaga et al., 2009;
Zhong et al., 2009; Zhou et al., 2011). AuBerdem sind noch ATG9, ATG2 und WIPI1-4 an der
Initialisierung der Autophagosomen beteiligt. Das ATG12-Konjugations-System (bestehend aus
ATG12, ATGS und ATG16L1) ist essentiell fiir die korrekte Elongation der autophagosomalen
Doppelmembran. Zudem ist fiir die Bildung funktioneller Autophagosomen die Anlagerung von
LC3 vor allem an die innere Membran nétig. Hierflir werden diese Autophagie-Adapter-Proteine
mit einem lipophilen Phosphatidylethanolamin- (PE-) Schwanz versehen und in der Membran
verankert. LC3-I wird dazu zunichst von ATG4 durch einen C-terminalen Schnitt aus pro-LC3
prozessiert, bevor ATG7 (aktivierendes Enzym) und ATG3 (konjugierendes Enzym) die PE-
Lipidierung zu LC3-II durchfiihren kénnen (Mizushima et al., 2011). Autophagie-Rezeptoren, wie
p62/Sequestosome 1 (p62) oder Neighbor of brcal gene 1 (NBRI1), detektieren zum Einen
ubiquitinierte Autophagiesubstrate und binden zum Anderen an die in der autophagosomalen
Membran verankerten Autophagieadaptoren iiber ihre LC3-Interaktions-Doméne (LIR). Durch
diese Eigenschaft stellen sie eine wichtige molekulare Briicke zwischen dem UPS und der

Autophagie dar, da sie ubiquitinierte Proteine dem Abbau durch das UPS entziehen und der
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1.2. Autophagie

Autophagie zufithren konnen (Kirkin et al., 2009). AuBerdem konnen Autophagie-Rezeptoren
oligomerisieren, was zur Bildung von Inklusionskdrpern aus Autophagiesubstraten fiihrt. Diese
werden dann spezifisch von autophagosomalen Membranen durch die Bindung an LC3-II
umschlossen und der lysosomalen Degradation zugefiihrt (Bjorkey et al., 2005; Pankiv et al., 2007)
(Abb. 3B).

Dieses konzertierte Zusammenspiel der beiden regulatorischen Proteinkomplexe, mTOR- und
BECLINI1- Komplex sowie das hierarchische Zusammenwirken der ATG-Proteine wird als

kanonischer Weg der Autophagie bezeichnet.

1.2.3. Nicht-kanonische Wege der Autophagie

In den letzten Jahren mehren sich die Berichte, wonach die Bildung von Autophagosomen nicht
Zwangsweise die Beteiligung aller Komponenten der kanonischen Autophagie benétigt. Werden der
mTOR-, der BECLIN1-Komplex oder Teile des hierarchischen Zusammenspiels der ATG-Proteine
zur Autophagosomen-Bildung umgangen, so spricht man von nicht-kanonischer Autophagie
(Codogno et al., 2012). So wurde eine Induktion der Autophagie, unabhingig des BECLINI-
Komplexes, in Modellen des programmierten Zelltods, bei der Zelldifferenzierung, bei der
Mitophagie (autophagischer Abbau von Mitochondrien) und als Reaktion auf bakterielle Toxine
gezeigt (Arsov et al., 2011; Chu et al., 2007; Grishchuk et al., 2011; Mestre et al., 2010; Tian et al.,
2010; Zhu et al., 2007). Zudem wurde beobachtet, dass es bei Ammoniak-induzierter Autophagie
sowie bei Glukose-Entzug zur Induktion von Autophagie kommt, die unabhingig der mTOR-
ULKI1-Achse abliauft (Cheong et al, 2011). In ATGS5-depletierten Zellen wurde in
elektronenmikroskopischen Analysen beobachtet, dass nach Behandlung mit Etoposid
(Topoisomerasell-Inhibitor) LC3-freie Autophagosomen gebildet werden, die allerdings eine
amorphe Struktur zeigen (Nishida et al., 2009). Zudem scheinen noch nicht alle an der Regulation
der Autophagie in hoheren Eukaryonten beteiligten Proteine identifizert zu sein. Erst kiirzlich wurde
mit BECLIN2 ein weiteres Protein identifiziert, welches im Gegensatz zu BECLINI eine
spezifische Rolle fiir den autophagischen Abbau G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und im
Energiemetabolismus zu haben scheint (He et al., 2013). Weitere Untersuchungen sind notwendig,
um zu kldren unter welchen physiologischen Gegebenheiten die unterschiedlichen Wege der

Autophagieinduktion ablaufen.
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1.3. Das Endocannabinoid-System

Cannabis sativa wird als Heilpflanze in der chinesischen und indischen Medizin bereits seit iiber
4000 Jahren genutzt. 1964 konnte die chemische Struktur von Delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC,
Abb. 4A) der hauptsdchlich enthaltenen psychoaktiven Substanz der Hanfpflanze aufgekléart werden
(Gaoni und Mechoulam, 1964). Cannabis sativa enthdlt auch weitere Phytocannabinoide, die
strukturell mit dem THC verwandt sind, jedoch keine (Cannabinol, Abb. 4A) oder nur eine sehr
schwache (Cannabidiol, Abb. 4A) psychoaktive Wirkung haben (Loewe, 1945; Mahadevan et al.,
2000; Michoulam und Shvo, 1963). Es dauerte nach der Isolation und der Synthese des THC durch
Gaoni und Mechoulam noch weitere 20 Jahre bis ein Rezeptor des THC identifiziert werden konnte;
der Cannabinoid Rezeptor 1 (CB1) (Devane et al., 1988). Nachdem kurz darauf auch die codierende
Sequenz des CBI1 aufgekldart wurde (Matsuda et al., 1990), konnte ein weiterer Cannabinoid
Rezeptor (CB2) mit Hilfe der CB1-Sequenz identifiziert werden (Munro et al., 1993). Beide
Rezeptoren sind strukturell sehr &dhnlich, so besitzen sie sieben Transmembran-Doménen und
gehoren zu den Giyo-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Der CB2-Rezeptor wird hauptsédchlich in
peripheren Immunzellen sowie in immunologisch relevanten Organen (wie den Mandeln und der
Milz) exprimiert (Breivogel und Childers, 1998; Gali¢gue et al., 1995; Pertwee, 1997). Die CB2-
Expression wurde jedoch auch in bestimmten Zellen im ZNS, wie Mikroglia und neuronalen Zellen
des Hirnstamms, nachgewiesen (Van Sickle et al., 2005; Walter et al., 2003). Der CB1-Rezeptor
wird primér in neuronalen Zellen des ZNS exprimiert, weshalb er lange als der neuronale und der
CB2 als der periphere Canabinoid Rezeptor galt. Als die hauptséchliche physiologische Rolle des
CB2 gilt dabei immernoch eine regulatorische Funktion im Immunsystem (Howlett, 2002). Die
CB1-Expression wurde jedoch mittlerweile neben dem ZNS auch in einer Vielzahl peripherer
Organe und Gewebe nachgewiesen. Dazu zédhlt das Fettgewebe, Zellen des Gastrointestinaltrakts,
die Nebenniere, die Skelettmuskeln, die Schilddriise, Hepatozyten, die Nieren, die
Reproduktionsorgane und endokrine Zellen des Pankreas (Chorvat et al., 2012; Jenkin et al., 2010;
Pagotto et al., 2006). Der CB1 scheint deshalb eine Reihe weiterer physiologischer Funktionen
auszufiillen, welche tiber seine Rolle bei der retrograden synaptischen Signal-Transduktion im ZNS
hinaus gehen (siche Kapitel 1.3.2.). Neben der Lokalisation in der Plasmamembran an der Synapse
und am Axon wurde schon friih beschrieben, dass der CB1 auch intrazellular vorkommt. Dabei
kann auch in Neuronen eine grofler Anteil des Proteins innerhalb der Zelle liegen, ohne dass der

Transmembranrezeptor iiber das lysosomale System abgebaut wird (Leterrier et al., 2004; Pickel et
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al., 2004). Die dauerhafte Inkubation mit Agonisten verstirkt die intrazelluldre Lokalisation des
CBI1 (Leterrier et al., 2006). Ein Teil des endozytierten CB1 wird dann konstant {iber die lysosomale
Degradationsmaschine abgebaut (Grimsey et al., 2010). Erst kiirzlich verdffentlichten He und
Kollegen, dass die Degradation des CB1 auch abhédngig von autophagischen Prozessen stattfindet
und die Bildung von Autophagosomen dafiir notwendig ist. Dabei werden neben dem CB1 auch
andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren iiber den BECLIN2-abhingigen autophagosomalen
Abbauweg degradiert (He et al., 2013). Der endosomale Transport des Rezeptors und seine
Degradation {iber das autophagosomale/lysosomale System scheinen jedoch nicht die einzigen
Griinde fiir die intrazelluldre Lokalisation des CB1 zu sein. Funktionelle CB1-Rezeptoren wurden
auch als integraler Teil der Lysosomenmembran und in Mitochondrien beschrieben (Bénard et al.,
2012; Brailoiu et al., 2011; Sarnataro et al., 2005). Dabei wird schon lianger eine Funktion von
intrazelluldren G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bei der Regulation von autophagischen Prozessen
diskutiert (Gohla et al., 2007). So verdffentlichten Noonan und Kollegen 2010 einen Bericht,
wonach CBI1-Aktivitdt zur Stabilisierung der Lysosomenmembran in einem AB-induzierten
Proteinstressmodell fiihrt (Noonan et al., 2010). Da der CBI1 auch in vielen nicht-neuronalen
Zelltypen und Geweben exprimiert wird und er dort folglich nicht die synaptische Reizweiterleitung
modulieren kann, wére es mdglich dass er dort hauptséchlich bei der lysosomalen Degradation eine
Rolle spielt. Dabei wurde bislang noch nicht ausreichend untersucht, ob der CB1 eine Rolle bei der
Autophagosomen-Bildung spielt. In den letzten Jahren wurden Untersuchungen verdffentlicht die
zeigen, dass eine Stimulation des CB2 mit hohen Dosen an Cannabinoiden zu einer Steigerung der
autophagischen Aktivitdt fiihrt (Carracedo et al., 2006). Die CB2-abhingige Stimulation der
Autophagie scheint dabei eine Reaktion auf Ceramid-vermittelten Stress des Endoplasmatischen
Retikulums zu sein und iiber den AMPK-mTOR-Signalweg induziert zu werden (Salazar et al.,
2009; Vara et al., 2011).

Durch die Identifizierung der THC-Rezeptoren konnten auch endogene Liganden, die
Endocannabinoide, identifiziert werden. Man unterscheidet heute drei Gruppen von Cannabinoiden:
(1) aus Cannabis Sativa und weiteren Pflanzen gewonnen Phytocannabinoide (2) kiinstlich
hergestellte synthetische Cannabinoide (3) im Korper selbst synthetisierten Endocannabinoide. Die
ersten beschriebenen Molekiile der aus Phospholipid-Vorldufern gebildeten Stoffklasse der
Endocannabinoide waren das N-Arachidonylethanolamin (Anandamid, AEA; Abb. 4B) und das 2-
Arachidonylglycerol (2-AG, Abb. 4B) (Devane et al., 1992; Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al.,
1995).

17



1.3. Das Endocannabinoid-System
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Abbildung 4: Strukturformeln einiger Cannabinoide

[A] Strukturformeln der Phytocannabinoide Delta-9-Tetrahydrocannabinol (THC), Cannabidiol und Cannabinol.
[B] Strukturformeln der prominenten Endocannabinoide N-Arachidonylethaolamin (Anandamid, AEA) und 2-
Arachidonylglycerol (2-AG). [C] Strukturformel des synthetischen CB1- und CB2-Agonisten WINS55,212-2 (Win2) und
des CB1-spezifischen Antagonisten Rimonabant (SR141716, SR).

Endocannabinoide und die Cannabinoid-Rezeptoren bilden mit threm komplexen Zusammenspiel
das so genannte Endocannabinoid-System (ECS) aus. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass einige
Endocannabinoide (wie AEA oder 2-AG) nicht nur an CBI1- und CB2-Rezeptoren binden, sondern
auch mit dem orphan G-protein-gekoppelten Rezeptor GPR55 und dem peroxisome proliferation
receptor gamma und alpha (PPARy und PPARa) interagieren (Bouaboula et al., 2005; Mackie und
Stella, 2006; O’Sullivan, 2007). Zudem scheint Anandamide das ECS mit dem Vannilloid-System
zu verbinden, da AEA auch an den Vannilloid-Rezeptor TRPV1 bindet und diesen aktivieren kann

(Di Marzo et al., 1998; Zygmunt et al., 1999). Endocannabinoide scheinen also unterschiedliche
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endokrine Systeme miteinander verkniipfen zu konnen.

Ein wichtiges synthetisches Cannabinoid ist das Aminoalkylinol-Derivat Win55,212-2 (Win2, Abb.
4C). Win2 ist kein selektiver Agonist des CB1, sondern bindet auch an den CB2, wobei die Affinitét
fiir den CB2 hoher ist (Felder et al., 1995; Song et al., 1999). Da Win2 aber auch eine hohere
Bindungsaffinitit an den CB1 hat als THC, wird es in Tier- und Zellmodellen oft als CB1- oder
CB2-Agonist eingesetzt (Kuster et al., 1993). Ein wichtiger synthetischer und spezifischer
Antagonist des CB1 ist das Blut-Hirn-Schranken-gidngige Rimonabant (SR141716, SR; Abb. 4C)
(Rinaldi-Carmona et al., 1994). Rimonabant wurde sehr erfolgreich zur Behandlung von Adipositas
eingesetzt, musste jedoch auf Grund von psychiatrisch-relevanten Nebenwirkungen, wie
Depression, wieder vom Markt genommen werden (de Kloet und Woods, 2009). In den letzten
Jahren sind etliche synthetische Liganden fiir die Cannabinoid-Rezeptoren entwickelt worden, die
zum Teil auch nicht Blut-Hirn-Schranken-géngig sind und somit nur periphere Rezeptoren binden

(Gunderson, 2013).

1.3.1. Biosynthese und Metabolismus der endogenen Cannabinoide

Neben den bereits genannten Anandamid (AEA) und 2-AG wurden noch weitere strukturell
dhnliche Stoffe wie das Palmithylethanolamin (PEA) als Cannabinoid-Rezeptor-Liganden
identifiziert (Ueda et al., 2013). Den Endocannabinoiden ist dabei gemein, dass sie
Phospholipidderivate darstellen und auf Grund ihres stark lipophilen Charakters nicht in Vesikeln
gespeichert werden, sondern bei Bedarf aus ihren Lipidvorldufern direkt in der Membran
synthetisiert werden (Di Marzo et al.,, 1994). Trotz der Moglichkeit einer Ca*’-unabhingigen
Stimulation der Endocannabinoidsynthese durch metabotrope Glutamat-Rezeptoren (Varma et al.,
2001), sind Ca*" und das zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP) die zentralen Signalmolekiile
bei der Stimulation der Endocannabinoidsynthese (Cadas et al., 1996; Di et al., 2005). Der
Lipidvorldufer des Anandamid, N-Arachidonyl-Phosphatidylethanolamin, wird durch die Ca*-
abhédngige N-Acetyltransferase umgesetzt und anschlieBend durch die Phospholipidase D zu AEA
umgewandelt. Anandamid wird dabei vor allem im Gehirn, Teilen des Immunsystems
(Makrophagen), in Endothelzellen und in Thrombozyten synthetisiert. Der Anstieg der
intrazelluldren Ca**-Konzentration induziert bei der 2-AG-Synthese zunichst die Aktivierung der
Phospholipase C und den Umsatz von 2-Achidonoyl-Phosphatodylinositol, die Diacylglycerinlipase
(DAGL) bildet dann im Anschluss das 2-AG. Der Abbau des AEA erfolgt iiber die

19



1.3. Das Endocannabinoid-System

Fettsdureaminhydrolase (FAAH) zu Ethanolamin und Arachidonsdure. 2-AG wird iiber die
Monoacylglycerinlipase (MAGL) zu Glycerin und Arachidonsdure degradiert (Ueda et al., 2013).

1.3.2. Bekannte biologische Funktionen des Endocannabinoid-Systems

Die bisher am besten untersuchte Funktion des CBI1 steht im Zusammenhang mit der durch das
ECS generierten retrograden synaptischen Signaltransduktion (Ohno-Shosaku et al., 2001; Wilson
und Nicoll, 2001). Bei Bedarf werden die lipophilen Endocannabinoide an der Postsynapse
synthetisiert, gelangen {iber einen noch immer nicht verstandenen Mechanismus iiber den
hydrophilen synaptischen Spalt und aktivieren an der Pridsynapse den CB1. Dabei wird das
intrazelluldre Gio-Protein des Rezeptors aktiviert, was zundchst zu einer SchlieBung der
spannungsabhingigen Ca**-Kanile und zur Offnung von K*-Kanélen (Typ K;") fiihrt (Abb. 5) und
dadurch die Erregbarkeit der Prasynapse reduziert (Kreitzer und Regehr, 2001).

® ® ® ® CREB
FAK

PI3Kcl MAPK

Abbildung 5: Durch den CB1-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion

Schematische Darstellung der Signaltransduktions-Wege, die durch den CB1-Rezeptor moduliert werden (modifiziert
nach Pagotto et al., 2006). Durch die Aktivierung des CB1 werden spannungsabhingige K*-Kanile gedffnet und Ca*'-
Kanile geschlossen. Uber die Inhibition der Adenylatcyclase inhibiert CB1-Aktivitit den CREB-Signalweg. Die FAK-,
PI3Kcl- und MAPK-Signalwege werden durch CB1-Aktivitat stimuliert.

Zudem wird tiber die Inhibition der Adenylatcyklase (AC) die Synthese des cAMPs reduziert und
die durch cAMP in ihrer Aktivitdt stimulierte Proteinkinase A (PKA) in der Folge gehemmit.
Dadurch kann die PKA weitere K'-Kanile (Typ Ka") nicht phosphorylieren und damit nicht mehr
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schlieBen, was zusitzlich den K'-Ausstrom weiter fordert (Pagotto et al., 2006). Aulerdem wird in
Folge der Inhibition der PKA auch der CREB-Signalweg gehemmt. Stimulierend wirkt die Aktivitét
des CBI hingegen auf die mitogen-activated protein kinase (MAPK), die Phosphatidylinositol-3-
OH-Kinase Klasse 1 (PI3Kcl) und die focal adhesion kinase (FAK) (Derkinderen et al., 2003;
Howlett, 2005; Pagotto et al., 2006). Zudem scheint der CB1 mit anderen Neurotransmitter-
Rezeptoren (Orexin-, Serotonin- und Dopamin-Rezeptoren) zu interagieren und deren Signalwege
zu beeinflussen (Devlin und Christopoulos, 2002; Hilairet et al., 2003; Kearn et al., 2005). In den
letzten Jahren mehren sich die Hinweise, nach denen der CB1 auch in der Kommunikation
zwischen Glia-Zellen und Neuronen eine Rolle spielt. So wurden die fiir die Endocannabinoid-
Synthese notwendigen Enzyme auch in Oligodendrozyten, Astro- und Mikrogliazellen
nachgewiesen (Gomez et al., 2010; Hegyi et al., 2012; Stella, 2010).

Durch die Aktivierung des CB2 wird das assozierte G-Protein analog zum CBI1 aktiviert, was die
Adenylatcyclase inhibiert und die MAPK aktiviert (Bouaboula et al., 1996; Slipetz et al., 1995). Im
Gegensatz zum CB1 beeinflusst der CB2 durch seine Aktivitit die spannungsabhidngigen Ca*-
Kanéle nicht, da er fast ausschlielich von Zellen des Immunsystems exprimiert wird (siche Kapitel
oben 1.3.) (Felder et al., 1995). Daher verwundert es nicht, dass die CB2-Aktivitit bisher vor allem
in Verbindung mit anti-inflammatorischen oder immunsuppressiven Funktionen beschrieben wurde
(Atwood et al., 2012). Im Gegensatz zu den CB1 Knockout-Méiusen zeigen CB2 Knockout-Mause
einen eher subtile Phéanotyp, der auf die Modulation des Immunsystems zuriick zu fiihren ist. So ist
in diesen Tieren die Lymphozyten-Proliferation gestort sowie die Sezernierung inflammatorischer
Zytokine und die Aktivitit von Makrophagen erhoht. Folglich ldsst sich durch CB2-Stimulation die
Ausschiittung inflammatorischer Zytokine sowie die chemotaktische Bewegung der Makrophagen
und die mikrogliale Aktivierung unterdriicken (Buckley, 2008). Aulerdem zeigen CB2 Knockout-
Maiuse eine reduzierte Knochenmasse, was auf eine gestorte Funktion der CB2-exprimierenden
Osteoblasten, Osteozyten und Osteoclasten hindeutet (Ofek et al., 2006). Zudem konnte eine CB2-
vermittelte, anti-arteriosklerotische =~ Wirkung durch die Gabe niedriger Dosen von
Phytocannabinoiden in Miusen beobachtet werden (Steffens et al., 2005).

Die meisten bisher beschriebenen physiologschen Funktionen des CB1 beruhen auf seiner oben
beschriebenen Funktion in der retrograden synaptischen Signaltransduktion im ZNS. So zeigen CB1
Knockout-Méuse eine verdnderte Bewegungsfihigkeit sowie verstirktes Angstverhalten und eine
reduzierte Lernleistung (Bilkei-Gorzo et al., 2005; Stumm und Hiebel et al., 2013; Zimmer et al.,

1999). Da der CB1 im Cerebellum und in den Basalganglien verstirkt exprimiert wird, verwundert
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es nicht, dass er auch einen Einfluss auf Korperhaltung und Koordination beim Menschen hat (van
der Stelt und Di Marzo, 2003). Zudem ist der CB1 an der Regulation der synaptischen Plastizitét
und der Entwicklung von Verhalten, wie Emotionen und Stress beteiligt (Héring et al., 2012).
Auflerdem zeigen CB1 Knockout-Mause ein geringeres Korpergewicht, als wildtypische Tiere
(Cota et al., 2003; Stumm und Hiebel et al., 2013). Im umgekehrten Fall wird der CB1 selbst auch
in Abhédngigkeit der Erndhrung differenziell reguliert. Méuse die einer kalorischen Restriktion (KR)
unterzogen wurden, zeigten eine verstirkte CBIl-Expression, wohingegen Tiere, die mit
cholesterinreicher Nahrung gefiittert wurden, reduzierte CB1-Spiegel zeigten (Hayakawa et al.,
2007). Es wurden zudem unterschiedliche CB1-Polymorphismen identifiziert, die entweder mit
einem reduzierten body mass idex (BMI) in gesunden Menschen, oder mit Adipositas korrelierten
(Benzinou et al., 2008; Gazzerro et al., 2007). Aufgrund seiner starken Expression im ZNS wird die
appetitfordernde Wirkung der CB1-Aktivitdt auch den neuronalen Funktionen im Hypothalamus
und der Leptin-regulierten Signalwege des ZNS zugeschrieben (Quarta et al., 2011). In den letzten
Jahren mehren sich die Berichte, dass der CB1 auch unabhéngig seiner appetitfordernden Wirkung
im ZNS direkt in peripheren Geweben an der Regulation des Energiemetabolismus beteiligt ist

(O’Keefe et al., 2013).

1.3.3. Der Einfluss des ECS auf die Alzheimer'sche Demenz

Neben den antioxidativen chemischen Eigenschaften einiger Cannabinoide, stehen einige der
neuroprotektiven Eigenschaften des ECS in direkter Verbindung mit der CB2-vermittelten
Modulation des Immunsystems (siche Kapitel 1.3.2.). Viele neurologische Erkrankungen wie AD,
die Parkinson'sche Krankheit, Amyotrophe Lateral Sklerose (ALS) oder Multible Sklerose (MS),
gehen mit einer Entziindung im ZNS einher, die zur Neurodegeneration beitrdgt. Die
Unterdriickung neuroinflammatorischer Prozesse gilt daher als neuroprotektiv (Williamson et al.,
2011). Die Endocannabinoide Anandamid (AEA), 2-AG und PEA besitzen anti-inflammatorische
Eigenschaften, die zusétzlich zu den Cannabinoidrezeptoren (CB1 und CB2) iiber Aktivierung der
PPARa— und PPARy-Rezeptoren vermittelt sind (O’Sullivan und Kendall, 2010). In einem Ratten-
Modell wurde eine Reduktion der durch Lipopolysaccharid-Injektion induzierten Neuroinflamation
durch Behandlung der Tiere mit dem synthetischen CB1-/CB2-Agonisten Win2 beobachtet. Die mit
Win2-behandelten Tiere zeigen auch eine verbesserte Gedédchtnisleistung (Marchalant et al., 2008).

AuBerdem konnten Cannabinoid-Behandlungen in Modellen der MS das Uberleben von
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Oligodendrozyten-Vorldufern verbessern und die mikrogliale Aktivierung unterdriicken, was auch
zu einer verbesserten Motorik von behandelten Mausen fiihrte (Arévalo-Martin et al., 2003; Loria et
al., 2008; Molina-Holgado et al., 2002). Auch in anderen Modellen neurodegenerativer
Erkrankungen, wie die Parkinson'sche Krankheit oder ALS, wurden CB2-Agonisten eingesetzt um
die Neuroinflamation zu unterdriicken und den degenerativen Phianotyp abzumildern (Price et al.,
2009; Shoemaker et al., 2007). Dabei bleibt die anti-inflammatorische Wirkung der CB2-Liganden
nicht darauf beschrinkt, die Proliferation der Mikroglia zu unterdriicken, sondern es werden auch
weitere anti-inflammatorische Signalmolekiile, wie das Interleukin-10, nach CB2-Aktivierung
verstarkt ausgeschiittet (Correa et al., 2010). Die durch den CB1 vermittelte Neuroprotektion steht
in den meisten Féllen im direkten Zusammenhang mit seiner Rolle bei der retrograden synaptischen
Signaltransduktion im ZNS (siehe Kapitel 1.3.2.). So zeigten Marsicano und Kollegen, dass CB1-
Rezeptor-Aktivitdit vor Kainat-induzierter Exzitotoxizitdt schiitzt und die Injektion des Kainats
wiederum zur verstdrkten Ausschiittung von AEA fiihrt (Marsicano et al., 2003). Zudem scheint der
CB1 das neuronale Zelliiberleben durch Hemmung der Caspase-3-Aktivitit zu fordern, da in CB1
Knockout-Méusen eine erhohte Caspase-3-Aktivitit zu beobachten ist (Jackson et al., 2005a).
Auflerdem scheint CBI1-Aktivitdt auch die Produktion neurotropher Faktoren, wie BDNF und
bFGF, zu steigern (Aguado et al., 2007; Marsicano et al., 2003).

In den vergangen Jahren wurde in einigen Studien Verdnderungen des ECS bei der Alzheimer'schen
Krankheit und der direkte Einfluss des ECS auf die AD-Pathologie untersucht. Dabei tragen auch
im Fall der AD inflammatorische Prozesse zur Neurodegeneration bei. In Gehirnen von AD-
Patienten wurde eine starke Uberexpression des CB2 in aktivierten Mikroglia-Zellen beobachtet.
Diese ging einher mit einer Uberexpression des AEA-Degradationsenzyms Fettsiureaminhydrolase
(FAAH) in aktivierten Astrozyten (Benito et al., 2003). Zudem berichteten Ramirez und Kollegen
von einer reduzierten Anzahl CB1 positiver Neurone im Cortex von AD-Patienten (Ramirez et al.,
2005). Neben der verdanderten Expression der CB1- und CB2-Rezeptoren weisen auch die an der
Endocannabinoid-Sysnthese und -Degradation beteiligten Enzyme eine verdnderte Expression und
subzellulire Lokalisation im Gehirn der AD-Patienten auf (Mulder et al., 2011). In
unterschiedlichen Nagermodellen der AD zeigte die Behandlung mit Cannabinoiden protektive
Effekte, wie eine reduzierte Neuroinflammation, verbessertes Lernverhalten und einen Schutz vor
AB-induzierter Toxizitdt (Aso et al., 2012; Esposito et al., 2011; Martin-Moreno et al., 2012;
Ramirez et al.,, 2005). Kiirzlich wurde gezeigt, dass die neuroprotektiven und anti-

inflammatorischen Eigenschaften des Win2 bei AB-induzierter Toxizitdt durch CBI1- und CB2-
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Aktivierung vermittelt wird (Fakhfouri et al., 2012). Umgekehrt scheinen auch die AB-Peptide das
ECS zu beeinflussen und durch eine Verdnderung der Signalwege des ECS toxische Effekte
auszuldsen (Chen et al., 2011b; Jung et al., 2012; Mulder et al., 2011). Dabei ist noch nicht genau
verstanden, iiber welchen Mechanismus zusidtzlich zur anti-inflammatorischen Wirkung, die
Cannabinoide ihre neuroprotektive Wirkung bei der AD-Pathologie ausiiben. Diskutiert werden hier
vor allem eine Beteiligung des MAPK- oder des glycogen synthetase 3 beta (GSK38-) Signalwegs
(Martin-Moreno et al.,, 2012; Milton, 2002). AuBerdem wurden als Wirkmechanismus die
Hemmung der Acetylcholinesterase oder die chemische FEigenschaft vieler Cannabinoide als
Antioxidantien vorgeschlagen (Eubanks et al., 2006; Marsicano et al., 2002a). Als weitere
Moglichkeit wurde auch eine aggregationshemmende Wirkung der Cannabinoide auf AB-Peptide
vorgeschlagen (Eubanks et al., 2006). Dies scheint allerdings auf Grundlage aktueller Erkenntnisse,
nach denen AB-Aggregate nicht die toxische Spezies der AB-Peptide darstellen, unwahrscheinlich
(siehe Kapitel 1.1.1.). Zudem zeigt auch nicht zuletzt das fiir diese Studie verwendete Mausmodell
der Alzheimer'schen Krankheit, dass die Anzahl an amyloiden Plaques nicht mit der Lernleistung
der Tiere korrelieren. Das Fehlen des CBI-Rezeptors fiihrt jedoch gleichzeitig zu einer
Verschlechterung des kognitiven AD-Phinotyps der APP23-Miuse (Stumm und Hiebel et al.,
2013).
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten zundchst Fragestellungen gekldrt werden, die sich aus der
vorangegangenen Charakterisierung der APP23xCBN-Mauslinie durch Christoph Stumm ergeben
haben (Stumm, 2011). Dazu sollte die Morphologie der Astro- und Mikrogliazellen bei der in den
20-Monate alten APP23- und APP23/CB1”-Tieren beobachteten Gliose genauer untersucht werden.
Zudem galt es das Gewicht der unterschiedlichen Genotypen durchgehend zu bestimmen um zu
kldaren, ob sich hier eine Verdnderung zu einem bestimmten Entwicklungszeitpunkt wéhrend der
Alterung der Méause zeigt. Eine wichtige Frage dabei war, ob die verdnderte Prozessierung des APP
in Abhéngigkeit der CB1-Expression in den 20-Monate alten Méusen ein Effekt der verpaarten
Mauslinien ist, oder ob dies einen generellen, zellphysiologischen Zusammenhang der CBI1-
Expression mit der APP-Prozessierung widerspiegelt. Dafiir sollten zunéchst junge (2-Monate alte)
Tiere der APP23xCBN-Mauslinie auf eine verdnderte APP-Prozessierung hin untersucht werden.
Weiterfithrend sollte analysiert werden, ob in einem neuronalen Zellmodell eine genetische
Modulation der CB1-Expression die APP-Prozessierung beeinflusst. AbschlieBend sollte geklért
werden, welcher der intrazelludren Signalwege die durch die CB1-Aktivitidt verdndert werden, diese
Modulation der APP-Prozessierung vermitteln konnte.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die Hypothese iiberpriift werden, ob eine CBl-abhingige
Verdnderung der autophagischen Aktivitit verantwortlich fiir den degenerativen Phénotyp der
APP23/CB17"- gegeniiber der APP23-Miuse ist. Diese Hypothese beruht auf der Erkenntnis, dass
die Autophagie Einfluss auf pathologische Prozesse bei der AD hat und das ECS wiederum auch
einen Einfluss auf die autophagische Aktivitdt ausiibt. Es sollte also untersucht werden, ob eine
mogliche CBIl-abhingige Verdnderung der Autophagie den ,,second hit“ in diesem Mausmodell
ausmacht. Da der dynamische Prozess der Autophagie auf molekularer Ebene sowie methodisch
besser in zelluliren Modellen untersucht werden kann, sollte anhand einer endogen CBI-
exprimierenden Zelllinie der mogliche Einfluss des CB1 auf die autophagische Aktivitét untersucht
werden. Spéter konnte iiber den pharmakologischen Zugang des CB1 die autophagische Aktivitét
moduliert werden, was die Moglichkeit einer neuartigen Behandlungsstrategie fiir die

Alzheimer'sche Krankheit eroffnen konnte.
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2.1. Material

2.1.1. Zelllinien und Bakterien

In dieser Doktorarbeit kamen murine Neuroblastom Zellen (N2A) sowie human embryonic kidney-
293A-Zellen (HEK-293a) zum Einsatz. Auflerdem wurden auf Basis dieser Zelllinien stabil-
transgene Zelllinien generiert (siche Kapitel 2.2.2.3.3.)). Zudem kamen stabil D2eGFP-
exprimierende Zellen zum Einsatz, welche bereits zuvor beschrieben wurden (Gamerdinger et al.,
2009). Diese wurden auf Basis von human embryonic kidney-293T-Zellen (HEK-293t) generiert
und tragen ein Expressionsplasmid, welches eine cDNA fiir ein modifiziertes Griin-
fluoreszierendes-Protein (GFP) trigt (HEK::D2eGFP). Dieses beinhaltet eine PEST-Sequenz
(kodierend fiir die Aminoséduren: Prolin [P], Glutamat [E], Serin [S] und Threonin [T]), welches die
Halbwertszeit des GFP stark verkiirzt (t;» = ca. 2 h) und zu einem schnellen Abbau im Proteasom
fiihrt (Andreatta et al., 2001).

Die fiir die Transfektionen der Zelllinien verwendeten Plasmide wurden in kompetenten Bakterien

des Stamms Escherichia coli DH5a. (Invitrogen) amplifiziert.

2.1.2. Mausstamme

Die verwendeten Mausstimme wurden in der Tierhaltung des Instituts fiir Pathobiochemie nach den
Richtlinien der Zentralen Versuchstier-Einrichtung Mainz (ZVTE, ,Nutzordung fiir die
Tierhaltung®) in einem 12h:12h Hell:Dunkel-Zyklus gehalten. Wasser und Futter waren den Miusen
ad libitum bereit gestellt. Die verwendeten Mauslinien basieren alle auf dem C57/BL6n
Inzuchtmausstamm.

Die hier verwendete Linie der Cannabinoid Rezeptor 1 Knockout Méuse (CBN) stammen aus dem
Labor von Prof. Beat Lutz (Institut fiir Physiologische Chemie, Universititsmedizin Mainz). Es
handelt sich hierbei um Tiere mit einem konventionellen CB1 Knock-out, bei dem sich die Tiere
von Anfang an und in allen Geweben ohne funktionellen CB1 entwickeln (Marsicano et al., 2002b).
Die bereits von Novartis generierten APP23-Tiere (Sturchler-Pierrat et al., 1997) dienten als

Mausmodell der Alzheimer'schen Erkrankung. Diese Méuse tragen die cDNA einer doppelt-
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mutanten Version des humanen Amyloid Precursor Protein (APP;s;, Aminosdureposition 670/671:
KM — NL), der sogenannten schwedischen Mutante des APP, unter der Kontrolle des murinen
Thy-1 Promotors. Dies fiihrt zur neuronenspezifischen Uberexpression des mutanten APP (Liithi et
al.,, 1997). Die Méuse wurden dabei stets so geziichtet, dass man hemizygote Tiere erhielt. Des
Weiteren wurden auch ausschlieBlich hemizygote Méuse analysiert. Im Gegensatz zu wildtypischen
Tieren, entwickeln die APP23-Miuse durch die Uberexpression des mutanten APP eine Amyloid-
pathologie, die ab dem sechsten Lebensmonat in Form von amyloiden, extrazelluldren Plaques zu

beobachten ist (Sturchler-Pierrat et al., 1997).

2.1.3. Plasmide, Primer und siRNA

Die fiir diese Doktorarbeit verwendeten Plasmide (Tabelle 2), Primer- (Tabelle 3) und siRNA-

Sequenzen (Tabelle 4) sind in den unten stehenden Tabellen aufgefiihrt.

Tabelle 2: Plasmide
Vector::Insert

Prokaryotische Resistenz Eukaryotische Resistenz Bezugsquelle

pCDNA3.1 Neomycin Ampicillin Invitrogen

pCDNA3.1::hCBI1 Neomycin Ampicillin Missouri S&T cDNA Resource Center
pCDNA3.1::hCB2 Neomycin Ampicillin Missouri S&T cDNA Resource Center
pEGFP-N1 Neomycin Kanamycin Clontech

pEGFP-N1::msCB1 Neomycin Kanamycin Prof. Beat Lutz (Mainz)

pEGFP-LC3 Neomycin Kanamycin Addgen (Jackson et al., 2005b)

Tabelle 3: Primer

Primer Sequenz
Primer fiir RT-PCR und qPCR
humaner CB1 for-hCB1 5-CGTCTGAGGATGGGAAGGTA-3'
rev-hCB1 5'-TGTCGCAGGTCCTTACTCCT-3'
humaner CB2 for-hCB2 5-GCCATTGACCGATACCTCTG-3'
rev-hCB2 5-GATTCCGGAAAAGAGGAAGG-3'
humaner/muriner CB1 for-h/mCB1 5'-TGTGGAAGGCTCACAGCCA-3
rev-h/mCB1 5'-GTGGAGTTCAGCAGGCAGA-3'
humanes/murines RPL-19 for-RPL19 5'-GAAATCGCCAATGCCAACTC-3'
rev-RPL19 S-TTCCTTGGTCTTAGACCTGCG-3'
muriner CB1 for-mCBI1 5'-GTCACCAGTGTGCTGTTGCT-3'
rev-mCB1 5-TCAACACCACCAGGATCAGA-3'
murines APP for-mAPP 5'-GGAAGCAGCCAATGAGAGAC-3'
rev-mAPP 5-GTTCATGCGCTCGTAGATCA-3'
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Primer zur Genotypisierung der Mduse

CB1-KO 5'(loxP) cnr1-KO 5'(loxP) 5-GCTGTCTCTGGTCCTCTTAAA-3'
CB1-KO 3'(loxP) cnr1-KO 3'(loxP) 5'-GGTGTCACCTCTGAAAACAGA-3'
CB1-KO Neomycin-Resistenz 3' cnr1-KO neo-0 3' 5'-CCTACCCGGTAGAATTAGCTT-3'
APP (schwedische Mutante) app23 for 5'-GAATTCCGACATGACTCAGG-3'
app23 rev 5-GTTCTGCTGCATCTTGGACA-3'
Aktin actin for 5'-GACAGGATGCAGAAGAGAAT-3'
actin rev 5-TTGCTGATCCACATCTGCTG-3'

Tabelle 4: siRNA (Sense-Strang)

Ziel siRNA Sequenz
Nonsense murin 5'-GGGAAAUGCGUUAGCAGUGAU-3'
Nonsense human 5'-AUUCUCCGAACGUGUCACG-3'
humanes BECLIN1 hBECLIN1-#1 5'-UCAGAGAGAAUACAGUGAA-3'
hBECLIN1-#2 5'-CAGUUACAGAUGGAGCUAA-3'
humaner CB1 hCB1-#1 5'-CCAGGUGAACAUUACAGAA-3
hCB1-#2 5-GAUGAACAAGCUCAUUAAG-3'
muriner CB1 mCB1-#1 5'-AGAUGACGGCAGGAGACAA-3'
mCB1-#2 5'-CCAACAUUACAGAGUUCUA-3'
2.1.4. Antikorper

Die fiir diese Doktorarbeit verwendeten Primér- (Tabelle 5) und Sekundir-Antikorper (Tabelle 6)

sind in den unten stehenden Tabellen aufgefiihrt.

Tabelle 5: Priméir-Antikorper

Antigen Wirtsspezies Hersteller
Aktin Kaninchen Sigma-Aldrich
APP (AB-Domaine, 6E10) Maus Covance

APP (C-Terminus, A8717) Kaninchen Sigma-Aldrich
APP (N-Terminus, 22C11) Maus Merck-Millipore
BAG3 Kaninchen Proteintech
BECLIN1 Kaninchen Cellsignaling
CB1 Kaninchen Frontier Science
ERK (p44/42 MAP-Kinase) - Gesamtprotein ~ Kaninchen Cellsignaling
ERK - phosphoryliert Maus Cellsignaling
GFP/eGFP Kaninchen Clontech

GFAP Kaninchen Dako

HSC70 Ratte ENZO

HSP72 Maus ENZO
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LAMP1 Kaninchen Abcam

LAMP2 Maus Abcam

LC3b I&II (LC3) Kaninchen Sigma-Aldrich

mTOR - Gesamtprotein Maus Merck-Millipore

mTOR — phosphoryliert an Serin 2448 Kaninchen Abcam

NBRI1 Maus Abcam

p62/SQSTM1 Meerschweinchen Progen

Tubulin Maus Sigma-Aldrich

WIPI1 Kaninchen Sigma-Aldrich
Tabelle 6: Sekundér-Antikorper

Antigen Konjugat Hersteller

Meerschweinchen Immunglobulin
Meerschweinchen Immunglobulin
murines Immunglobulin

murines Immunglobulin
Kaninchen Immunglobulin
Kaninchen Immunglobulin

Ratte Immunglobulin

DyeLight-649
HRP

Cy3

HRP
DyeLight-488
HRP

HRP

Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch

2.1.5. Protein- und DNA-Groflenstandards

Tabelle 7: Protein- und DNA-Grofienmarker

Marker Hersteller
DNA MassRuler DNA Ladder Mix, ready-to-us Fermentas
Proteine PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas
2.1.6. Chemikalien und Reagenzienansitze
2.1.6.1. Chemikalien
Tabelle 8: Chemikalien und Reagenzien
Chemikalie Hersteller
40 % Acrylamid / Bisacrylamid AccuGel (29:1) National Diagnostics
Agarose Biozym

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Peptone

Bacto Tryptone
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Bis-Tris

Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCl,)

Coomassie Brillant Blue G-250
Cycloheximid

Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltes Wasser
DMEM (# 41965-039)
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Essigsdure

Ethanol (99,9 % p.a.)
Ethylendiamintetraazetat (EDTA)
Ethylenglykolbisaminoethylethertetraessigsaure (EGTA)
Ethidiumbromid

Fotales Kélberserum (FCS)

Fotales Kélberserum, delipidiert (dIFCS)
para-Formaldehyd (PFA)

FuGene

G-418

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

para-Hydroxycoumarinsdure
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Kanamycin

Luminol

Magnesiumchlorid (MgCl,)
-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumacetat(3H,O) (Na-Acetat[3H,O])
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)

Natriumhydroxid (NaOH)
Natrium-Orthovanadat

Natrium Pyruvat (100 mM)

Orange G
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Roth
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Merck
Ambion
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Roth

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

PAA

Lonza
Sigma-Aldrich
Promega

PAA

Merck

Roth
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Roth
Sigma-Aldrich
Invitrogen

Merck
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dPBS

p-Phenylendiamin
Phosphataseinhibitoren-Cocktail, PhosStop
Proteinaseinhibitoren-Cocktail, complete EDTA-free
Polyornithin

Polyvinylalkohol

Saccharose

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-Base

Tris-HCI

Trypsinldsung

Tween20

Invitrogen
Sigma-Aldrich
Roche

Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

BioRad
BioRad

Roth

Roth
Invitrogen

Roth

2.1.6.2. Reagenzienansitze

Tabelle 9: Reagenzienansiitze

Name Verwendung

Hersteller

BCA-Reagenz

Jetstar 2.0 Maxi Kit sieche 2.2.1.7. Plasmidpriparation

NucleoSpin Plasmid siche 2.2.1.7. Plasmidpriparation
NucleoSpin RNA II Kit sieche 2.2.1.1. RNA-Isolation
Omniscript RT Kit siche 2.2.1.2. cDNA-Synthese

siche 2.2.3.2. Proteinbestimmung mittels BCA-Reagenz

Thermo Scientific
Genomed

Macherey-Nagel
Macherey-Nagel

Quiagen

2.1.7. Puffer und Losungen

2.1.7.1. Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Methoden

Ampicillin Stamm-Lsg. (1000x)
100 mg/ml Ampicillin in ddH,O

Kanamycin Stamm-Lsg. (1000x)
50 mg/ml Kamamycin in ddH>O

LB-Agar
15 g Bacto Agar auf 1 L LB-Medium

LB-Medium (1 L in ddH,0)
10 g Bacto Trypton

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

pH 7,5 (eingestellt mit NaOH)
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10x Orange-G-Ladepuffer (in ddH,0)
50 % Glycerin
0,5 % Orange G

1XxTAE Puffer

40 mM Tris-Base

20 mM Na-Acetat(3H,0)
1 mM EDTA

2.1.7.2. Puffer und Losungen fiir zellbiologische Methoden

Elektroporationspuffer
135 mM KCl1

0,2 mM CElClz

2 mM MgCl,

10 mM HEPES

5 mM EGTA

25% Hitze-inaktiviertes FCS
pH 7,3

Kryomedium zum Einfrieren von Zellen
90 % Nahrmedium (siehe unten)
10 % DMSO

Néihrmedium der Zelllinien
DMEM (# 41965-039)

+ 1 mM Natrium Pyruvat
+ 10 % FCS

Néhrmedium (lipidfrei) der Zelllinien
DMEM (# 41965-039)

+ 1 mM Natrium Pyruvat
+ 10 % dIFCS

Nihrmedium (Phenolrot-frei) der Zelllinien
DMEM (# 21063)

+ 1 mM Natrium Pyruvat
+ 10 % FCS

Nihrmedium (serumfrei) der Zelllinien
DMEM (# 41965-039)

+ 1 mM Natrium Pyruvat

Trypsinlésung (in dPBS)
0,05 % Trypsin
0,02 % EDTA
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2.1.7.3. Puffer und Losungen fiir proteinbiochemische Methoden

Blockierlésung

50 mM Tris

150 mM NacCl

3 % BSA

0,1 % Triton X-100

pH 7,3 einstellen und steril filtrieren

Coomassie-Entfarbelésung
70 % ddH-O

20 % Ethanol
10 % Essigséure

Coomassie-Firbeldsung
0,25 % Coomassie Brillant Blue G-250

in ddH,O

Coomassie-Fixierlosung
50 % Methanol

40 % ddH-O
10 % Essigséure

Eindeckmedium

7 ml dPBS

1 g Polyvinylalkohol

— bei 60°C komplett 16sen

3 ml Glycerin

— gut durchriihren, dann auf 4°C abkiihlen
10 mg p-Phenylendiamin

pH 8-8,5 (eingestellt mit NaOH)

Inkubationspuffer fiir Immunfluoreszenz-Farbungen
50 mM Tris

150 mM NacCl
1 % BSA
pH 7,3 einstellen und sterilfiltrieren

Luminol-Entwicklerlésung
Losung A: 0,1 M Tris-HCl
0,025 % Luminol
pH 8,6
Losung B: 0,11 % para-Hydroxycommarinsdure in DMSO

Lysispuffer, standard
50 mM Tris-HC1

10 % Saccharose

1 mM EDTA
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1 mM EGTA

15 mM HEPES

1 mM Na-Orthovanadat

1 mM NaF

Proteinaseinhibitoren-Cocktail, complete EDTA-free (Roche)
Phosphataseinhibitoren-Cocktail, PhosStop (Roche)

auf pH 6,8 mit NaOH eingestellt und sterilfiltriert

Lysispuffer, hypotonisch

20 mM Tris-HC1

Proteinaseinhibitoren-Cocktail, complete EDTA-free (Roche)
Phosphataseinhibitoren-Cocktail, PhosStop (Roche)

auf pH 6,8 mit NaOH eingestellt und sterilfiltriert

Lysispuffer, SDS-haltig

150 mM Tris-HCl

30 % Saccharose

6% SDS

auf pH 6,8 mit NaOH eingestellt und sterilfiltriert

Gelpuffer
1,25 M Bis-Tris
pH 6.8

SDS-Ladepuffer (5x)

40 ml 1,25 M Tris-HCI (pH 6,8)
50 ml 100% Glycerin

0,01 % Bromphenolblau

8 % SDS

25 % B-Mercaptoethanol

Transferpuffer (Westernblot)
250 mM Glycin

25 mM Tris-Base (pH 8)
20% Methanol

Tris-gepufferte Salzlésung (TBS)
30 mM Tris

137 mM NacCl

3 mM KCl

pH 7.3

Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween20 (TBSt)
500 pl Tween20 in 1 1 TBS (siehe oben)

Waschpuffer fiir Inmunfluoreszenz-Féarbungen
50 mM Tris

150 mM NaCl; pH 7,3 eingestellt und sterilfiltriert
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2.1.8. Gerite

Tabelle 10: Geriteverzeichnis

Geriit

Hersteller

96-Loch-Platten-Fluoreszenzphotometer, Fluoroscan Ascent FL
96-Loch-Platten-Photometer, MultiskanSR
Agarosegel-Apperatur, Agagel Mini

Brutschrank
Dunkelkammer-Dokumentiersystem, Fusion-Capt
Elektroporationsgerét, Nucleofector 1

Heizblock, Thermomixer comfort
Laser-scanning-Mikroskop (konfokal), LSM 710
Mikrowellenofen

Rotationskryomikrotom, CM 1900
Spektralphotometer, Nanodrop 1000
Schiittelinkubator, Certomat

Standzentrifuge, Multifuge 3 S-R

Thermozykler, iCycler

Tischzentrifuge, 5415 R

Tischzentrifuge groB3, Universal 32r

real-time Thermocycler, iCycler
Ultraschall-Sonifizierstaab, UP50H
Ultrazentrifuge, 7LX 120
UV-Geldokumentationsgerit, Gel Jet Imager
Zellkulturbrutschrank

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Biometra

Binder

PeqLab

Lonza

Eppendorf

Zeiss

Progress

Leica

Thermo Scientific
BBI

Heraeus

BioRad
Eppendorf
Hettich

BioRad
Hielscher
Beckman

Intas

Binder

2.1.9. Firmenregister

Tabelle 11: Firmenregister

Unternehmen Sitz Homepage

Abbott Wiesbaden, http://www.abbott.de/
Deutschland

Abcam Cambridge, http://www.abcam.com/
UK

Ambion Karlsruhe, http://www.invitrogen.com/ambion
Deutschland

BD Biosciences (BD) Heidelberg, http://www.bdbiosciences.com/
Deutschland

Beckman Krefeld, http://www.beckmancoulter.de/
Deutschland

Binder Tuttlingen, http://www.binder-world.com/
Deutschland
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Biomol

Bioline
Biometra
BioRad

Biozym

Braun Biotech International
(BBI)
Cellsignaling
Clontech
Covance

Dako

ENZO
Eppendorf
Eurofins-MWG-Operon
Expedeon
Fermentas
Frontier Science
Genomed
Hartenstein
Heraeus

Hettich
Hielscher

Intas

Invitrogen

Jackson ImmunoResearch

2.1. Material

Hamburg,
Deutschland

Luckenwalde,
Deutschland

Gottingen,
Deutschland

Miinchen,
Deutschland

Oldendorf,
Deutschland

Berlin,
Deutschland

Danvers,
USA

Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich

Delaware,
USA

Hamburg,
Deutschland

Lorrach,
Deutschland

Hamburg,
Deutschland

Ebersberg,
Deutschland

Harston,
UK

St. Leon-Rot,
Deutschland

Ishikari,
Japan

Lohne,
Deutschland

Wiirzburg,
Deutschland

Langenselbold,
Deutschland

Tuttlingen,
Deutschland

Teltow,
Deutschland
Gottingen,
Deutschland

Karlsruhe,
Deutschland

Suffolk,
UK

http://www.biomol.de/

http://www.bioline.com/

http://www.biometra.com/

http://www .bio-rad.com/

http://www.biozym.com/

http://bbi-biotech.com/

http://www.cellsignal.com/

http://www.clontech.com/

http://www.covance.com/de/

http://www.dako.com/de/

http://www.enzolifesciences.com/

http://www.eppendorf.de/

http://www.mwg-biotech.com/

http://www.expedeon.com/

http://www.thermoscientificbio.com/fermentas/

http://www.frontier-science.co.jp/FIwebE/antibodyshopE.html

http://www.genomed-dna.com/

http://www .laborversand.de/

sieche Thermo Scientific

http://www hettich-zentrifugen.de/

http://www hielscher.com/

http://www.intas.de/

http://www.invitrogen.com/

http://www jireurope.com/
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Lonza

Leica
Macherey-Nagel
Marienfeld

Menzel

Merck
Merck-Millipore
Missouri S&T cDNA
Resource Center
National Diagnostics
Novartis

PAA

PeqLab

Progen

Progress

Promega
Proteintech

Quiagen

Roche

Roth

Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Techno Plastic Products
(TPP)

VWR International (VWR)

Zeiss

Basel,
Schweiz

Wetzlar,
Deutschland

Diiren,
Deutschland

Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Braunschweig,
Deutschland

Darmstadt,
Deutschland

Darmstadt,
Deutschland

Rolla,
USA

Hessle,
UK

Basel,
Schweiz

Colbe,
Deutschland

Erlangen,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland

Niirnberg,
Deutschland

Mannheim,
Deutschland
Chicago,
USA

Hilden,
Deutschland

Basel,
Schweiz

Karlsruhe,
Deutschland

Taufkirchen,
Deutschland

Waltham,
USA

Trasadingen,
Schweiz

Darmstadt,
Deutschland

Miinchen,
Deutschland

2.1. Material

http://www.lonza.com/

http://www leica-microsystems.com/

http://www.mn-net.com/

http://www.marienfeld-superior.com/

http://www.menzel.de/

http://www.merck.de/

http://www.millipore.com/

http://www.cdna.org/

https://www.nationaldiagnostics.com/

http://www.novartis.com/

http://www.paa.com/

http://www.peqlab.de/

http://www.progen.de/

http://www .progress-hausgeraete.de/

http://www.promega.de/

http://www.ptglab.com/

http://www.qiagen.com/

http://www.roche.com/

http://www.carlroth.com/

http://www.sigmaaldrich.com/

http://www.thermoscientific.com/

http://www.tpp.ch/

https://de.vwr.com/

http://corporate.zeiss.com/
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. RNA-Isolation

RNA-Isolationen wurden mit dem NucleoSpin RNA II Kit (Macherey-Nagel) durchgefiihrt. Die
Zellen wurden dafiir in der Zellkulturschale einmal mit eiskaltem dPBS (Invitrogen) gewaschen, in
1 ml eiskaltem dPBS mit einem Zellspatel (TPP) abgeschabt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
(Hartenstein) tiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 4 °C und 3.000 g fiir 5 min in einer Tischzentrifuge
pelletiert; der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in frisch mit jeweils 3,5 ul B-
Mercaptoethanol (Roth) versetzten 350 pl Lysispuffer (RA1, Macherey-Nagel) lysiert. Sollte die
RNA-Isolation zu einem spdteren Zeitpunkt erfolgen, wurde das Lysat so bei -80 °C gelagert und
erst kurz vor der weiteren Isolation bei RT aufgetaut. AnschlieBend wurde das Lysat auf eine
Vorfiltersdule (Macherey-Nagel) geladen und bei 4 °C und 11.000 g fiir 2 min zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde mit 350 pl Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser (Ambion)
gemischt, auf eine RNA-Bindesédule (Macherey-Nagel) geladen und diese bei 4 °C und 11.000 g fiir
1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, die Sdule mit 350 ul MDB-Puffer (Macherey-
Nagel) beladen und bei 4 °C und 11.000 g fiir 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wiederum
verworfen und die Sédule erneut bei 4 °C und 11.000 g fiir 1 min zentrifugiert. Anschlieend erfolgte
ein Verdau der auf der Séule gebundenen Nucleinsduren mit je 10 ul DNasel (Macherey-Nagel) in
100 pl Reaktionpuffer (Macherey-Nagel) fiir eine Stunde bei 37 °C in einem Brutschrank. Danach
wurden die Sdulen aus dem Brutschrank entfernt und auf RT abgekiihlt sowie mit 250 pl Hochsalz-
Waschpuffer (RA2, Macherey-Nagel) beladen und bei 4 °C und 11.000 g fiir 1 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Sédulen erst mit 600 pl, dann mit 300 ul Niedrigsalz-Waschpuffer (RA3,
Macherey-Nagel) beladen und jeweils bei 4 °C und 11.000 g fiir 1 min zentrifugiert. Danach wurde
noch einmal bei 4 °C und 11.000 g fiir 1 min zentrifugiert um Waschpufferreste vollstindig zu
entfernen. Die Elution der RNA erfolgte mit 60 ul DEPC-Wasser (60 °C) bei 11.000 g fiir 2 min in

der Tischzentrifuge.

39



2.2. Methoden

2.2.1.2. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthesen aus mRNA Transkripten erfolgten mit dem Omniscript RT Kit (Quiagen).
Zundchst wurde die Konzentration der RNA-Proben mit dem Nanodrop Spektralphotometer
bestimmt. AnschlieBend wurden gleiche Mengen an RNA (je nach erhaltener Konzentration der
RNA-Préparation: 500 ng oder 1 pug) in 10 ul RNase-freien Wasser (Quiagen) verdiinnt. Diese
wurde dann bei 65 °C fiir 5 min in einem Thermozykler erhitzt und nach Ablauf der Zeit direkt fiir 1
min auf Eis schock-gekiihlt. Die cDNA-Synthese erfolgte nach Zugabe von je 10 pul
Reaktionsansatzes (2 ul RNase-freies Wasser [Quiagen], 2 ul 10x RT-Puffer [Quiagen], 2 ut ANTP-
Mix [5 mM, Quiagen], 2 pl oligo(dT)15-Primer [10 uM, Promega], 1 ul RNasin [Promega], 1 ul
reverse Transskriptase [Quiagen]) fiir 60 min bei 37 °C in einem Thermozykler. Zur Uberpriifung
der Qualitidt des DNasel Verdaus (siehe 1.2.1.1. RNA-Isolation) wurde eine Kontrolle (MOCK)
bestehend aus der verdiinnten RNA mit Reaktionsansatz, bei dem das Enzym reverse Transskriptase
durch RNase-freies Wasser ersetzt wurde, angesetzt. Sollte die cDNA nicht umgehend weiter
analysiert werden, wurde diese bei -20 °C gelagert und kurz vor der Weiterverwendung auf Eis

aufgetaut.

2.2.1.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendeten Primer (Tabelle 3) wurden alle von
Eurofins-MWG-Operon bezogen und haben jeweils eine Schmelztemperatur von 60 °C. Die PCR
wurde in einem Thermozykler mit einem Reaktionsansatz von 25 pl (2 pul ¢cDNA, 2,5 ul 10x PCR
Puffer [Invitrogen], 0,75 pul MgCl, [50 mM, Invitrogen], 0,5 ul dNTPs [10 mM, PeqLab], 0,5 U Taq
DNA-Polymerase [Invitrogen], je 0,5 pul Vorwérts- und Riickwarts-Primer [je 100 pmol/ul], 17,75
ul autoklaviertes Reinst-Wasser) in Reaktionsgefafstreifen (Thermo scientific) durchgefiihrt.
Hierbei wurde 4 min bei 95 °C initial aufgekocht und dann fiir 35 Zyklen (1 min bei 95°C
aufkochen, bei 60 °C fiir 30 sec Primer-binden, bei 72 °C fiir 30 sec elongieren) amplifiziert.
AbschlieBend wurde fiir 5 min bei 72 °C final elongiert. Die amplifizierten DNA-Fragmente
wurden in Agarosegelen mittels Gelelektrophorese analysiert (siehe Kapitel 2.2.1.5.).

40



2.2. Methoden

2.2.1.4. Quantitative real-time PCR (qPCR) und qPCR-Array

Zur Bestimmung der relativen Expressionsspiegel von mRNA-Transskripten wurden quantitative
real-time PCR (qPCR) durchgefiihrt. Die hierfiir verwendeten Primer (Tabelle 3; Eurofins-MWG-
Operon) haben jeweils eine Schmelztemperatur von 60 °C. Die mRNA wurde jeweils mit dem
NucleoSpin RNA II Kit (Macherey-Nagel; siche 2.2.1.1. RNA-Isolation) prépariert und unter
Verwendung des Omniscript RT Kits (Quiagen; siehe auch Kapitel 2.2.1.2.) in cDNA revers
transkribiert. Die qPCR wurde fiir jedes Transkript in einem dreifachen 25 pl Ansatz (1 pl cDNA,
10,5 pul autoklaviertes Reinst-Wasser, je 0,5 ul Vorwérts- und Riickwérts-Primer [je 100 pmol/ul],
12,5 pul 2x SensiMix SYBR & Fluorescein [Bioline]) in 96-Loch Platten (Thermo scientific)
durchgefiihrt. Hierbei wurde 15 min bei 95 °C initial aufgekocht und dann fiir 35 Zyklen (30 sec
bei 95°C aufkochen, bei 60 °C fiir 30 sec Primer-binden, bei 72 °C fiir 30 sec elongieren) in einem
real-time Thermozykler amplifiziert. Nach jedem Amplifikations-Zyklus wurde fiir jeden Ansatz die
Fluoreszenzintensitit des SyBr-Farbstoffes bestimmt, die Intensitdt des Fluoresceins diente als
Referenz-Korrektur. Der verwendete SyBr-Farbstoff (SyBr Green I) absorbiert im blauen
Wellenldngenbereich des Lichts (Amax = 494 nm), wenn er doppelstrangige DNA gebunden hat und
emittiert dann im grinen Wellenldngenbereich (Amax = 521 nm). Hierdurch ist eine
Mengenbestimmung der im Ansatz enthaltenen doppelstringigen DNA {iber die
Intensititsbestimmung der Floureszenz des SyBr-Farbstoffes moglich. Fiir die relative Berechnung
der mRNA-Spiegel wurde der Zyklus, an dem die Floureszenz-Intensitit des SyBr-Farbstoffs den
Grenzwert (Ct) iibersteigt, verwendet. Zusédtzlich wurde fiir jeden Ansatz eine Schmelztemperatur-
Analyse durchgefiihrt um die Spezifitit der PCR zu iiberpriifen. Die relative Genexpression wurde
mit Hilfe des REST-Softwaretools bestimmt (Pfaffl et al., 2002).

Die Expression 88 autophagie-relevanter Gene wurde mittels qPCR und der HATPL-1 (Human
Autophagie Primer Libary, Biomol) angepasst an die Vorgaben des Herstellers in zwei
unabhingigen Experimenten durchgefiihrt. Dazu wurden die Primer der HATPL-1-Bibliothek zu je
1 pul pro Loch in 96-Loch-Platten aliquotiert und mit je 19 ul Reaktionsmischung (1 ul cDNA, 10 pl
2x SensiMix SYBR & Fluorescein [Bioline], 8 pl autoklaviertes Reinst-Wasser) versetzt. Die
gPCR-Reaktion wurde in einem real-time Thermozykler wie oben beschrieben durchgefiihrt,
jedoch die Binde-Temperatur der Primer auf 58 °C (fiir 45s) erniedrigt. Die Expression des Gens
actin beta diente als Referenz (Primer in der HATPL-1 enthalten). Die relative Genexpression

wurde wiederum mit Hilfe des REST-Softwaretools bestimmt (Pfaffl et al., 2002).
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2.2.1.5. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA Fragmenten in Abhingigkeit ihrer
GroBe. Durch die Phosphat-Gruppen im Zucker-Phosphat-Riickgrat der Nukleinsduren sind diese
negativ geladen und wandern im elektrischen Feld entsprechend ihrer Ladung zur Anode (Plus-Pol).
Als Trennmatrix wurden Agarosegele verwendet, welche im erkalteten, festen Zustand in
Abhingigkeit der Konzentration des Zuckers unterschiedlich dichte Poren bilden. Hier wurden stets
horizontale 1 % Agarosegele verwendet; dafiir wurde die entsprechende Menge Agarose in TAE
Puffer aufgekocht (siche Kapitel 2.1.7.1.), mit Ethidiumbromid versetzt und zum Erkalten in die
Gelapperatur (Agagel Mini, Biometra) gegossen. Zum Beladen der Gele wurde zu den Proben 10x
Orange-G-Ladepuffer (siche Kapitel 2.1.7.1.) gegeben und diese dann bei 50 mA aufgetrennt. Die
DNA-Banden wurden durch Anregung des interkalierten Ethidiumbromids unter UV-Licht (366

nm) in einem UV-Geldokumentationsgerit (Intas) sichtbar gemacht und dokumentiert.

2.2.1.6. Transformation und Selektion kompetenter Bakterien

Die Transformation der Bakterien des kompetenten Stammes Escherichia coli DH5a (Invitrogen)
erfolgte mittels Hitzeschocktransformation. Hierzu wurde ein Aliquot der Bakterien (25 pl) mit 2 pl
der entsprechenden Plasmid-Losung versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend folgte
fiir 2 min bei 42 °C im Heizblock ein Hitzeschock, nachdem die Bakterien kurz auf Eis gestellt
wurden. Danach wurden 500 pul LB-Medium zu den Bakterien gegeben und sie fiir 1 h bei 37 °C im
Heizblock inkubiert. Abhingig von der im Vektor enthaltenen Resistenzinformation wurden
anschlieBend 100 pl der Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten ausgestrichen, die das
entsprechende Selektionsantibiotikum enthielten und die Platten danach iiber Nacht im Brutschrank
bei 37 °C inkubiert. Danach wurden Kolonien mit einer autoklavierten Pipettenspitze in 3 ml LB-
Medium mit Selektionsantibiotikum umgeimpft und fiir 8 h bei 37 °C auf dem Schiittelinkubator
inkubiert. AnschlieBend wurden entweder 2 ml des Ansatzes fiir eine Plasmid-Mini-Préparation
verwendet (sieche Kapitel 2.2.1.7.) oder 1 ml zum Animpfen von 400 ml LB-Medium mit
Selektionsantibiotikum fiir eine Plasmid-Maxi-Préparation (siehe Kapitel 2.2.1.7.) fir die das

angeimpfte LB-Medium bei 37 °C {iber Nacht auf dem Schiittelinkubator inkubiert wurde.
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2.2.1.7. Plasmidpraparation

2.2.1.7.1. Plasmid-Mini-Priparation

Die Plasmid-Mini-Praparationen wurden mit dem NucleoSpin Plasmid Kit (Macherey-Nagel)
durchgefiihrt. Hierfiir wurden 2 ml einer Bakterien-Schiittelkultur (siche Kapitel 2.2.1.6.) fiir 2 min
bei 11.000 g, 4 °C in der Tischzentrifuge abzentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und in
250 pl RNase-haltigem Puffer (A1, Macherey-Nagel) resuspendiert. AnschlieBend wurden 250 pl
Lysispuffer (A2, Macherey-Nagel) hinzugegeben und die Losung nach mehrmaligem Invertieren
fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden 300 ul Neutralisierungspuffer (A3, Macherey-Nagel)
hinzugegeben und Losung erneut mehrfach invertiert. Darauthin wurde die Losung fiir 10 min bei
11.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine Plasmidbindesiule geladen
(Macherey-Nagel) und diese fiir 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen
und die an der Sdulenmatrix gebundene DNA zundchst mit 500 pul Waschpuffer (50 °C AW,
Macherey-Nagel) und anschliefend mit 600 pl Waschpuffer (A4, Macherey-Nagel) gewaschen,
wobei die Sdule jeweils fiir 1 min bei 11.000 g zentrifugiert wurde. Die Elution wurde in 50 ul auf
70 °C vorgeheiztem, autoklaviertem ddH>O durchgefiihrt, wobei die Séule fiir 1 min vorinkubiert

und anschlieend fiir 1 min bei 11.000 g zentrifugiert wurde.

2.2.1.7.2. Plasmid-Maxi-Priparation

Die Plasmid-Maxi-Préparationen wurden mit dem Jet Star 2.0 Maxi Kit (Genomed) durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die Bakterien einer 400 ml Uber-Nacht-Kultur (siehe Kapitel 2.2.1.6.) bei 3.500 g
und RT fiir 15 min in 600 ml Zentrifugationsbechern in der Standzentrifuge abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Bakterien in 15 ml RNase-haltigem Resuspensionspuffer (E1,
Genomed) resuspendiert. AnschlieBend wurden 15 ml Lysispuffer (E2, Genomed) zur Suspension
gegeben, diese mehrmals invertiert und fir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden 15 ml
Neutralisierungspuffer (E3, Genomed) zur Losung gegeben und diese nach erneutem Invertieren fiir
15 min bei 9.000 g in der groBen Tischzentrifuge zentrifugiert. Wiahrenddessen wurde die
Plasmidbindesdule (Genomed) mit 30 ml Equilibrierungspuffer (E4, Genomed) equilibriert und der
Zentrifugationsiiberstand anschlieBend auf die Siule gegeben. Nachdem der Uberstand durch die
Sdule geflossen war wurde die Sdulenmatrix mit 15 ml Waschpuffer (ES, Genomed) gewaschen.
Die Elution erfolgte mit 20 ml Eutionspuffer (E6, Genomed) in ein mit 15 ml Isopropanol (Roth)
beladenes ReaktionsgefdB (Greiner). Die gefdllten Plasmide wurden dann fiir 90 min bei 9.000 g
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und 4 °C pelletiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 5 ml 70 % Ethanol (in
autoklaviertem ddH,O) {iberschichtet. Danach wurde fiir 30 min bei 9.000 g und 4 °C zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Plasmidpellet bei RT fiir 1 h getrocknet. Zum Schluss wurde das
getrocknete Plasmidpellet in 400 pl autoklaviertem ddH,O gel6st und die Konzentration der DNA

im Spektralphotometer bestimmt.

2.2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.2.1. Kultivieren der Zellen

Die verwendeten Zelllinien (siehe 2.1.1.) wurden subkonfluent auf 60 cm? Plastikschalen (Greiner)
im Zellkulturbrutschrank bei 37 °C, 5 % CO,-Atmosphire und geséttigter Luftfeuchte kultiviert.
Das Néhrmedium (siche Kapitel 2.1.7.2.) wurde spétestens nach zwei Tagen gewechselt, oder die
Zellen umgesetzt, falls sie zu dicht zum weiteren Kultivieren waren. Zum Umsetzen wurde
zundchst die Dichte der Zellen mikroskopisch abgeschitzt und dadurch der gewiinschte
Verdiinnungsfaktor bestimmt. Um die Zellen von der Plastikschale abzulGsen, wurde zunichst
einmal mit dPBS gewaschen und dann mit 1 ml der Trypsinldsung bei RT inkubiert, bis die Zellen
sich begannen abzuldsen. Zum Abstoppen wurde 5 ml Nahrmedium verwendet und die Zelllosung
in ein Reaktiongefdl iiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 4 min bei RT und 800 g in einer
Standzentrifuge pelletiert und anschlieend in 10 ml frischem Nahrmedium resuspendiert. Sollten
die Zellen direkt fiir Experimente verwendet oder ausgesdt werden, wurde die exakte Zellzahl
mittels einer Neubauer Zdhlkammer (Marienfeld) bestimmt und die entsprechende Zellzahl

verwendet; fiir die Standardkultur wurde gemil des bestimmten Verdiinnungsfaktors ausgesit.

2.2.2.2. Zellkultur fiir Inmunfluoreszenz-Firbungen

Zellen fiir cytochemische Farbungen wurden in 24-Loch Platten (Greiner) kultiviert. Hierfiir
wurden Deckgliaschen (@ 12 mm, VWR) in den Lochern der 24-Loch Platte fiir 1 h bei 37 °C im
Zellkulturbrutschrank mit Polyornithin (10 pg/ml in dPBS) beschichtet um den Zellen den Halt auf
der Glasoberflache zu erleichtern. Anschlieend wurden die Deckgléschen in der 24-Loch Platte je
einmal erst mit dPBS und dann mit Néhrmedium gewaschen, bevor die Zellen in frischem

Nahrmedium auf die 24-Loch Platte ausgesit wurden.
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Zur Fixierung fir zytochemische Farbungen wurden die Zellen nach dem jeweiligen Versuch
einmal mit dPBS gewaschen und dann mit 1 ml Fixierlosung (4 % PFA in dPBS) pro Loch der 24-
Loch Platte fiir 15 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurde einmal mit dPBS gewaschen.

2.2.2.3. Transfektionen der Zelllinien

2.2.2.3.1. Transiente Transfektionen mittels Elektroporation

Transiente Transfektionen mittels Elektroporation bei Zelllinien wurden mit einem Nucleofector [
Elektroporationsgerit, unter Verwendung von Elektroporationskiivetten mit einem 0,4 cm Spalt
(Sigma-Aldrich), durchgefiihrt. Hierbei wurde das Zellpellet der gezdhlten Zellen (siche Kapitel
2.2.2.1.) in 300 pl Elektroporationspuffer/Elektroporationskiivette resuspendiert und auf die
Eletroporationskiivetten verteilt. Fiir die Transfektion wurden 30 pg Plasmid oder 30 pg siRNA
(siche Tabelle 2 und Tabelle 4) verwendet. Im Falle der siRNA kamen zwei unterschiedliche
Sequenzen zu je 15 pg zum Einsatz um eine hohere Spezifitit zu erreichen. Die siRNA-Sequenzen
wurden mit dem siRNA-Design Online-Werkzeug (Eurofins-MWG-Operon) erstellt und haben
einen Reynolds-Score von > 4 (Reynolds et al., 2004) sowie ein AG > -8 der errechneten Sekundaér-
Struktur (siRNA-Design Online-Werkzeug) im Bereich der mRNA-Sequenz. Die Elektroporation
erfolgte fiir die Zelllinien jeweils mit dem Programm T-24. Nach Abgabe des Schlags durch das
Elektroporationsgerdt wurden die Zellen in der Kiivette zur Regeneration fiir 5 min in den

Zellkulturbrutschrank gestellt (37 °C, 5 % CO., gesittigte Luftfeuchte) und anschlieBend ausgesit.

2.2.2.3.2. Transiente Transfektionen unter Verwendung von FuGene

Fiir mikroskopische Aufnahmen von Zellen wurden diese am Vortag auf beschichtete Deckgldschen
ausgesit (sieche Kapitel 2.2.2.2.) und mit Hilfe der FuGene Reagenz (Promega) transfiziert. Die zu
verwendende Menge an FuGene wurde nach der Regel bestimmt: 3x Nucleinsduren [ug] = FuGene
[ul]. Es wurden zunéchst die Nucleinsduren und das FuGene in zwei getrennten Ansétzen von je
500 pl Nihrmedium ohne FCS verdiinnt und anschlieBend der FuGene Ansatz zum
Nucleinsdureansatz langsam hinzugetropft. Danach wurde die Losung mehrfach invertiert und fiir
15 min bei RT inkubiert. Zur Transfektion eines Deckgldschens in 1 ml einer 24-Loch Platte wurden
75 ul des oben beschriebenen FuGene-Transfektionsansatzes verwendet, fiir eine 60 cm? Schale
wurde 1 ml des Ansatzes verwendet. Da keine toxischen Effekte des FuGene-Transfektionsansatzes

auf die Zellen zu beobachten war, wurde der Ansatz auf den Zellen belassen, bis ein
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Mediumwechsel vor der Behandlung der Zellen im Zuge eines Versuchs stattfand.

2.2.2.3.3. Erzeugung stabil-transgener Zelllinien
Im Zuge dieser Doktorarbeit wurden stabil-transgene Zelllinien generiert:

Tabelle 12: Stabil-transgene Zelllinien

Bezeichnung Basiszelllinie Plasmid Selektionsantibiotikum
N2A::eGFP N2A peGFP-N1 G-418 (Geneticin)
N2A::hCB1 N2A pcDNA3.1::hCB1 G-418 (Geneticin)
N2A:: msCB1eGFP N2A peGFP-N1::msCB1 G-418 (Geneticin)

Hierflir wurde zundchst ein moglichst urspriingliches Aliquot (mdglichst geringe Passagenzahl seit
Einfilhrung der Zellen) der Basiszelllinie aufgetaut und diese fiir zwei Passagen kultiviert (siche
Kapitel 2.2.2.1.). AnschlieBend wurden die 1,2 Millionen Zellen Mittels Elektroporation (siehe
Kapitel 2.2.2.3.1.) mit dem entsprechenden Plasmid transfiziert und die Zellen auf eine 60 cm?
Schale ausgesit. 24 h nach der Transfektion wurde den Zellen das Nahrmedium gewechselt. Nach
48 h erfolgte ein erneuter Nahrmediumwechsel, bei dem dem Néhrmedium zuvor 1 mg/ml des
Selektionsantibiotikums G-418 (PAA) zugegeben wurde. Die Zellen wurden nach 72 h das erste
Mal umgesetzt (siche Kapitel 2.2.2.1.), wobei das Ndhrmedium jetzt immer 1 mg/ml G-418 enthielt.
Nach drei Passagen wurden die Zellen gezdhlt und je 150 Zellen in 30 ml Ndhrmedium (mit 1
mg/ml G-418) verdiinnt. Die Zellsuspension wurde mit 100 pl pro Loch auf drei 96-Loch Platten
(Greiner) verteilt und die Zellen im Zellkulturbrutschrank (37 °C, 5 % CO., gesittigte Luftfeuchte)
kultiviert. Nach fiinf Tagen wurde kontrolliert und vermerkt in welchen Lochern genau ein Zellklon
gewachsen war und dort ein Nahrmediumwechsel (100 pl mit 1 mg/ml G-418) durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde tdglich kontrolliert, ob die Zellen die Fliche des Lochs dicht bewachsen
hatten. Die Wachstumsgeschwindigkeit der generierten Zelllinien zeigten keine groBeren
Unterschiede. Sobald die Zellen eines Klons das Loch komplett bewachsen hatten, wurden sie
mechanisch abgespiihlt und in ein Loch einer 24-Loch Platte mit 1 ml frischem Nidhrmedium (mit 1
mg/ml G-418) tbertragen. Nach 24 h wurde ein Ndhrmediumwechsel (mit 1 mg/ml G-418)
durchgefiihrt und die Zelldichte tdglich kontrolliert. Sobald die Zellen des Klons das Loch dicht
bewachsen hatten, wurden sie einmal mit dPBS gewaschen und mit 100 pl Trypsinldsung inkubiert.
Nach 2 min wurden die Zellen mit 1 ml frischem Ndhrmedium abgespiihlt, fiir 4 min bei RT und
800 g in einer Standzentrifuge pelletiert und in 10 ml frischem Ndahrmedium (mit 1 mg/ml G-418)
resuspendiert. Die so erhaltenen Zellen jedes Klons wurden auf je zwei 20 cm? Schalen (Greiner)

ausplattiert. Nach 24 h erfolgte ein Ndhrmediumwechsel (mit 1 mg/ml G-418). Sobald die Zellen
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die Schale dicht bewachsen hatten, wurde je eine Platte zur Expressionsanalyse geerntet und die

Zellen der anderen Platte in fliissigem Stickstoff kryokonserviert (sieche Kapitel 2.2.2.4.).

2.2.2.4. Kryokonservierung von Zelllinien in Fliissig-Stickstoff

Um Zelllinien langfristig zu erhalten und zu lagern wurden diese in 1,5 ml KryogefdBen (Greiner)
in Tanks mit flissigem Stickstoff gelagert. Hierzu wurden die Zellen bei einer Passage (siche
Kapitel 2.2.2.1.) pelletiert und in Kryomedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf die
Kryogefiale verteilt und diese in Mr.Frosty Isopropanol-gefiillten Krybechern (Thermo Scientific)
verlangsamt von RT auf -80 °C iiber Nacht eingefroren. Anschlieend wurden die Kryogefille in
Lagertanks mit fliissigem Stickstoff gelagert.

Beim Auftauen der Zellen wurden die tiefgefrorenen Kryogefiafle im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut
und die enthaltene Zellsuspension in 10 ml frisches Ndhrmedium gegeben. Die Zellen wurden dann
fiir 4 min bei RT und 800 g in einer Standzentrifuge pelletiert und in frischem Néhrmedium

ausgesat.

2.2.2.5. Cannabinoidbehandlungen

Die zu behandelnden Zellen wurden wie oben beschrieben (sieche Kapitel 2.2.2.1.) gezédhlt und auf
Plastikschalen (TPP) in Ndhrmedium ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium gewechselt und durch
Nahrmedium (delipidiert) ausgetauscht. Dies ist nétig, da sich eine hohe Konzentration an
Endocannabinoiden im Serum befindet, die eine zusétzliche Stimulation mit extern zugegebenen
Cannabinoiden erschweren (Marazzi et al., 2011). Nach weiteren 24 h wurde das Nahrmedium
(delipidiert) abgezogen und die Zellen mit den Cannabinoiden behandelt. Die Behandlung fand in
serumfreien Nahrmedium statt, da sonst die stark lipophilen Cannabinoide durch den hohen Anteil
an Bovinem Serum-Albumin (BSA) im Serum ,weggefangen“ werden. Die verwendeten
Konzentrationen an Cannabinoiden konnte so in einem niedrigen Konzentrationsbereich (nM)
gehalten werden, was Rezeptor-unspezifische, lipophile Effekte der Cannabinoide auf die Zellen
reduziert. Zur Messung des autophagischen Fluxes wurde fiir je 4 h mit den angegebenen
Cannabinoiden vorinkubiert, bevor die Behandlung mit Bafilomycin (BafAl) fiir weitere 4 h

erfolgte.
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2.2.3. Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1. Aufarbeitung von Proteinproben fiir SDS-PAGE

2.2.3.1.1. Aufarbeitung von Proteinproben fiir SDS-PAGE aus Gewebe

Die zu préparierenden Tiere wurden zundchst mit Isofluran (Forene, Abbott) betdubt und
dekapitiert. Die entnommenen Gewebe wurden in 1,5 ml Reaktionsgefda3e tiberfiihrt und direkt in
fliissig-Stickstoff schock-gefroren; die Lagerung der Proben fand anschlieBend bei -80 °C statt.
Dabei wurde jeweils aus der linken Gehirn-Hemisphire Cortex, Cerrebellum und Hippocampus
priapariert und fiir proteinbiochemische Untersuchungen verwendet. Aus der rechten Gehirn-
Hemisphidre wurde entweder ebenfalls Cortex, Cerrebellum und Hippocampus prapariert um Proben
fiir RNA-Isolationen zuriick zu halten, oder die gesamte rechte Gehirn-Hemisphire wurde
umgehend in 4 % PFA (in dPBS) iiberfiihrt und fiir mindestens 24 h bei 4 °C fixiert (siche Kapitel
2.2.3.6.). Die Gewebe, welche zur SDS-PAGE aufgearbeitet werden sollten, wurden zunichst mit
Lysispuffer (siche Kapitel 2.1.7.3.) versetzt und mit einem Plastikmdrser (Eppendorf) im
Reaktionsgefdll zerkleinert. Anschlieend wurden die Proben mit einem Ultraschall-Sonifizierstab
3x 10 sec bei voller Leistung auf Eis sonifiziert und der Proteingehalt der Proben mittels BCA-Test
(siehe Kapitel 2.2.3.2.) bestimmt.

2.2.3.1.2. Aufarbeitung von Proteinproben fiir SDS-PAGE aus Zellen

Die adhidrenten Zellen wurden zunéchst einmal mit eiskaltem dPBS gewaschen, dann in 1 ml
eiskaltem dPBS mit einem Zellspatel abgeschabt (TPP) und fiir 5 min bei 4 °C und 3.000 g
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in eiskaltem Lysispuffer (siche Kapitel
2.1.7.3.) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Proben mit einem Ultraschall-Sonifizierstab 3x 10
sec bei voller Leistung auf Eis sonifiziert und der Proteingehalt der Proben mittels BCA-Test (siche

Kapitel 2.2.3.2.) bestimmt.

2.2.3.1.3. Fraktionierung von Gewebeproben

Zur Fraktionierung der Gewebeproben in Membranfraktion und 16sliche Fraktion wurden die
Gewebestiicke zunéchst in 300 pl hypotonischem Lysispuffer (sieche Kapitel 2.1.7.3.) aufgenommen
und mit einem Plastikmorser (Eppendorf) im Reaktionsgefdl zerkleinert und homogenisiert.

Anschliefend wurde das Homogenat in der Ultrazentrifuge bei 100.000 g (TLA.120 Rotor, 55.000
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rpm) fiir 1 h bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand als 18sliche Fraktion aufgefangen. Danach
wurde das Pellet vorsichtig mit 300 pl hypotonischem Lysispuffer iiberschichtet und erneut bei
100.000 g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert; der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet
(Membranfraktion) wurde mit 300 ul SDS-haltigem Lysispuffer (siche Kapitel 2.1.7.3.) versetzt und

3x auf Eis fiir je 10 sec sonifiziert.

2.2.3.2. Proteinbestimmung mittels BCA-Reagenz

Der BCA-Test basiert auf Bicinchoninsdure (engl.: bicinchoninic acid [BCAJ]) und der Reduktion
von Cu zu Cu™" durch Proteine. Diese Reduktion erzeugt ein purpur-farbenes Produkt, welches aus
zwei chelatierten BCA-Molekiilen mit einem Cu*' besteht. Dieser wasserlosliche Komplex zeigt
eine starke Absorbtion bei 562 nm. Es wurden jeweils 2 pl der Proben in 100 ul BCA™-Reagenz
(Reagenz A 50:1 Reagenz B) gegeben. Zudem wurde eine Standardreihe mit den BSA-
Konzentrationen 2 pg/ul, 1 pg/ul, 500 ng/ul, 250 ng/ul, 125 ng/ul, 60 ng/ul und 30 ng/ul (je 2 pl)
sowie einer Leerprobe gemessen. Proben und Standardreihe wurden fiir 30 min bei 60 °C inkubiert
und anschlieend die Absorbtion an einem MultiskanSR 96-Loch-Platten-Photometer (Thermo
Scientific) gemessen. Anhand der Standardreihe wurde eine Eichgerade erstellt und danach die

Protein-Konzentrationen der Proben bestimmt.

2.2.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen zur Erstellung von Westernblots und Coomassie-Féarbungen,
erfolgte per SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von 10 %igen Bis-Tris-
gepufferten Acrylamidgelen mit Mini Trans-Blot®Cell-Systemen (Biorad). Als Laufpuffer diente
TRIS-MOPS-SDS-Puffer (Expedeon). Um Disulfit-Briickenbindungen zu trennen wurde als
reduzierendes Argenz B-Mercaptoethanol verwendet, welches im SDS-Ladepuffer (siche Kapitel
2.1.7.3.) enthalten war. SDS (Sodiumdodecylsulfat) ist ein anionisches Detergenz, welches an die
hydrophoben Teile der Proteine bindet. Zusitzlich erhalten diese einen Uberschuss an negativer
Ladung, so dass die unterschiedlichen Eigenladungen iiberlagert werden. Wird ein elektrisches Feld
angelegt, so ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine durch das Polyacrylamidgel fast
ausschlieBlich durch deren Molekulargewicht bestimmt.

Damit das in der Acrylamid-Lsg. enthaltene Acrylamid zu Polyacrylamid auspolymerisiert, wurde

eine 10 %ige Ammonium-Persulfat-Losung als Radikaldonator eingesetzt (100 pl auf je 10 ml Gel-
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Lsg.). Um die Polymerisierungs-Reaktion zu beschleunigen, kam TEMED (10ul auf je 10ml Gel-
Lsg.) als Katalysator zum FEinsatz. Um besonders deutliche und fokusierte Protein-Banden zu
erhalten, wurden hier diskontinuierliche Gele mit zwei unterschiedlich dichten Gel-Bereichen
verwendet. Der untere Trenngelbereich bestand aus einem 10 %igem Acrylamidgel (2,5 ml
Acrylamid-Lsg., 3 ml Gelpuffer und 4,5 ml ddH,0), der obere Sammelgelbereich aus einem 4 %
Acrylamidgel (1 ml Acrylamid-Lsg., 3 ml Gelpuffer und 6 ml ddH,O). Es wurde zunéchst das
Trenngel gegossen und mit 2-Propanol iiberschichtet, um eine glatte, blasenfreie Gelkante zu
erreichen. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde das iiberschiissige 2-Propanol
abgegossen und mit ddH,O etwaige 2-Propanol-Reste ausgespiilt, die das Auspolymerisieren des
Sammelgels hitten beeintrachtigen kdnnen. Anschlieend wurde das Sammelgel gegossen, welches
nach dem Auspolymerisieren auf Grund des niedrigeren Acrylamid-Anteils grobmaschiger wird.
Das Sammelgel dient der Fokusierung der Proteine, die dann durch das Trenngel aufgetrennt
werden. Zunédchst wurde der Proteingehalt der Proben mittels BCA-Test (siche Kapitel 2.2.3.2.)
bestimmt und die Proben auf die gleiche Proteinkonzentration in Lysispuffer (siche Kapitel 2.1.7.3.)
verdiinnt; wenn moglich wurden stets 20 pg Protein je Probe verwendet. AnschlieBend wurden die
Proben mit SDS-Ladepuffer (sieche Kapitel 2.1.7.3.) versetzt und fiir 5 min bei 99 °C aufgekocht
und dann fiir 1 min auf Eis schock-gekiihlt. Die Proteine wurden bei 100 V fiir ca. 2 h aufgetrennt

und anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen (siche Kapitel 2.2.3.4.).

2.2.3.4. Western-Blot

Western-Blots dienen dem Fixieren der Proteine auf einer Nitrozellulosemembran, auf der sie auch
fiir Antikorper besser zugédnglich sind. Man macht sich hier wiederum zunutze, dass die Proteine
nach der SDS-Behandlung (siehe Kapitel 2.2.3.3.) iiber einen Uberschuss an negativer Ladung
verfiigen und im elektrischen Feld zur Annode wandern. Damit kann man sie auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen, welche relativ unspezifisch Proteine bindet.

Die Westernblots wurden mit Trans-Blot-Cell-Systemen (Biorad) durchgefiihrt. Das Blotten erfolgte
fiir 1h bei 100 V und dann fiir 4 h bei 50 V im Kiihlraum (4 °C) in vorgekiihltem Transferpuffer.
AnschlieBend wurden die Membranen in 4 % fettfreiem Milchpulver (in TBSt) blockiert, um die
Bindungsaffinitit der Membranen gegeniiber Proteinen abzuséttigen.

Um Proteine auf der Nitrozellulosemembran nachzuweisen, wurde mit unkonjugierten Primér-
Antikorpern (in TBSt, Tabelle 5) liber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Sekundér-Antikorper (in TBSt,

Tabelle 6) erkennen spezifisch Primar-Antikdrpper einer bestimmten Spezies und sind mit dem
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Enzym horseradish-peroxidase (HRP) konjugiert. Sie wurden fiir 2 h bei RT inkubiert. Das Enzym
HRP setzt Wasserstoffperoxid (H.O.) zu Wasser (H.O) um, damit gekoppelt wird Luminol
umgesetzt, wobei Lichtenergie frei wird und man so die liber die Antikdrper markierten Proteine
nachweisen kann. Hierfiir wurden 2 ml Luminol-Entwicklungsldsung, bestehend aus 1,8 ml Losung
A (Luminol-haltig), 190 pl Lésung B und 10 pl 30 % H>O, pro Westernblot frisch angesetzt und die
Westernblots in dem Dunkelkammer-Dokumentiersystem entwickelt und dokumentiert. Die

densitometrische Auswertung der Daten wurde mit dem Programm ImageJ (NIH) durchgefiihrt.

2.2.3.5. Coomassiefarbung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Die SDS-Polyacrylamid-Gele (siehe Kapitel 2.2.3.3.) wurden zunéchst dreimal fiir 15 min in
Coomassie-Fixierlosung (siehe Kapitel 2.1.7.3.) fixiert. AnschlieBend wurden die fixierten Gele
einmal fiir eine Minute in ddH,O gewaschen und in Coomassie-Farbelosung (siche Kapitel 2.1.7.3.)
tiberfiihrt. Danach wurden die Gele in der Coomassie-Firbelosung in dem Mikrowellenofen
aufgekocht und fiir drei Stunden geférbt. Nach der Farbung wurden die Gele dreimal fiir 30 min in
Coomassie-Entfarbelosung  (sieche Kapitel 2.1.7.3.) gewaschen und schlieBlich in dem

Dunkelkammer-Dokumentiersystem dokumentiert.

2.2.3.6. Immunfiarbungen fiir fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

2.2.3.6.1. Immunfarbungen von Gehirnschnitten
Die préparierten und in 4 % PFA fixierten Gehirnhemisphéren (sieche auch Kapitel 2.2.3.1.1.)

wurden als Frostschutz nach dem Fixieren in 30 % Saccharose (in dPBS, sterilfiltriert) bei 4 °C fiir
mindestens 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Gehirnhemisphédren in Tissue-Tek
Einfriermedium (Leica) eingegossen und auf einem Trockeneis-Ethanol-Bad eingefroren. Die
Lagerung bis zum Schneiden fand bei -80 °C statt. Die Gehirnhemisphidren wurden mit dem
Rotationskryomikrotom in 10 um dicke Schnitte geschnitten und diese auf Objektriger (Menzel)
iibertragen. Die Lagerung der Schnitte bis zur Immunférbung erfolgte bei -20 °C. Zu Beginn der
Immunfarbungen wurden die Schnitte zundchst fiir 1 min bei RT aufgetaut und anschlieend bei 4
°C fiir 1 h in Blockierlosung (siche Kapitel 2.1.7.3.) permeabilisiert und blockiert. Danach wurden
die Schnitte einmal mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit in Inkubationpuffer
verdiinnten Primir-Antikorpern (siehe Tabelle 5) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert (Puffer: siche

Kapitel 2.1.7.3.). Dann wurden die Schnitte dreimal mit Waschpuffer gewaschen und mit den

51



2.2. Methoden

entsprechenden Sekundér-Antikérpern (siehe Tabelle 6) verdiinnt in Inkubationspuffer fiir 2 h bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte zweimal mit Waschpuffer gewaschen; sollte eine
Féarbung der Zellkerne mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) erfolgen, so wurden die Schnitte
fiir 15 min mit einer DAPI-Losung (500 ng/ml DAPI in Waschpuffer) bei RT inkubiert und dann
noch einmal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte mit Eindeckmedium
(siche Kapitel 2.1.7.3.) iiberschichtet und ein Deckglas sanft aufgedriickt ohne die Schnitte zu
beschiddigen. Zur Versiegelung der Schnitte unter dem Deckglas wurden dessen Rénder mit
Nagellack bestrichen und dieser fiir 15 min bei RT im Dunkeln getrocknet. Die so versiegelten und
gefarbten Schnitte wurden dann mit dem konfokalen Laser-scanning-Mikroskop (LSM)

dokumentiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.3.6.2. Immunfirbungen von Zellen
Zu Beginn der Immunfarbungen wurden die in 4 % PFA fixierten Zellen (siehe Kapitel 2.2.2.2.) bei

4 °C fiir 5 min in Blockierlosung (siehe Kapitel 2.1.7.3.) permeabilisiert und blockiert. Danach
wurden die Zellen einmal mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit in Inkubationpuffer
verdiinnten Primir-Antikorpern (siehe Tabelle 5) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert (Puffer: siche
Kapitel 2.1.7.3.). Darauf hin wurden die Zellen dreimal mit Waschpuffer gewaschen und mit den
entsprechenden Sekundér-Antikdrpern (siehe Tabelle 6) verdiinnt in Inkubationspuffer fiir 2 h bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit Waschpuffer gewaschen; sollte eine
Féarbung der Zellkerne mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) erfolgen, so wurden die Zellen fiir
15 min mit einer DAPI-L6sung (500 ng/ml DAPI in Waschpuffer) bei RT inkubiert und dann noch
einmal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde Eindeckmedium (siehe Kapitel 2.1.7.3.)
auf Objekttrager (Menzel) vorgelegt, die Deckglischen mit den Zellen in das Eindeckmedium
eingelegt und sanft auf gedriickt ohne die Zellen zu beschadigen. Zur Versiegelung der
Deckgldschen wurden dessen Rénder mit Nagellack bestrichen und dieser fiir 15 min bei RT im
Dunkeln getrocknet. Die so versiegelten und gefarbten Priparate wurden dann mit dem konfokalen

Laser-scanning-Mikroskop (LSM) dokumentiert und bei -20 °C gelagert.

2.2.3.7. Messung der lysosomalen Aktivitit (CathepsinB-Aktivitiit)

Die lysosomale Aktivitit wurde mittels eines spezifischen Substrates der lysosomalen Protease
CathepsinB (Z-RR-AMC; ENZO) gemessen. Das Substrat beinhaltet ein Fluorophor (AMC),

welches iiber eine Aminosdurebriicke (Arginin-Arginin: RR) mit einem Quencher (Z) verbunden ist,
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der das Floureszenzsignal des Fluorophors unterdriickt. Die Aminosdurebriicke beinhaltet ein
Motiv, welches spezifisch fiir die lysosomalen Protease CathepsinB ist. Damit wird verhindert, dass
diese Aminosdurebriicke von anderen Proteasen, vor allem im Zytosol, geschnitten wird. Erfolgt ein
Schnitt in der Aminoséurebriicke, kann der Quencher sich rdumlich vom Fluorophor entfernen und
unterdriickt damit das Signal des Fluorophors nicht mehr. Damit ist die Fluoreszenz des
Fluorophors ein Maf3 fiir die proteolytische Aktivitit des Cathepsins, welche hier als Maf} fiir
lysosomale Aktivitdt benutzt wurde.

Zur Aktivititsmessung wurden zunéchst 96-Loch-Platten mit Polyornithin (10 pg/ml) beschichtet
(siehe auch Kapitel 2.2.2.2.). Nach der Transfektion der Zellen mittels Elektroporation (siche
Kapitel 2.2.2.3.1.) wurden 4000 Zellen pro Loch in je 100 pl Nédhrmedium ausgesét. Nach 48 h
wurde das Nidhrmedium abgesaugt und die Zellen in Phenolrot-freies Néhrmedium (siche Kapitel
2.1.7.2.) gesetzt. Zur Behandlung der Zellen mit DMSO oder Bafilomycin (BafAl), wurde das
Phenolrot-freie Ndhrmedium abgesaugt und die Zellen fiir 4 h in frischem Phenolrot-freien
Néhrmedium (50 pl) mit 2 puM BafAl oder DMSO inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pl
Phenolrot-feies Nahrmedium mit 200 pM Z-RR-AMC pro Loch hinzugegeben und die Zellen damit
fiir eine weitere Stunde inkubiert. Danach wurde das Medium komplett abgezogen und die Zellen in
100 pul Reporter-Lysispuffer (Promega) bei -80 °C fiir eine Stunde lysiert. Das Zelllysat wurde fiir
45 min bei 37 °C aufgetaut und dann die Fluoreszenz des AMC-Flourophors im 96-Loch-Platten-

Fluoreszenzphotometer gemessen.

2.2.3.8. Inhibition der Translation mittels Cycloheximid

Zur Messung der proteasomalen Aktivitdt kamen HEK::D2eGFP-Zellen zum FEinsatz (siche Kapitel
2.1.1.), deren Translation mittels Cycloheximid inhibiert wurde, damit der Abbau des Proteasom-
Reporters (D2eGFP), ohne den Einfluss der Neusynthese verfolgt werden konnte. Die Zellen
wurden zunichst gezdhlt, mittels Elektroporation transfiziert und ausgesét (siche Kapitel 2.2.2.1.
und 2.2.2.3.1.). Nach 48 h wurde den Zellen das Nihrmedium gewechselt. Nach 72 h wurde den
Zellen das Néahrmedium abgezogen und diese in frischem Ndhrmedium, welches 500 uM
Cycloheximid enthielt, inkubiert. Hierbei wurde eine Zellschale nach 1 h, eine nach 2 h und eine
nach 4 h Inkubation im Zellkulturbrutschrank geerntet; als Referenz wurde eine weitere Zellschale
direkt geerntet, bevor das Cycloheximid die Translation der Zellen inhibieren konnte. Die Abnahme
des D2eGFPs tiber die Zeit wurde durch Western-Blot-Analyse (sieche Kapitel 2.2.3.4.) der

geernteten Zellproben bestimmt und diente als Mal3 der proteasomalen Aktivitét.
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2.2.4. Statistik

Alle Experimente wurden wiederholt durchgefiihrt und die Mittelwerte der jeweiligen Messungen
in den Abbildungen dargestellt; die genaue Anzahl der jeweils durchgefiihrten Experimente findet
sich in den Abbildungslegenden. Die Fehlerbalken kennzeichnen die Standardabweichung oder den
Standardfehler der entsprechenden Mittelwerte, je nach Kennzeichnung in der Abbildungslegende.
Die statistische Signifikanz wurde mittels t-Test fiir unabhéngige Stichproben ermittelt. Im Falle der
Gewichtsdaten der APP23xCBN-Méuse wurde ein 2-way-ANOVA Test mit abhdngiger
Messwiederholung (SPSS, IBM) zum Testen der statistischen Signifikanz verwendet. Diese wird fiir

beide Tests in den Abbildungen durch Asterisken angezeigt: P < 0,05 galt als signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss des CB1 auf die APP-Prozessierung

3.1.1. Erweiterte Charakterisierung des APP23xCBN-Mausstammes

Der APP23xCBN-Mausstamm wurde zuvor von Christoph Stumm anhand von 20-Monate alten
Maiusen in einer vorangegangenen Dissertation charakterisiert (Stumm, 2011). Die doppelt-
transgenen APP23/CB1” Miuse zeigten hier einige Merkmale, die sie von den einfach-transgenen
Tieren (APP23- und CBI17-Miuse) sowie den wildtypischen Tieren (WT) unterschieden.
APP23/CB17" Tiere hatten eine niedrigere Geburtenrate, eine erhohte Sterberate, eine verringerte
Lernleistung und ein niedrigeres Gewicht zum Zeitpunkt der Priparation (20 Monate), verglichen
mit allen anderen Genotypen. Zudem zeigten die Gehirne der APP23/CB1” Méuse eine reduzierte
Gliose und eine verringerte Anzahl von amyloiden Plaques verglichen mit APP23 Maiusen. In
Hippocampuslysaten der APP23/CB17" Tiere wurden verringerte Mengen der Schnittfragmente des
amyloiden Vorldufer-Proteins (APP) sowie ein leicht reduzierter Proteinspiegel des Volllingen-APP
(APPy.) gegeniiber der APP23 Tiere festgestellt (Stumm, 2011). Um zu klidren ob diese
Prozesssierungs-Verdnderungen erst im Zuge der Alterung auftritt, wurden Fraktionen aus
Hippocampusproben von 2-Monate alten Mausen analysiert. 2-Monate alte Tieren zeigen dort auch
reduzierte Proteinspiegel des untersuchten, l8slichen N-terminalen Schnittfragments des APP
(sAPPa) sowie der membranstindigen C-terminalen Schnittfragmente (APPcrre und APPcrrg) in
APP23/CB17 Miusen gegeniiber der APP23 Miuse. Zudem war auch der Proteinspiegel des APPv.
in APP23/CB17 Méusen gegeniiber der APP23 Miuse verringert (Abb. 6A). Des Weiteren sollte
geklart werden, ob APP23/CB1” Tiere zu einem bestimmten Entwicklungszeitpunkt ein
verringertes Korpergewicht gegeniiber der Tiere anderer Genotypen zeigen. Dies konnte eine
kritische Entwicklungsphase der Méduse markieren, welche dann gesondert untersucht werden sollte.
Das Korpergewicht der APP23/CB17- Tiere war konstant geringer iiber den verfolgten
Entwicklungszeitraum (2-20 Monate), als das der APP23, CB1” und WT Tiere. Die APP23- und
CB17-Mduse zeigten gegeniiber der WT Miuse auch ein reduziertes Korpergewicht, was den

bereits als hager beschriebenen Phéanotyp dieser Tiere bestitigt (Abb. 6B).
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Abbildung 6: Charakterisierung des APP23xCBN-Mausstamms

[A] Die Western-Blot Analyse fraktionierter Hippocampus-Proben aus 2-Monate alten Mausen zeigt eine Reduktion des
N-terminalen APP- (sAPPa) sowie der C-terminalen APP-Schnittfragmente (APPcrr, und APPcrrs) und des Volllangen-
APP (APPyy). [B] Wiegekurven der APP23xCBN-Méuse aus wochentlich erhobenen Gewichtsdaten, welche auf das
Lebendsalter der Méuse abgeglichen wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte +St.Fehler; die Daten der Mause wurden
vom 3.-20. Lebensmonat mittels 2-way-ANOVA mit abhingiger Messwiederholung (Fisher-LSD) analysiert.
APP23/CB1" (n=7), CB1"" (n=9), APP23 (n=12) und WT (n=11) Méuse; *** P<0,005, * P<0,05 (Stumm und Hiebel et
al., 2013)
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Die Gliose der APP23/CB17"- und APP23-Tiere wurde immunhistochemisch in Gehirnschnitten der
Tiere mit Hilfe von immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen analysiert. APP23/CB17- Tiere
zeigten eine geringere Aktivierung der Mikroglia- sowie der Astroglia-Zellen. Mikroglia befanden
sich hauptsdchlich in rdumlicher Ndhe zu den amyloiden Plaques (Abb. 8A, obere Reihe) und
zeigten zusitzlich die charakteristische Morphologie aktivierter mikrogliaer Zellen (Abb. 8A, untere
Reihe). Astroglia zeigten eine breitere Verteilung in den Gehirnschnitten und keine direkte,
rdumliche Assoziation mit den amyloiden Plaques (Abb. 8B, obere Reihe). Maximalprojektionen
von konfokalen, floureszenzmikroskopischen Bilderstapeln zeigten, dass sich die Morphologie der

Astroglia-Zellen in APP23/CB17- und APP23-Tieren nicht unterscheidet (Abb. 8B, untere Reihe).

Da die Verteilung der Astroglia weniger stark mit der Lokalisation der Amyloiden-Plaques
assoziiert war, sollte hier noch eine Quantifizierung der Astroglialen Aktivierung erfolgen. Dazu
wurden Gehirnschnitte immunhistochemisch gegen GFAP gefarbt und unter den gleichen
Bedingungen mittels des Durchlicht-Floureszenzmikroskops dokumentiert. Unter zu Hilfenahme
des Analyseprogramms ImageJ (NIH) wurde die Fluoreszenzintensitdt der GFAP-Farbung iiber die
Schnittfliche ermittelt. Hierbei zeigten APP23/CB17- gegeniiber den APP23-Tieren ein signifikant
reduziertes GFAP-Signal (Abb. 7). Diese Messung bestitigte die Beobachtung dass auch die
astrogliale Aktivierung in den APP23/CB17"- gegeniiber den APP23-Miusen reduziert ist, obwohl
die GFAP-positiven Astroglia-Zellen nicht so stark auf die rdumliche Ndhe zu den amyloiden

Plaques konzentriert sind (Abb. 8B, untere Reihe).
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Abbildung 7: Reduzierte GFAP-Firbung in APP23/CB17- gegeniiber APP23-Tieren

Drei immunhistochemisch gegen GFAP gefarbte Gehirnschnitte des Hippocampus (zwischen -2,7 mm und -1,7 mm
entfernt des Bregmas) wurden pro Tier unter den gleichen Bedingungen mittels des Durchlicht-Floureszenzmikroskops
dokumentiert. Die Bilder wurden anschlieBend mittels ImageJ desitometrisch ausgewertet. Gezeigt sind die Mittelwerte
+St.Fehler; die Daten wurden mittels t-Test analysiert; n=3 *** P<0,005. (Stumm und Hiebel et al., 2013)
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A Mikroglia
APP23/CB1”

B Astroglia
APP23/CB1”

Abbildung 8: Gliose in APP23/CB17- und APP23-Miusen

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen koronaler Gehirnschnitte der APP23/CB17- und APP23-Miuse. Die
Ubersichtsaufnahmen zeigen Epifluoreszenzaufnahmen, die VergroBerungen Maximalprojektionen konfokaler
Aufnahmen. [A] Obere Reihe: Mikroglia, welche durch Tomatenlectin-FITC (griin) gefarbt wurden, liegen um die
amyloiden Plaques konzentriert vor. Die amyloiden Plaques wurden mit Hilfe des 6E10-Antikérper gegen die AB-
Domaine des APP gefarbt (rot), die Zellkerne durch DAPI (blau). Untere Reihe: Aufnahmen der ausgewéhlten Plaques
zeigen aktivierte Mikroglia um die amyloiden Plaques. [B] Obere Reihe: Die Astrogliaverteilung ist kaum Plaque
assoziiert; Astrogliazellen sind mit Hilfe des GFAP-Antikorpers (griin) gefarbt. Untere Reihe: Die Aufnahmen zeigen
die Morphologie der Astroglia in der Néhe der amyloiden Plaques (rot). (Stumm und Hiebel et al., 2013)
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3.1.2. Proteinspiegel des APP und seiner proteolytischen Fragmente in

N2A-Zellen mit veranderter CB1-Expression

Die hier verwendeten N2A-Zellen (N2A) exprimierten CB1 endogen. Die durch die Transfektion
mit dem Plasmidvektor pCDNA3.1::hCB1 erzeugten stabil-transgenen N2A, iiberexprimieren den
Rezeptor (N2A hCB1, Abb. 9A). Als Kontroll-Zellen wurden eGFP-iiberexprimierende (eGFP) und
N2A, die eGFP-gekoppelten mCB1 exprimieren (CBleGFP), generiert. Die CBIl-
tiberexprimierenden stabil-transgenen Zellen (hCB1 und CB1-eGFP) zeigen erhdhte Proteinspiegel
des volllingen APP (APPy.) und der proteolytischen Fragmente (sAPPa und APPcrr., Abb. 9B, C).

Die Herunterregulation um ca. 60 % des endogenen CB1 der N2A-Zellen durch die Transfektion
mit mCB1-siRNA fiihrte zu einem geringeren Proteinspiegel des APPcrr,, die Proteinspiegel des
volllangen APP (APPy.) blieben jedoch konstant (Abb. 10A-C). Die relative Genexpression des
endogenen app war zudem in N2A-Zellen mit herunterreguliertem CB1-mRNA-Spiegel auch nicht
verdandert (Abb. 10D). Dies spricht fiir einen Einfluss des CB1 auf die proteolytische Prozessierung
des APPs und gegen einen genregulatorischen Effekt. Die Uberexpression von CB1 und die
Herunterregulation des Rezeptors mittels siRNA fiihrten also zu einem gegensitzlichen Effekt auf
die Proteinspiegel der Prozessierungsprodukte des APP. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit der
Beobachtung in den APP23/CB17- verglichen mit den APP23-Tieren, in denen das fehlen des CB1-
Rezeptors zu einer Reduktion der proteolytischen Fragmente des APP fiihrt (vergleiche Abb. 6A;
(Stumm und Hiebel et al., 2013).
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Abbildung 9: CB1-Uberexpression erhoht die Menge an proteolytischen APP-Fragmenten

[A] RT-PCR: Naive N2A-Zellen (N2A) exprimieren endogen niedrige CB1-Spiegel. Die stabil-transgenen N2A (N2A
hCB1) iiberexprimieren hCB1. Die Amplifikation der mRNA des rp//9-Gens dient als Positivkontrolle der reversen
Transkription. POS: PCR-Positivkontrollen bestehend aus 2 ng des Vektors pCDNA3.1::hCB1 (hCB1- und h/mCBI1-
Ansatz) oder 2 pl einer bereits erfolgreichen reversen Transkription aus HEKa-Zellen (rpl19-Ansatz). NEG:
Negativkontrollen der PCR-Ansétze ohne Amplifikationsvorlage. +: RT-PCR-Reaktionen. -: Kontrollen der reversen
Transkriptionsansétze, bei denen die Reverse-Transkriptase durch RNA-freies Wasser ersetzt wurde. [B] Die stabil
hCB/1-iiberexprimierenden N2A (hCB1) sowie die stabil msCB1-eGFP exprimierenden N2A (CB1eGFP), zeigen
erhohte Proteinspiegel des endogenen Volllingen-APP (APPvi) und seiner proteolytischen Fragmente (sAPPa und
APPcrr,) welche durch a-Sekretase-Aktivitdt entstehen, gegeniiber der stabil eGFP-exprimierenden N2A (eGFP). [C]
Densitometrische Auswertung der Westernblot-Daten von sAPPa, APPy, und APPcrr, der stabil-transgenen Zelllinien.
Gezeigt sind die Mittelwerte +St.Fehler; die Daten wurden mittels t-Test analysiert; n=4 fiir die Mediumfraktion
(sAPPa), n=6 fiir die Zelllysate; ** P<0,01 * P<0,05. (Stumm und Hiebel et al., 2013)
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Abbildung 10: Herunterregulation des endogenen CB1 in N2A-Zellen

[A] Herunterregulation des endogen CB1 in N2A-Zellen mittels siRNA fiihrt zur Reduktion der Proteinspiegel von
APPcrr,, aber nicht zur Reduktion der Proteinspiegel des vollaingen APP (APPy.). [B] Densitometrische Auswertung der
Westernblot-Daten von APPy. und APPcrr, in N2A, die entweder mit Nonsense siRNA (NS) oder mit mCB1 siRNA
transfiziert wurden. [C] Durch die Transfektion mit mCB1 siRNA wird die Expression der mCB1-mRNA um 60 %
reduziert. [D] Das Expressions-Niveau der mRNA des endogenen APP bleibt nach Herunterregulation von mCBI
unverdandert. Gezeigt sind die Mittelwerte +St.Fehler; die Daten wurden mittels t-Test analysiert; n=3 *** P<0,005
** P<0,01. (Stumm und Hiebel et al., 2013)
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3.1.3. Pharmakologische Inhibition der CB1-Signalwege in N2A-Zellen

Die CBI1-Aktivitit wurde zundchst mit dem spezifischen Antagonisten Rimonabant (SR141716:
SR) und mit Pertussis toxin (PTX), einem Inhibitor G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, in naiven
N2A-Zellen inhibiert. In beiden Fillen war eine signifikante Reduktion des Prozessierungsprodukts
APPcrr, zu beobachten. Die Proteinspiegel des Vollaingen-APP (APPy.) blieben jedoch unverindert
gegeniiber der Losungsmittelkontrolle (Abb. 11A, B). Diese pharmakologische Inhibition der
Rezeptor-Aktivitdt fiihrte also zu einem vergleichbaren Ergebnis, wie die Reduktion des Rezeptors
durch den Einsatz von siRNA (siche Abb. 10A, B). Weiter sollte analysiert werden, welcher der
weiterfilhrende Signalweg ist, der fiir die Reduktion der Prozessierung des APPy. verantwortlich ist.
Die Aktivitit des CB1-Rezeptors stimuliert den mitogen-activated protein kinase — extracellular-
signal-regulated kinases 1/2 (MAPK-ERK1/2) Signalweg und inhibiert die Adenylat-Cyclase, was
wiederum zu einer Inhibition der Proteinkinase A (PKA) fiihrt und damit den cAMP response
element-binding protein (CREB) Signalweg inhibiert. Dazu wurden die naiven N2A-Zellen mit den
Inhibitoren der MEK1/2 (U0126) und der PKA (H89) behandelt und deren Einfluss auf die
Proteinspiegel des Prozessierungsproduktes (APPcrr,) mittels Westernblot-Analyse ermittelt. Die
Inhibition der MEK1/2 (U0126) sollte demnach einer Inhibition des CB1-Rezeptors entsprechen,
die Inhibition der PKA (H89) dagegen einer Stimulation der Rezeptoraktivitit. Die Behandlung der
naiven N2A-Zellen mit U0126 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Proteinspiegel der
APPcrr.. Die Behandlung mit H89 fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der Proteinspiegel
der APPcrr.. Die Proteinspiegel des APPy, waren weder durch Behandlung mit U0126, noch durch
die Inkubation mit H89 signifikant verdndert (Abb.11A, B). Weiter wurde analysiert wie die
Aktivitdt der MEK1/2 durch die Behandlungen mit den einzelnen Inhibitoren verdndert ist. Hierfiir
wurde die Phosphorylierung eines Substrats der MEK1/2, die ERK1/2, als Indikator verwendet. Die
Behandlung der naiven N2A-Zellen mit SR, PTX und U0126 reduzierten signifikant die Spiegel an
phosphoryliertem ERK1/2 (p-ERK1/2) gegeniiber der Losungsmittelkontrolle. Die Inkubation der
Zellen mit H89 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die p-ERK1/2-Spiegel (Abb. 11C, D). Dies
spricht fiir einen Einfluss des CB1-Rezeptors iliber die Modulation des MAPK-ERK1/2-Signalwegs
auf die APP-Prozessierung. Einen dhnlichen Einfluss der MAPK-ERK1/2-Aktivitdt auf die APP-
Prozessierung wurde zuvor auch fiir den Ostrogenrezeptor beschrieben (Manthey et al., 2001; Peng

etal., 2011).
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Abbildung 11: Pharmakologische Inhibition der CB1-Signalwege

[A] Behandlung der naiven N2A mit dem CB1-Antagonisten Rimonabant (SR141716, SR; 100 nM, 8 h) sowie dem
Inhibitor G-Protein gekoppelter Rezeptoren Pertussis toxin (PTX; 2 pg/ml, 8 h) und dem MEK1/2-Inhibitor (U0126;
10 uM, 8 h) fithrt zu niedrigeren CTFa-Spiegeln, verglichen zur Lésungsmittelkontrolle (Kontrolle, Ktr; DMSO, 8h).
Die Inhibition des CREB-Signalweges mittels H89 (10 uM, 8 h) hat keinen Einfluss auf die CTFa-Spiegel. Die
Proteinspiegel des vollingen APP (APPyv.) wird durch keine Behandlung signifikant verdndert. [B]
Densitometrische Auswertung der Westernblot-Daten der angegebenen Behandlungen. [C] Die Behandlung mit SR,
PTX und UO0126 reduziert die ERK1/2-Phosphorylierung (p-ERK1/2) in den behandelten Zellen gegeniiber der
Kontrolle (Ktr). [D] Densitometrische Auswertung der Westernblot-Daten der p-ERK1/2 und gesamt ERK1/2
Spiegel der angegebenen Behandlungen. Gezeigt sind die Mittelwerte =St.Fehler; die Daten wurden mittels t-Test
analysiert; n=3 n.s.=nicht signifikant * P<0,05 ** P<0,01.
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3.2. CB1-Aktivitit moduliert den autophagischen Flux

3.2.1. Analyse autophagischer Indikatoren in APP23xCBN M:iusen

Wie bereits gezeigt wurde, zeigen APP23/CB17- im Vergleich zu APP23-Miusen eine reduzierte
Anzahl von amyloiden Plaques und verringerte Proteinspiegel an AB-Peptiden (Abb. 8; Stumm und
Hiebel et al., 2013). Trotz einer geringeren Anzahl der amyloiden Plaques und eines reduzierten
Proteinspiegels der AB-Peptide, zeigten APP23/CB17- gegeniiber der APP23-Méiuse eine
verringerte Lernleistung (Stumm und Hiebel et al., 2013). Die Anzahl der amyloiden Plaques sowie
die Proteinspiegel der AB-Peptide waren also nicht urséchlich fiir die reduzierte Gedachtnisleistung
der APP23/CB1"-Tiere. In den letzten Jahren verfestigen sich die Ergebnisse, wonach Autophagie
in der Alzheimer-Pathologie eine wichtige Rolle spielt und AB-Peptide die Regulation dieses
konservierten Protein-Abbauprozesses beeinflussen (Morawe et al., 2012). Zudem konnte von
Noonan und Kollegen gezeigt werden, dass die Stimulation des CB1 die Stabilitit der lysosomalen
Membran unter AB-induziertem Proteinstress erhoht (Noonan et al., 2010). Deshalb sollte
untersucht werden, ob es in den APP23xCBN-Tieren zu Verinderungen im
autophagischen/lysosomalen System kommt. Hierfiir wurden zunichst Proteinlysate aus zwei
unterschiedlichen Gehirnregionen, Cortex und Cerrebellum, mit einander verglichen, um diese
Theorie zu priifen. Da APP23/CB1™"-Tiere bereits ab dem vierten Lebensmonat eine erhohte
Mortalitdt zeigen wurden Tiere im Alter von zwei Monaten analysiert. In den Cerebellumproben der
2-Monate alten APP23xCBN-Tiere wurde zwischen den Genotypen keine Unterschiede in den
analysierten Autophagie-assoziierten Indikatoren gefunden (Abb. 12B). In den Cortexproben
zeigten sich erhohte Proteinspiegel des heat shock proteins 72 (HSP72, die induzierbare Form des
cytosolischen HSP70), des Lysosomen-Indikators LAMP1 und des Autophagie-Rezeptors
p62/SQSTM1 (p62) in APP23/CB17- und CB1”-Miusen. Andere Autophagie-assoziierten
Indikatoren, wie die konstitutive Form des cytosolischen HSP70 (HSC70) oder LC3-II zeigten auch
hier keine Verdnderungen unter den Genotypen (Abb. 12A). Die Beobachtungen waren jedoch nicht
statistisch signifikant (bis auf die cortikale Erhohung der p62-Proteinspiegel in APP23/CB17-
gegeniiber den WT-Méusen), zeigten jedoch die Tendenz, dass bereits das Fehlen des CBI-
Rezeptors zu Verdnderungen des autophagischen/lysosomalen Systems fiihrt. Um den
autophagischen Flux sowie die autophagische- und lysosomale Aktivitdt zu messen, wurde weiter

ein zelluldres, leicht manipulierbares Modellsystem verwendet. Es sollte hierbei die Frage geklart
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werden, ob der CB1-Rezeptor ohne zusdtzlichen Proteinstress bereits einen Einfluss auf die

Autophagie ausiibt.
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Abbildung 12: Indikatoren des autophagischen/lysosomalen Systems in APP23xCBN-Miusen
Westernblot-Analyse von Proteinindikatoren des autophagisch/lysosomalen Systems in Cortex- [A] und Cerrebellum-
Lysaten [B] von 2-Monate alten APP23xCBN-Maiusen. Gezeigt sind die Mittelwerte +St.Fehler; die Daten wurden
mittels t-Test analysiert; n=3 * P<0,05 gegniiber WT.
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3.2. CBI-Aktivitdt moduliert den autophagischen Flux

3.2.2. Herunterregulation des CB1 erhoht den autophagischen Flux aber

nicht die proteasomale Aktivitat

Die fiir diese Studie verwendeten HEK- und HEK::D2eGFP-Zellen exprimieren endogen den CB1-,

aber nicht den CB2-Rezeptor. Die Expression des rpl/l/9-Gens wurde als Positivkontrolle fiir die

Kontrolle
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Abbildung 14: HEK-Zellen mit reduziertem CB1-Spiegel bilden mehr autophagische Vesikel
Gezeigt sind Maximalprojektionen aus konfokalen fluoreszenz-mikroskopischen Bilderstapeln von HEK-Zellen, die mit
Nonsene-siRNA (si NS) oder hCB1-siRNA transfiziert und mit BafilomycinA1 (BafA1) behandelt wurden. Die Zellen
wurden mit dem GFP-LC3 Expressionsplasmid kotransfiziert um erfolgreich transfizierte Zelle zu identifizieren und die
LC3-Verteilung (griin) in den Zellen zu verfolgen. Durch eine Immunfluoreszenzfarbung wurde zusitzlich p62 (rot)
dargestellt. GroBenbalken: 20 pm
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3.2. CBI-Aktivitdt moduliert den autophagischen Flux

reverse Transkription der mRNA gezeigt (Abb. 13A). Die Herunterregulation des CB1-Rezeptors
durch Transfektion der HEK-Zellen mit hCB1-siRNA wurde mittels gPCR nachgewiesen, da der
CB1-Antikorper die endogenen Proteinspiegel in den HEK-, wie zuvor in N2A-Zellen nicht
detektieren konnte. Die Transfektion der HEK-Zellen mit hCBI1-siRNA (st hCB1) fiihrt zur
Reduktion der mRNA-Spiegel um 60 % (Abb. 13C). Die Westernblot-Analyse der Autophagie-
Indikatoren p62/SQSTM1 (p62) und LC3 nach Herunterregulation des CBI1-Rezeptors und
anschlieBender BafilomycinAl-Behandlung (BafAl) zeigte eine stirkere Akkumulation von p62
und LC3-II in Zellen mit reduziertem CBI-Spiegel (si hCB1, Abb. 13B). Neben den zweifach
hoheren LC3-II Spiegeln in si hCB1-Zellen unter BafA1-Behandlung verglichen mit den Nonsense-
siRNA transfizierten Zellen (si NS), wurde auch ein erhohter autophagischer Flux (gemessen als
Quotient der LC3-II Spiegel nach BafAl-Behandlung/Losungsmittelkontrolle) beobachtet (Abb.
13C, D).

Die Behandlung mit BafA1 fiihrt in si NS- und in si hCB1-Zellen zu einer deutlichen Akkumulation
autophagischer Vesikel durch die Inhibition der lysosomalen Degradation. Dieses Auflaufen der
Autophagosomen unter BafA 1-Behandlung ist in Zellen mit reduzierten CB1-Spiegel ausgeprégter,
als in Zellen, die mit Nonsense-siRNA transfiziert wurden (Abb. 14).
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Abbildung 15: CB1-Herunterregulation beeinflusst nicht die proteasomale Aktivitit

[A] Westernblot-Analyse von HEK::D2eGFP-Zellen, die mit Nonsense- oder hCB1-siRNA transfiziert wurden. 72 h
nach der Transfektion wurden die Zellen mit 500 pM Cycloheximid fiir 0 h (Ktr), 1 h, 2 h oder 4 h behandelt, um den
zeitabhéngigen Abbau des Proteasom-Substrates zu verfolgen. [B] Die densitometrische Auswertung der Westernblot-
Daten zum zeitabhingigen Abbau des D2eGFPs. n=4 Gezeigt sind die Mittelwerte +St.Abw.; die Daten wurden mittels
t-Test analysiert.
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3.2. CBI-Aktivitdt moduliert den autophagischen Flux

Im Gegensatz zum gesteigerten autophagischen Flux ist die proteasomale Aktivitdt in Zellen mit
reduziertem CBI1-Spiegel nicht verdndert. Um die proteasomale Aktivitit zu messen, wurden die
bereits beschriebenen stabil-transgenen HEK::D2eGFP-Zellen eingesetzt (Gamerdinger et al.,
2009). Diese HEK-Zellen tragen stabil ein Expressionsplasmid, welches eine cDNA fiir ein
modifiziertes Griin-fluoreszierendes-Protein (GFP) tragt. Dieses GFP beinhaltet eine PEST-Sequenz
(kodierend fiir die Aminosduren: Prolin [P], Glutamat [E], Serin [S] und Threonin [T]), welches die
Halbwertszeit des GFP stark verkiirzt (t;» = ca. 2 h) und zu einem schnellen Abbau im Proteasom
filhrt (Andreatta et al., 2001). D2eGFP kann damit ohne Ubiquitinierung proteasomal abgebaut
werden, weswegen es als direkter proteinogener Reporter fiir die Proteasom-Aktivitdt benutzt wird.
HEK::D2eGFP-Zellen wurden mit Nonsense- (si NS) oder hCB1-siRNA (si hCB1) transfiziert, 72 h
nach der Transfektion die Proteintranslation der Zellen mit Hilfe von Cycloheximide gehemmt und
nach 0 h (Ktr), 1 h, 2 h oder 4 h geerntet. Dadurch konnte der zeitabhédngige, proteasomale Abbau
des D2eGFP ohne den Einfluss der Neusynthese verfolgt werden. HEK::D2eGFP-Zellen mit
reduzierten = CBI1-Spiegeln bauten das Proteasom-Reportersubstrat in  vergleichbarer

Geschwindigkeit zu den si NS-Zellen ab. Es ergaben sich zu keinem der Zeitpunkte signifikante
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Abbildung 16: Uberexpression des CB1-Rezeptors in HEK-Zellen
[A] Westernblot-Analyse der Autophagie-Indikatoren p62 und LC3 nach Transfektion mit dem hCBI-
Expressionsplasmid oder dem Leervektor (LV) in HEK-Zellen nach 48 h, 72 h oder 96 h. +: BafilomycinAl-
Behandlung (BafAl; 1 puM, 4h); -: Losungsmittelkontrolle (DMSO, 4h). [B] Westernblot-Analyse der relativen
Expressionsspiegel des CB1-Rezeptors 48 h, 72 h oder 96 h post-transkriptionell. Die CBI1-Entwicklung ist einmal
stark-entwickelt (hoch-exp.) und einmal schwach-entwickelt (niedrig-exp.) gezeigt.
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3.2. CBI-Aktivitdt moduliert den autophagischen Flux

Unterschiede im D2eGFP-Abbau. Dies spricht gegen einen Einfluss des CB1 auf die proteasomale
Aktivitit.

3.2.3. CB1-Uberexpression beeinflusst den autophagischen Flux nicht

Es sollte weiter iiberpriift werden, ob die Uberexpression des CB1-Rezeptors den gegenteiligen
Effekt der Herunterregulation des CB1 zeigt. Dazu wurden HEK-Zellen mit dem CBIl-
Expressionsplasmid (hCB1) oder dem Leervektor (LV) transfiziert und 48 h, 72 h oder 96 h nach
der Transfektion der autophagische Flux mit BafilomycinA1 (BafAl) inhibiert. Der autophagische
Flux zeigte zu keinem der beobachteten Zeitpunkte einen Unterschied zwischen den CBI-
iiberexprimierenden Zellen und den Zellen, die mit dem LV transfiziert wurden (Abb. 16A). Um die
durch die Transfektion erreichten CBI1-Spiegel vergleichen zu koénnen, wurde eine Westernblot-
Analyse der Proteinlysate nach 48 h, 72 h und 96 h (ohne BafA1-Behandlung) durchgefiihrt. Die
Proteinspiegel des iiberexprimierten CB1-Rezeptors waren 48 h nach der Transfektion am héchsten
und nahmen dann iiber die Zeit stark ab (Abb. 16B). Die Uberexpression des CB1-Rezeptors hatte
zu keinem der beobachteten Zeitpunkte und den damit verbunden unterschiedlichen Expressions-
Niveaus des CB1-Rezeptors einen Einfluss auf den autophagischen Flux. Dies spricht dafiir, dass
das CBI1-Protein nicht iiber eine direkte Protein-Protein-Interaktion an der Regulation des

autophagischen Fluxes beteiligt ist.

3.2.4. Pharmakologische Modulation der CB1-Aktivitit verindert den

autophagischen Flux

Die Uberexpression des CB1-Rezeptors hatte keinen Effekt auf den autophagischen Flux, jedoch
die Herunterregulation des Rezeptors durch siRNA-Transfektion fiihrte zu einer gesteigerten
Bildung autophagischer Vesikel. Deshalb sollte geklart werden, ob hier die reduzierte Aktivitéit des
CB1-Rezeptors ursdchlich fiir den gesteigerten autophagischen Flux war, oder dies eine
Stessantwort der Zellen auf die transiente Herunterregulation des Rezeptors darstellte. Dafiir wurde
die Zellen mit spezifischen CBl-Rezeptor-Liganden behandelt. Der verwendete Agonist
WINS55,212-2 (Win2) aktiviert spezifisch CB1- und CB2-Rezeptoren. In den hier verwendeten
HEK-Zellen wurde jedoch keine CB2-Expression fest gestellt (Abb. 13A), weshalb die
beobachteten Effekte auf CB1-Aktivitit beruhten. Die HEK-Zellen wurden mit dem spezifischen
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Abbildung 17: CB1-Rezeptor-Aktivitit moduliert den autophagischen Flux

[A] Westernblot-Analyse der Autophagie-Indikatoren p62 und LC3 von HEK-Zelllysaten, welche mit dem CBI-
Antagonisten Rimonabant (SR141716, SR; 100 nM, 4 h), dem CB1-Agonisten WIN55,212-2 (Win2; 100 nM, 4 h) oder
dem Losungsmitttel (DMSO, Ktr; 4 h) behandelt wurden. AnschlieBend wurden die Zellen mit BafilomycinAl (BafAl;
1 uM, 4 h) oder dem Ldsungsmittel (DMSO; 4 h) behandelt. [B] Densitometrische Analyse der Westernblot-Daten der
LC3-II Spiegel nach obigen Behandlungen. [C] Der autophagische Flux, gemessen als Quotient der LC3-II Spiegel
nach BafAl-Behandlung/Losungsmittelkontrolle, der obigen Behandlungen. n=4. Gezeigt sind die Mittelwerte
+St.Abw.; die Daten wurden mittels t-Tests analysiert; * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001.

CB1-Rezeptor-Antagonisten Rimonabant (SR141716, SR), Win2 oder dem Losungsmittel (DMSO,
Ktr) fiir vier Stunden vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit je BafilomycinAl (BafAl)
oder dem Losungsmittel (DMSO) fiir weitere 4 h behandelt, um die lysosomale Degradation zu
inhibieren und damit den autophagischen Flux zu stoppen (Abb. 18A). LC3-1I akkumulierte dabei
nach Inhibition der CB1-Aktivitdt mit Rimonabant signifikant stirker und nach Aktivierung des
Rezeptors mit Win2 signifikant schwicher, als in der Kontrolle (Abb. 18B). Entsprechend der LC3-
IT Akkumulation nach BafA1-Behandlung, zeigte sich ein erhdhter autophagischer Flux in Zellen

unter Rimonabant Behandlung und erniedrigter autophagischer Flux in Zellen unter Win2
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3.2. CBI-Aktivitdt moduliert den autophagischen Flux

Behandlung (Abb. 18C). Der autophagische Flux war also modulierbar durch den Einsatz von CB1-
Rezeptor-Argonist und -Antagonist. Dies spricht wiederum dafiir, dass die Rezeptor-Aktivitdt und

nicht das Rezeptor-Protein per se urséchlich fiir die beobachteten Effekte ist.

3.2.5. CB1-Herunterregulation verandert nicht die lysosomale Aktivitat

Die Standardmethoden zum Messen des autophagischen Fluxes beruhen auf der Inhibition des
lysosomalen Abbaus und der dadurch gestorten Degradation autophagischer Vesikel. Eine verstirkte
Akkumulation des Autophagie-Indikators LC3-II deutet dabei auf einen erhéhten autophagischen
Flux hin, weshalb dieser als Standardmarker fiir autophagische Aktivitit gilt. Liegt jedoch ein
gestorter lysosomaler Abbau vor, so konnen die unvollstindig degradierten Autophagosomen auch
akkumulieren und damit die LC3-II Spiegel steigen, ohne dass eine verstirkte Bildung
autophagischer Vesikel vorliegt. Um dies zu untersuchen, sollte die lysosomale Aktivitdt nach
Herunterregulation des CBI1-Rezeptors untersucht werden. Hierflir wurde zunichst wieder der
Spiegel des CB1-Rezeptors mittels siRNA-Transfektion herunterreguliert und die lysosomale
Degradation anschlieBend durch Behandlung mit BafilomycinA1l (BafAl) inhibiert.
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3.2. CBI-Aktivitdt moduliert den autophagischen Flux

Eine Westernblot-Analyse des lysosomalen Indikator-Proteins LAMP1 ergab keinen Unterschied in
den Proteinspiegeln von LAMP1 zwischen Zellen mit herunterreguliertem CB1 (si hCB1) und der
Kontrolle (si NS). Die vierstiindige Behandlung der Zellen mit BafA1 fiihrte zu keiner signifikanten
Verdanderung der LAMP1 Spiegel (Abb. 18A, B). Es sollte nun weiter die lysosomale Aktivitét
gemessen werden. Hierfiir wurden die zuvor mit hCB1-siRNA (si hCB1) oder Nonsense-siRNA (si
NS) transfizierten Zellen mit einem spezifischen Enzymsubstrat (Z-RR-AMC) fiir lysosomale

Proteinnasen (Cathepsine) inkubiert. Dieses Substrat besteht aus einem Fluorophor (AMC), welches
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Abbildung 18: Unverinderte lysosomale Aktivitit nach CB1-Herunterregulation

[A] Westernblot-Analyse des lysomnalen Indikators LAMP1 nach Nonsense- (si NS) oder hCB1-siRNA (si hCB1)
Transfektion in HEK-Zellen. +: BafilomycinAl-Behandlung (BafAl; 1 uM, 4h); -: Losungsmittelkontrolle (DMSO,
4h). [B] Densitometrische Analyse der Westernblot-Daten von LAMP1 nach siRNA-Herunterregulation von hCB1 und
BafA1-Behandlung (1 pM, 4 h) in HEK-Zellen. n=3. [C] Die lysosomale Aktivitdt wurde mit dem fiir lysosomales
Cathepsin spezifischen Enzymsubstrat (Z-RR-AMC, CathepsinB) gemessen. n=3. Gezeigt sind die Mittelwerte
+St.Abw.; die Daten wurden mittels t-Test analysiert.

iiber eine Aminosduren-Verbindung mit einem Fluoreszenzabsorbierer (Z) verbunden ist. Durch die
Aminosdure-Sequenz der Aminosdure-Verbindung und die Anreicherung in Lysosomen ergibt sich
die Spezifitit des Substrats. Verdaut nun das entsprechende Cathepsin (hier CathepsinB) die
Aminoséure-Verbindung, wird das Fluorophor freigesetzt und fluoresziert nun wenn es mit dem

Licht der spezifischen Wellenldnge angeregt wird. Die gemessene Fluoreszenz des Fluorophors ist
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also ein Mal} fiir die enzymatische Aktivitit des Cathepsin und damit fiir die lysosomale
Degradations-Aktivitdt. Es wurde keine unterschiedliche Fluoreszenz des AMC-Fluorophors in
Zellen mit herunterregulierten CBI1-Spiegeln verglichen zu den Kontroll-Zellen gemessen. Die
Behandlung mit BafAl fiihrt in beiden Fillen zu einer reduzierten AMC-Fluoreszenz um 50 % der
Kontrolle (Abb. 18C).

Immunzytochemische Féarbungen der wie oben transfizierten und mit BafAl-behandelten HEK-

Zellen zeigten keinen Unterschied in der Dichte an Lysosomen in den Zellen. Nach BafAl-
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Abbildung 19: Lysosomendichte nach CB1-Herunterregulation

Gezeigt sind Maximalprojektionen aus konfokalen fluoreszenz-mikroskopischen Bilderstapeln von HEK-Zellen, die mit
Nonsene-siRNA (si NS) oder hCB1-siRNA transfiziert und mit BafilomycinAl (BafAl) behandelten wurden. Die
Zellen wurden mit dem GFP-LC3 Expressionsplasmid kotransfiziert um erfolgreich transfizierte Zelle zu identifizieren
und die LC3-Verteilung (griin) in den Zellen zu verfolgen. Durch eine Immunfluoreszenzfarbung wurde zusétzlich der
Lysosomen-Marker LAMP2 (rot) dargestellt. Grofenbalken: 20 pm

Behandlung war jedoch eine stirkere Beladung der Lysosomen mit autophagischen Vesikeln fest zu
stellen, erkennbar an der stirkeren Kolokalisation der LAMP2- mit den GFP-LC3-positiven
Vesikeln (Abb. 19).

3.2.6. CB1 moduliert den autophagischen Flux unabhiingig des mTOR-
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und des BECLIN1-Komplexes

Der mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCI) ist einer der beiden groflen
Proteinkomplexe, welche an der Kontrolle der autophagischen Aktivitit beteiligt sind. Dabei ist
mTORCI ein negativer Regulator der Autophagie, da seine Aktivitdt die Autophagosomen-Bildung
unterdriickt. Die Darstellung der Phosphorylierung der zentralen Kinsase mTOR an Serin 2448 (p-
mTOR) wird allgemein als Indikator fiir die mTOR-Aktivitdt genutzt. An Serin 2448 inhibiert auch
das fiir mMTOR namensgebende Antibiotikum Rapamycin die Phosphorylierung und sorgt so fiir eine
gesteigerte autophagische Aktivitit (Chiang und Abraham, 2005).

Die Westernblot-Analyse der mTOR Protein-Spiegel und der p-mTOR Spiegel zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Zellen mit herunterreguliertem CB1 (si hCB1) und den
Kontrollen (si NS). Auch die vierstiindige Behandlung der beiden Zellgruppen mit BafilomycinA 1
(BafAl) veridnderte weder mTOR- noch p-mTOR-Spiegel signifikant. Die Behandlung von HEK-
Zellen mit Rapamycin fiihrte hingegen zu einer deutlichen Reduktion der p-mTOR Spiegel (Abb.
20).

Der BECLIN1-Komplex (im Folgenden: BECLINI) ist der zweite grof3e Protein-Komplex, der an
der Regulation der autophagischen Aktivitét beteiligt ist. Dieser Protein-Komplex induziert in der
Regel die Bildung von Autophagosomen (vergleiche Kapitel 1.2.2.). Es sollte nun untersucht
werden, ob der gesteigerte autophagische Flux durch CBl-Inaktivierung iiber einen BECLINI-
vermittelten Signalweg stattfindet. Dazu wurden die BECLIN1-Spiegel durch die Transfektion der
HEK-Zellen mit BECLIN1-siRNA herunterreguliert und die Zellen anschlieBend mit Rimonabant
(SR141716) behandelt. Um den autophagischen Flux messen zu konnen, wurde wiederum die
lysosomale Degradation mittels BafilomycinAl (BafAl) inhibiert. Die Herunterregulation von
BECLINI fiihrte zu einer verringerten Akkumulation von LC3-II nach BafA1l-Behandlung (Abb.
21A, B) sowie einem reduzierten autophagischen Flux (Abb. 21C) im Vergleich zur Kontrolle (si
NS). Die Inhibition der CB1-Aktivitdt durch Rimonabant (SR141716) fiihrt wiederum in Kontroll-
Zellen, aber auch in Zellen mit reduziertem BECLIN1 Spiegel zu einer verstiarkten Akkumulation
von LC3-II nach BafAl-Behandlung (Abb. 21A, B) und einem gesteigerten autophagischen Flux
(Abb. 21C). Es ergaben sich hier keine signifikanten Unterschiede nach Rimonabant-Behandlung
zwischen Zellen mit reduziertem BECLIN1-Spiegel und den Kontroll-Zellen (Abb. 21B, C). Dies
spricht dafiir, dass die Induktion des autophagischen Fluxes durch die Inhibition der CB1-Aktivitit
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nicht iiber einen BECLIN1-Komplex vermittelten Signalweg stattfindet.
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Abbildung 20: Modulation des autophagischen Fluxes durch CB1 unabhéingig von p-mTOR
[A] Die gesamt Protein-Spiegel von mTOR und die mTOR-Phosphorylierung an Serin 2448 (p-mTOR) bleiben
unverdndert nach Herunterregulation von CB1 durch siRNA-Transfektion. Die BafilomycinA1-Behandlung (BafAl; 1
uM, 4 h) verandert die mTOR- und p-mTOR-Spiegel nicht. Die Rapamycin-Behandlung (10 uM, 4 h) reduziert die p-
mTOR-Spiegel. Densitometrische Analyse der Westernblot-Daten von mTOR gesamt-Protein [B] und p-mTOR [C]
nach siRNA-Herunterregulation von hCB1 und BafA1-Behandlung in HEK-Zellen. n=3. Gezeigt sind die Mittelwerte
+St.Abw.; die Daten wurden mittels t-Test analysiert.
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Abbildung 21: Rimonabant wirkt der BECLIN1-Herunterregulation entgegen

[A] Westernblot-Analyse der Autophagie-Indikatoren p62 und LC3 nach Nonsense- (si NS) oder BECLIN1-siRNA (si
BECLIN1) Transfektion in HEK-Zellen und anschlieBender Rimonabant (SR141716; 100 nM, 4 h) Behandlung.
Danach wurde eine BafilomycinAl-Behandlung (BafAl; 1 uM, 4h) durchgefiihrt. [B] Densitometrische Analyse der
Westernblot-Daten von LC3-II nach obiger Behandlung in HEK-Zellen. [C] Der autophagische Flux, gemessen als
Quotient der LC3-II Spiegel nach BafA1-Behandlung/Lsungsmittelkontrolle, der obigen Behandlungen. n=4. Gezeigt
sind die Mittelwerte +St.Abw.; die Daten wurden mittels t-Test analysiert; n.s.=nicht signifikant * P<0,05 ** P<0,01
**% P<0,001.

3.2.7. Autophagie-relevante Gene werden unverindert exprimiert nach

Herunterregulation des CB1
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Um zu kontrollieren, ob nach Herunterregulation des CB1 Rezeptors durch Transfektion mit CB1-
siRNA autophagie-relevante Gene verdndert exprimiert werden, wurde eine qPCR-Analyse mit
Hilfe der Human Autophagie Primer Libary (Biomol), die Primer fiir 88 Autophagie-assozierte
Gen-Transkripte enthdlt, in zwei unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt. Keines der gemessenen
Gene zeigte eine relevant, verdnderte Expression nach beiden Durchgingen; ein Regulationsfaktor
von mindestens 1,5 wurde als Schwellenwert fiir eine relevante genetische Regulation angesehen.
Die gemessene Expression der proteinogenen Gene, deren Genprodukte in den vorher gezeigten

Versuchen analysiert wurden, sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Genregulation nach CB1-siRNA Transfektion (normiert auf Nonesense-siRNA)

Gen Regulationsfaktor St.Abw
beclinl 1,072 + 0,000
lampl 1,000 + 0,000
lamp?2 1,323 +0,092

lc3b 1,036 + 0,036
mTOR 1,142 +0,272

p62/SOSTM1 1,149 + 0,000
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4. Diskussion

4.1. Der CB1 als Ziel einer Behandlungsstrategie der AD

Die Alzheimer Demenz (AD) stellt bis heute eine unheilbare, neurodegenerative Erkrankung dar
und die ursdchlichen Faktoren sind noch immer nicht gekldrt, weshalb zur Zeit nur eine
symptomatische Behandlung Anwendung findet. Bei mild bis moderat ausgeprigter AD kommen
Acetylcholinesterase-Inhibitoren zum Einsatz, die den hydrolytischen Abbau des synaptischen
Acetylcholin verzogern und dadurch die Stimulation der cholinergen Rezeptoren auf einem hoheren
Niveau halten. Sie verlangsamen so den Verfall der kognitiven Leistungen um bis zu drei Jahre. In
moderaten bis schweren Fillen kommt der N-methyl-D-Aspartat (NMDA) — Rezeptor Antagonist
Memantin zum Einsatz. Dieser soll durch Inhibition der NMDA-Glutamatrezeptoren,
Exzitotoxizitdt und damit neuronalen Zellschaden verhindern. Zudem kommen Psychopharmaka
zum Einsatz, um Symptome wie Aggressivitdt oder Depression zu lindern (Aisen et al., 2012).
Neben den etablierten, symptomatischen Therapien wurden in den vergangenen Jahren auch
Therapieansitze verfolgt, die auf die Beseitigung der amyloiden Plaques und der AB-Peptide
beruhen. Die bisher entwickelten spezifischen und unspezifischen y-Secretase- und spezifischen B3-
Secretase-Inhibitoren sind jedoch auch auf Grund von Teils schwerer Nebenwirkungen wie
Hautirritationen, gastrointestinale Stérungen und Hautneoplasmen nicht fiir die Behandlung von
Patienten zugelassen (Doody et al., 2013; Schenk et al., 2012). Die Entwicklung der B- und v-
Secretase-Inhibitoren als Therapeutika ist also kritisch zu sehen, so lange nicht die genauen
physiologischen Funktionen des APP und seiner Prozessierungsprodukte sowie die Substrate der 63-
und y-Secretase bekannt sind. Auf Basis von nicht-steroiden anti-inflammatorischen Medikamenten
(NSAIDs) wurden deshalb y-Secretase-Modulatoren entwickelt, die jedoch keine Wirkung bei AD-
Patienten zeigten (Green et al., 2009; Weggen et al., 2001). Eine weitere experimentelle
Behandlungsstrategie  beruht auf dem  Verhindern der amyloiden Plaques durch
Aggregationsinhibitoren (Als). Da sich in den letzten Jahren jedoch die Erkenntnis verfestigt, dass
nicht die amyloiden Plaques, sondern losliche AB-Oligomere die toxische Spezies des AR
reprasentieren, ist die Grundlage dieser Behandlungsstrategie eher kritisch zu sehen (Crews und
Masliah, 2010; Wirths et al., 2004). Auch immunologische Methoden, welche die Menge an AB-
Peptiden reduzieren sollten, wurden erprobt. Eine Phasell-Studie mit dem Impfstoff AN1792 (AB4,-

Peptid mit QS-21 als Adjuvanz) zur aktiven Immunisierung musste abgebrochen werden, da 6 %
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der Patienten eine schwere, sterile Meningoenzephalitis entwickelten (Orgogozo et al., 2003).
Aufgrund der katastrophalen Folgen fiir die Gesundheit der Patienten durch die aktive
Immunisierung werden zur Zeit unterschiedliche Impfstoffe flir eine passive Immunisierung
entwickelt. Nach den bisher verfiigbaren Daten sind diese Impfstoffe zwar sicher, aber wie bei allen
der genannten experimentellen Behandlungsstrategien, konnten diese ihre Wirksamkeit bei AD-
Patienten noch nicht unter Beweis stellen (Schenk et al., 2012). Es scheint also notwendig,
alternative Strategien zu entwickeln um AD zumindest in ithrem progressiven Verlauf stoppen zu
konnen.

Dem Endocannabinoid System (ECS) wurde schon friith nach seiner Entdeckung neuroprotektive
Eigenschaften zugeschrieben und zudem sind Komponenten des ECS im ZNS von AD-Patienten
verdndert (siche Kapitel 1.3.3.). Gerade der CB1 mit seiner gut charakterisierten Funktion in der
retrograden synaptischen Signaltransduktion und der damit verbunden anti-exzitotoxischen
Wirkung koénnte dabei ein viel versprechendes pharmakologisches Ziel darstellen (siche Kapitel
1.3.2.). Um den Einfluss des CB1 auf die Alzheimer-Pathologie zu untersuchen, wurden deshalb
APP23-Miuse (ein weit verbreites Mausmodell der AD) mit CB17-Miusen verkreuzt und die
Phénotypen der transgenen Tiere untereinander verglichen. Hierbei fiel auf, dass das Fehlen des
CBI1 im genetischen Hintergrund der APP23-Tiere eine reduzierte APP-Prozessierung und weniger
amyloide Plaques in den Gehirnen der 20-Monate alten Tiere zur Folge hatte. Dies konnte auch
pharmakologisch in ersten Zellkulturexperimenten nachvollzogen werden. Zudem zeigten die
APP23/CB17"-Miuse die geringste Geburtenrate, das geringste Korpergewicht mit 20 Monaten, eine
erhohte Mortalidt, eine verringerte Lernleistung und gegeniiber der APP23-Mause eine Reduktion
der Gliose im Gehirn (Stumm, 2011). Diese initiale Beschriebung der APP23xCBN-Tiere durch
Christoph Stumm, legte nahe, dass es einen physiologischen Zusammenhang zwischen der APP-

Prozessierung, der CB1-Expression und den kognitiven Fahigkeiten der Mause gab.

In der hier vorliegenden Arbeit sollte zundchst eine erweiterte Charakterisierung der APP23xCBN-
Tiere erfolgen. Zudem sollte in vitro der Einfluss der CB1-Expression auf die APP-Prozessierung
untersucht werden um zu kldren, ob ein physiologischen Zusammenhang zwischen der CBI1-

Expression und der APP-Prozessierung besteht.
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4.1.1. Erweiterte Charakterisierung der APP23xCBN-Mauslinie

APP23- und CB17-Miuse =zeigten jeweils ein reduziertes Korpergewicht gegeniiber den
wildtypischen C57/BL6n (WT) Mausen. Dies bestitigt den fiir die CB1™"-Tiere beschriebenen
hageren Phénotyp und das fiir die APP23-Tiere beschriebene geringere Kdrpergewicht gegeniiber
der WT-Tiere (Cota et al., 2003; Lalonde et al., 2005). Zudem zeigten die doppelt transgenen
APP23/CB17"-Miuse ein geringeres Korpergewicht, als die APP23- und CB1”-Miuse, was die
ersten Ergebnisse der Gewichtsdaten der 20-Monate alten Tiere der unterschiedlichen Genotypen
bestitigt (Stumm, 2011). Die Unterschiede im Korpergewicht der Genotypen resultierten dabei aus
der unterschiedlichen Gewichtszunahme der Tiere bis zu ihrem 20. Lebensmonat, da keine
sprunghafte Gewichtsabnahme zu einem bestimmten Lebensalter bei einem der Genotypen zu sehen
war. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass dieser Phinotyp nicht zu einem bestimmten
Entwicklungszeitpunkt der Méuse auftritt, sondern durch eine kontinuierlichen Unterschied in der
Gewichtszunahme zu erkldren ist. Es ist weiter anzunehmen, dass sich das geringe Korpergewicht
der doppelt transgenen APP23/CB17-Miuse aus einer Addition der Phinotypen der einzeln
transgenen APP23- und CBI17-Méiuse ergibt. Die durch ein geringeres Korpergewicht
ausgezeichneten APP23-Tiere werden durch den Wegfall der Appetit-steigernden CB1-Aktivitét nur
ein weiter verringertes Korpergewicht erreichen (Cota et al., 2003; Quarta et al., 2011). Neben der
Gewichtsabnahme wurde bei keinem der Genotypen ein weiterer Unterschied im Aussehen oder im
Verhalten festgestellt. Durch das geringere Korpergewicht konnten die transgenen gegeniiber den
wildtypischen Tieren jedoch in der Hierarchie der Kéfiggemeinschaft abfallen und sich so beim
Futterwettbewerb eine kontinuierliche Verstirkung der Gewichtsunterschiede ergeben. Diesem
Effekt wirkte allerdings die ad libitum Fiitterung der Tiere entgegen, sodass wahrscheinlich der
jeweilige Genotyp der Tiere hauptsédchlich den Gewichts-Phénotyp bestimmt.

Die morphologische Untersuchung der die amyloiden Plaques umgebenden Glia-Zellen bestdtigten
die ersten Ergebnisse zu einer reduzierten Gliose in APP23/CB17- gegeniiber APP23-Miusen
(Stumm, 2011). Mikroglia-Zellen, welche den die amyloiden Plaques umgeben, zeigten die
abgerundete Morphologie, welche fiir diese Zelltypen im aktivierten Zustand typisch ist. Aktivierte
Astroglia-Zellen finden sich nicht in einer so deutlichen rdumlichen Assoziation zu den amyloiden
Plaques, wie Mikroglia-Zellen (siche auch Stumm, 2011). Dennoch wurde anhand der Analyse der
GFAP-histochemischen Firbungen gezeigt, dass auch die astrogliale Aktivierung der APP23/CB17"-

gegeniiber der APP23-Méuse geringer ausfillt. Neuroinflammation, und damit vor allem eine
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erhohte Aktivierung und Proliferation der Mikroglia, gilt allgemein als schédlich fiir die neuronale
Funktion und somit auch fiir die Lern- und Gedichtnisleistung (Williamson et al., 2011).
Interessanter Weise liegt hier jedoch der Fall vor, dass die APP23/CB17- gegeniiber der APP23-
Maiuse eine reduzierte astro- und mikrogliale Aktivierung zeigten und trotzdem iiber verringerte
Lernleistungen verfiigten (Stumm und Hiebel et al., 2013). Diese Beobachtungen sprechen also
gegen eine direkte Verbindung zwischen glialer Aktivierung und den kognitiven Fahigkeiten dieser

Mause.

4.1.2. Einfluss der CB1-Expression auf die APP-Prozessierung

Die pharmakologische Modulation der APP-Prozessierung gilt noch immer als eine mogliche
Behandlungsstrategie der AD. Die Aktivitit G-Protein-gekoppelter Rezeptoren zu modulieren,
konnte dabei eine Alternative Strategie darstellen, ohne dass die Aktivitdt der Secretasen direkt
verdndert werden muss. In den frithen 1990er Jahren wurde bereits erstmals beschrieben, dass
einige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren die APP-Prozessierung beeinflussen (Thathiah und De
Strooper, 2011).

Erste Ergebnisse aus der Verpaarung von APP23- und CBI17-Tieren legten ebenfalls eine
Regulierung der APP-Prozessierung durch den G-Protein-gekoppelten CB1 nahe. 20-Monate alte
APP23/CB17"-Miuse zeigten gegeniiber den APP23-Méiusen einen leicht verringerten APPvy;-
Spiegel und eine verringte Prozessierung des APPs im Hippocampus. Zudem war die Ratio von B-
zu a-CTFs und der Gehalt an AB-Peptiden bei den APP23/CB1”-Tieren reduziert (Stumm, 2011).
Die verringerten APPy-Spiegel und die reduzierte APP-Prozessierung der Mause denen der CBI
fehlt, konnte sich nach diesen Daten auch wiahrend der Alterung entwickelt haben. In einem
zelluldren replikativen Seneszenz-Modell wurde zudem gezeigt, dass wihrend der Alterung die
Prozessierung des APPs und die APPv-Proteinspiegel abnehmen (Kern et al., 2006). Darum sollte
zunichst geklart werden, ob auch junge Mause eine veridnderte APP-Prozessierung in Abhingigkeit
der CBl-Expression besitzen. Die analysierten 2-Monate alten APP23/CB1”-Miuse zeigten
gegeniiber den APP23-Miusen zwar keine verdnderte Ratio von B- zu a-CTFs, aber eine Reduktion
der proteolytischen Schnittfragmente des APPs sowie des APPy.. Deshalb ist davon auszugehen,
dass das Fehlen des CB1-Rezeptors im genetischen Hintergrund der APP23-Miuse unabhéngig der
Alterung zu einer Reduktion der APP-Prozessierung fiihrt.

Eine Regulation der APP-Prozessierung durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wurde in einem
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Mausmodell der AD bisher fiir die 3-Opioid-Rezeptoren (DOR) beschrieben. Die Behandlung mit
einem spezifischen DOR-Antagonisten fiihrte zur einer reduzierten Plaquebildung im Hippocampus
der Tiere. Nach Reduktion der DOR-Spiegel in vivo durch virale siRNA-Transfektion zeigten die
Tiere eine verringerte AB4-Anreicherung im Hippocampus. Obwohl die Spiegel des als toxischer
geltenden AB. nicht verdndert waren, verbesserte sich die Lernleistung durch die
Herunterregulierten DOR-Spiegel (Teng et al., 2010). Im Gegensatz dazu fiihren die verringerten
APP-Prozessierung und die damit verbundenen reduzierten AB-Spiegel durch den CB1 Knock-out
nicht zu einer verbesserten Lernleistung in den APP23/CB17- gegeniiber der APP23-Tiere (Stumm,
2011). Dies spriche gegen einen direkten Zusammenhang zwischen den AB-Spiegeln und der
kognitiven Leistung der APP23-Méuse.

Eine mogliche Erkliarung dieser Beobachtung konnte jedoch die Selektion des Genotyps der
APP23/CB1™"-Tiere hin zu einer ungewdhnlich niedrigen Expression und Prozessierung des
mutanten APP sein. Da der als neuroprotektiv beschriebene CB1 fehlt (siche Kapitel 1.3.3.), wéren
demnach nur die Individuen lebensfdhig, die das toxische mutante APP ungewohnlich niedrig
exprimieren. Dies hitte zur Folge, dass die unterschiedlichen CB1-Spiegel keinen direkten Einfluss
auf die APP-Prozessierung hatten. Um zu kléren, ob ein direkter physiologischer Zusammenhang
der CB1-Expression und der APP-Prozessierung existiert, wurde ein zelluldres in vitro Modell-
System etabliert. Die hier verwendeten murinen Neuroblastom-Zellen (N2A) exprimieren endogen
APP und auch CBI. Eine Modulation der Rezeptor-Expression war hier also in beide Richtungen
moglich, wobei gleichzeitig die APP-Expression weiter unter dem endogenen Promotor reguliert
wurde. Die Uberexpression des unmarkierten CB1 und eines eGFP-markierten CBI-
Fusionsproteins fiihrte jeweils zu einem Anstieg des APPy; sowie zum verstirkten Auftreten der
proteolytischen APP-Fragmente sAPPo und APPcrr.. In anderen Zellkulturmodellen forderte
ebenfalls die Aktivierung G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, der muscarinen Acetylcholin-
Rezeptoren und der metabotropen Glutamat-Rezeptoren, die hydrolytische Spaltung des APP durch
die a-Secretase (Buxbaum et al., 1992; Lee et al., 1995; Nitsch et al., 1992). DOR scheinen durch
ihre Aktivitit spezifisch die amyloidogene Prozessierung des APP durch die Bildung eines
Komplexes mit der B- und y-Secretase zu stimulieren (Ni et al., 2006; Teng et al., 2010). Der
orphan G-Protein-gekoppelte Rezeptor 3 (GPR3) scheint ebenfalls spezifisch die APP-
Prozessierung iiber die Bildung eines Komplexes mit der y-Secretase zu modulieren, unterdriickt
jedoch die Bildung von AB-Peptiden (Thathiah et al., 2009). Durch die erhohten Protein-Spiegel

konnte der CB1 in den tiberexprimierenden Zellen ebenfalls iiber einen dhnlichen Mechanismus die
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nicht amyloidogene APP-Prozessierung stimulieren. Auf der anderen Seite fiihrte die Reduktion der
endogenen CB1-Expression durch siRNA-Transfektion zu verringerten Spiegeln an proteolytischen
Schnittfragmenten des APP in naiven Zellen. In diesem in vitro Modell der transienten CB1-siRNA
Transfektion zeigte sich jedoch keine signifikante Reduktion der APPy.-Spiegel. Auch die endogene
Expression des app blieb unter diesen Bedingungen unverédndert, so dass davon auszugehen ist, dass
die verdnderte Expression des CB1 eine Modulation der APP-Prozessierung, jedoch primér keine
verdanderte Expression des APP bewirkte. Diese Ergebnisse waren also konsistent mit den
vorherigen Beobachtungen zur APP-Prozessierung in den APP23- und APP23/CB1”-Tieren, bei
denen das Fehlen des CB1 zu einer Reduktion der proteolytischen Schnittfragmente des APP fiihrte.
Diese tiibereinstimmenden Ergebnisse in den unterschiedlichen in vivo und in vitro Modellen
unterstiitzen die Annahme eines molekularen Zusammenhangs der verdnderte APP-Prozessierung in
Abhingigkeit der CB1-Expression. Ein primédrer Einfluss der Alterung oder unspezifische Effekte
aufgrund der Verpaarung der beiden transgenen Mauslinien sind also weitestgehend auszuschliefen.
Dabei konnte es sich bei der CBl-vermittelten Modulation der APP-Prozessierung um einen
Mechanismus durch eine direkte Protein-Protein-Interaktion handeln, wie es fiir die G-Protein-
gekoppelten DOR und GPR3 gezeigt wurde (Teng et al., 2010; Thathiah et al., 2009). Alternativ
wiére auch die Modulation eines CBIl-abhidngigen Singalwegs als Ursache der verdnderte
Prozessierung des APPs denkbar.

Deshalb sollte weiter untersucht werden, ob sich die APP-Prozessierung durch Inhibition der CB1-
Rezeptoraktivitit auf unterschiedlichen Ebenen der Signaltransduktion, reduzieren ldsst. Die
verwendeten Zellkulturmedien beinhalten durch den Zusatz des Serums eine grofle Menge an
aktiven Endocannabinoiden, die fiir Stimulation des CB1 sorgen kénnen (Marazzi et al., 2011). In
diesem grundsétzlich stimulierenden Milieu wurde die Rezeptor-Aktivitit zunéchst mit Rimonabant
(SR141716, SR) als selektiver CB1-Antagonist und mit Pertussis toxin (PTX) als unspezifischer
Inhibitor G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, unterdriickt. Diese Inhibitoren verhindern die
Aktivierung des Rezeptors (Rimonabant) oder der gebunden G-Proteine (PTX) und blockieren so
die CB1-Signaltransduktion in einem frithen Stadium der Signalkette. Beide Inhibitoren reduzierten
dabei die endogenen Spiegel der hydrolytischen APP-Fragmente. Dies spricht fiir die Beteiligung
eines intrazelluldren Signalwegs bei der CB1-vermittelten Modulation der APP-Prozessierung, da in
diesem Fall die Expression des Rezeptor-Proteins nicht verdndert wurde. Um weiter zu priifen, iiber
welchen der durch den CB1 beeinflussten Signalwege der Einfluss der CBI-Aktivitit auf die

proteolytsiche Spaltung des APP vermittelt wird, wurden spezifische Inhibitoren intrazelluldrer
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Kinasen verwendet. Als wahrscheinlichster Kandidat hierfiir galt der MAPK-ERK1/2-Signalweg,
welcher mit dem spezifischen MEK1/2-Inhibitor U0126 unterdriickt wurde. Es wurde bereits
gezeigt, dass eine Ostrogenrezeptor-vermitelte Stimulation des MAPK-ERK1/2-Signalwegs zu
einer gesteigerten APP-Prozessierung fiihrt (Manthey et al., 2001; Peng et al., 2011). AuBBerdem
scheint die Aktivitit des MAPK-ERK1/2-Signalwegs in Gehirnen von AD-Patienten erhoht zu sein
(Zhu et al., 2002). Zudem wurde der neuroprotektive Effekt einer in vitro Cannabinoid-Behandlung
in einem AB-induzierten Toxizititsmodell, durch die Gabe von UO0126 deutlich abgeschwicht
(Milton, 2002). Die Signaltransduktion {iber die Protein-Kinase A (PKA) war dabei ein weiterer
moglicher Signalweg, der die APP-Prozessierung steigern kann (Su et al., 2003). Die Beteiligung
eines PKA-abhidngigen Signalwegs sollte mittels eines PKA-spezifischen Inhibitors (H89)
untersucht werden. Da CB1-Aktivitit die PKA hemmt, sollte H89 also auch die APP-Prozessierung
fordern. Die Behandlung der Zellen mit H89 ergab jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die
APP-Prozessierung, wohingegen U0126 die Spiegel an proteolytischen Fragmenten ebenso senkte,
wie es nach der Rimonabant- und der PTX-Behandlung der Fall war. Konsistent damit, waren die
Spiegel an phosphoryliertem ERK1/2, als Substrat der MEK1/2 nach Rimonabant-, PTX- und
U0126-Behandlung reduziert.

Die iiber die CBI-Aktivitit vermittelte Modulation der APP-Prozessierung scheint hier also
hauptsdchlich iiber den MAPK-ERK1/2-Signalweg statt zu finden, ohne Beteiligung der PKA-
Signalwege. Im Organismus konnten natiirlich auch weitere Signalkaskaden eine Rolle spielen, da
Endocannabinoide (wie das Anandamid) auch an weitere Rezeptoren wie den GPRS55, TRPV1,
PPARa und PPARYy binden kénnen (Bouaboula et al., 2005; Mackie und Stella, 2006; O’Sullivan,
2007). Allerdings ist bisher nur fiir den PPARy-Rezeptor gezeigt worden, dass er die APP-
Prozessierung beeinflusst (d” Abramo et al., 2005). Die Aktivierung des PPARy-Rezeptors durch
NSAIDs unterdriickt dabei die Expression des BACEI-Gens und damit den amyloiden
Prozessierungsweg (Sastre et al., 2006).

Die Entwicklung einer Behandlungsstrategie auf Basis der CB1-vermittelten Modulation der APP-
Prozessierung ist jedoch kritisch zu sehen, da die als neuroprotektiv angesehene nicht-
amyloidogene Prozessierung des APP durch die Inhibition der CB1-Aktivitit reduziert wird (De
Strooper, 2010). Zudem korrelierten die AB-Spiegel nicht mit der Lernleistung der APP23- und
APP23/CBI1™"-Tiere, da die Reduktion der amyloidogenen APP-Prozessierung durch den CBI

Knock-out mit einer schlechteren kognitiven Leistung der Tiere einher ging (Stumm und Hiebel et
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al., 2013).
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Abbildung 22: Regulation der APP-Prozessierung durch den CB1-Rezeptor

Schematische Darstellung der mittels Inhibitoren untersuchten Signalwege, die durch den CB1-Rezeptor moduliert
werden und die APP-Prozessierung beeinflussen. Rimonabant ist ein spezifischer Antagonist des CB1-Rezeptors,
Pertussis Toxin (PTX) inhibiert an den Rezeptor gekoppelte G-Proteine, U0126 ist ein MEK1/2-Inhibitor und H89
inhibiert die ProteinkinaseA (PKA).
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4.2. Der Einfluss des CB1-Rezeptors auf die Autophagie

Trotz der geringeren Prozessierung des APPs iiber den amyloidogenen Weg und der damit
verbunden reduzierten Anzahl an amyloiden Plaques im Gehirn, sind die APP23/CB1"-Tiere stark
geschidigt. Die Merkmale dieses Genotyps, wie geringere Geburtenrate, hohe Sterberate und
eingeschrinkte kognitive Fihigkeiten gegeniiber den einfach transgenen APP23- und CB1”-Tieren
konnen also nicht liber die Amyloid-Hypothese zur Auslosung der Alzheimer'schen Krankheit
erklart werden (Hardy und Selkoe, 2002; Stumm und Hiebel et al., 2013). Eine Stérung des
autophagosomalen/lysosomalen Systems, auf das Nervenzellen besonders angewiesen sind, konnte
dabei eine Erklirung fiir den beobachteten Phinotyp der APP23/CB17-Mduse sein (Nixon et al.,
2008). Der systematische Knock-out des CB1 und die Thyl-Promotor getriebene Uberexpression
des mutanten APP priagen sich auf Grund der Promotorspezifitit nur in Neuronen aus (Liithi et al.,
1997). Dabei wurde auf der einen Seite ein Einfluss auf das autophagosomale/lysosomale System
durch den CBI bereits beschrieben (Brailoiu et al., 2011; Sarnataro et al., 2005) und es besteht auf
der anderen Seite auch ein Zusammenhang mit der Alzheimer-Pathologie.

Bereits 1967 berichteten Suzuki und Terry von dystrophen Schwellungen an Neuriten in Féllen von
AD, die mit vakuoldren Strukturen gefiillt waren und saure Phosphatasen enthielten (Suzuki und
Terry, 1967). Spiter wurde gezeigt, dass diese Strukturen spezifisch fiir die Alzheimer'sche
Krankheit sind und durch Ultrastrukturanalysen von AD Gehirnen konnte weiter gezeigt werden,
dass sie hauptsédchlich aus Lysosomen und autophagischen Vesikeln (AV) bestehen (Benzing et al.,
1993; Nixon et al., 2005). Diese histologischen Verdnderung konnten entweder auf eine verstirkte
lysosomale/autophagische Aktivitit, eine beeintrichtigte Degradation der AVs, oder auf einer
Kombination dieser Abldufe beruhen (Cataldo et al., 1991, 1995; Lee et al., 2011). Interessanter
Weise kommt es nicht einfach zu einem gestorten neuritischen Transport, da Zellorganellen wie
Mitochondrien bei lysosomaler Inhibition unverdndert transportiert werden (Lee et al., 2011).
Neuronales Gewebe konnte dabei besonders anfillig fiir Storungen im autophagischen/lysosomalen
System sein, da das vesikuldre Netzwerk Neurone erst befahigt ihre hochspezifischen Funktionen,
wie die fiir die neuronale Transmission essentielle Transmitterfreisetzung zu bewerkstelligen (Nixon
et al., 2008). Zudem sind Neurone post-mitotisch und miissen deshalb {iber die Jahre geschéadigte
Organellen sowie fehlgefaltete oder aggregierte Proteine besonders effizient entsorgen (Wong und
Cuervo, 2010). Neben der histologischen Verdnderungen des autophagischen/lysosomalen Systems,

sind auch molekulare Regulatoren im Zuge der Alzheimer-Pathologie verdndert. Gene, die fiir
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negative Regulatoren der Autophagie kodieren, werden schwécher, wohingegen Gene, die als
positive Regulatoren der autophagischen Aktivitdt gelten, in AD Patienten verstirkt exprimiert
werden (Lipinski et al., 2010). Es bleibt jedoch festzuhalten, dass die stirkere Expression dieser
Gene nicht zu einer andauernden Erhohung der autophagischen Aktivitdt fiihrt, da diese im Verlauf
der Krankheit zuriick geht, was zur Akkumulation von nicht-abgebauten Proteinen fiihrt (Yu et al.,
2005).

Der bekannteste physiologische Einflussfaktor auf den fiir die Initiation der Autophagie wichtigen
mTOR-Komplex ist die kalorische Restriktion (KR), die im eigentlichen Sinne die Reduktion des
Energiegehaltes der Nahrung ohne das Einschrianken anderer essentieller Nahrungsbestandteile
meint. KR inhibiert mTOR und steigert dadurch die autophagische Aktivitidt (Powers et al., 2006).
Neben einer verldngerten Lebenserwartung in gesunden Menschen wurde auch ein abgemilderter
Verlauf der Alzheimer'schen Krankheit in Patienten beobachtet, die sich KR unterzogen hatten. Dies
konnte danach nicht nur auf Grund der reduzierten metabolischen Toxizitdt durch den aeroben
Stoffwechsel des Menschen, sondern eventuell auch durch die mTOR-vermittelten gesteigerten
autophagischen Aktivitit bedingt sein (Masoro, 2003; Pasinetti et al., 2007). Die APP23/CB1™-
Maiuse konnten durch den Wegfall des CB1 und der damit verbundenen reduzierten
Nahrungsaufnahme unter quasi andauernder KR leben. Eine damit verbundene Steigerung der
autophagischen Aktivitit konnte im genetischen Hintergrund der APP23-Tiere protektiv sein und
die Tiere erst befahigen, beide grundsitzlich schadliche genetische Manipulationen zu tragen. Tiere,
bei denen es nicht zu einem gesteigerten autophagischen Abbau der toxischen AB-Spezies kommt,
wéren demnach embryonal letal. Dies konnte zu der stark verringerten geringere Geburtenrate der
doppelt-transgenen Méuse beitragen (Stumm und Hiebel et al., 2013). Interessanter Weise
beeinflusst das toxischere AB4, jedoch nicht ABs, den mTOR-Signalweg. Befunde aus zelluldren
Modellen, Tiermodellen und Patientengewebe ergeben hier jedoch kein einheitliches Bild, ob AB.,
die mTOR-Aktivitdt erhoht oder erniedrigt (Caccamo et al., 2010; Lafay-Chebassier et al., 2005;
Ma et al., 2010; Spilman et al., 2010). Auch die C-terminalen Fragmente des APP (APPcrr)
scheinen einen Einfluss auf das autophagische/lyssomale System zu haben. Bereits 1992 berichteten
Haass und Kollegen driiber, dass lysosomale Abbauwege fiir die Prozessierung der APPcrr, welche
die AB-Doméne enthalten, verantwortlich sind (Haass et al., 1992). Spater wurde festgestellt, dass in
Modellen einer Glyco-Sphingolipid Speicher-Krankheit ein verdnderter APP-Metabolismus mit
einem mTOR-unabhingigen Anstieg an LC3-II einhergeht, was hier fiir einen gestorten

autophagischen Abbau spricht (Boland et al., 2010). Spingolipide, die sich bei lysosomalen Lipid-
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Speicher-Krankheiten anreichern, bewirken einen reduzierten Abbau der APPcrr, stimulieren die y-
Secretase und konnten so auch zur vermehrten Bildung von AB fithren (Tamboli et al., 2011). Eine
Verstarkung der autophagischen Aktivitdit durch pharmakologische Behandlung oder ein
,Hungerprotokoll*“ reduzierte die AB- und APPcre-Spiegel unabhidngig der vy-Secretase-Aktivitét
(Tian et al., 2011). Zusammenfassend kann man also sagen, dass eine gesteigerte autophagische
Aktivitdt zu reduzierten AB-Spiegel durch den vermehrten Abbau der APPcrr fithrt. Dies sprache
wiederum fiir eine gesteigerte Autophagie in den APP23/CB1"- gegeniiber der APP23-Méuse, da
die doppelt-transgenen Tiere eine Reduktion der AB- und der APPcrs-Spiegel zeigen (Stumm und
Hiebel et al., 2013). Eindeutige Ergebnisse, vor allem der dynamischen Prozesse des
autophagischen Abbaus, sind in vivo und in histologischen Untersuchungen jedoch auf molekularer
Ebende nur schwer zu erlangen (Klionsky et al., 2012). Meist wird hierfiir ein transgenes
Mausmodell herangezogen, bei dem die Tiere ein eGFP-LC3 Fusionsprotein iiberexprimieren
(Mizushima et al., 2004). Durch eine Verkreuzung dieser Tiere mit APP23- und CB1 Knockout-
Maiusen konnte die moglichen Zusammenhédnge zwischen der Autophagie, der APP-Prozessierung
und der CBl-Expression in vivo und histologisch in zukiinftigen Versuchsreihen eingehend
analysiert werden.

BECLINI, das zentrale Protein des zweiten grofen Protein-Komplexes zur Regulation der
autophagischen Aktivitdt, ist in AD-Patienten herunterreguliert. Zudem zeigen Méuse, die mutantes
APP iiberexprimieren und denen BECLINI heterozygot fehlt, eine Verstirkte Gliose und eine
Akkumulation von Lysosomen im Gehirn (Pickford et al., 2008). Die Herunterregulation von
BECLINTI durch siRNA-Transfektion fiihrte in Zellen zu einer Anreicherung des APP und seiner
Prozessierungsprodukte. Umgekehrt hatte jedoch weder in Zellkultur- noch im Mausmodell die
Uberexpression des mutanten APP einen Einfluss auf die BECLIN1-Expression (Jaeger et al., 2010;
Pickford et al.,, 2008). Zudem wurde kiirzlich gezeigt, dass Presenilin-1 (PS1) fiir die
autophagosomale/lysosomale Funktion wichtig ist, unabhéngig von AB. PS1 scheint dabei wichtig,
fiir den Transport zum Lysosom und den Einbau in die lysosomale Membran der VO1A-
Untereinheit der vakuoldren ATPase, die flir die Azidifizierung der Lysosomen und damit fiir den
autophagischen Abbau essentiell ist (Lee et al., 2010).

Aullerdem wurde beobachtet, dass der Autophagie-Rezeptor p62 in AD-Patienten sowie in einem
Mausmodell der AD durch oxidative Schidigungen des Promotors im Zuge des Voranschreitens der
AD-Pathologie verringert exprimiert wird (Du et al.,, 2009). In den jlingeren 2-Monate alten
APP23/CB1™"-Tieren sind die cortikalen p62-Spiegel jedoch erhdht, weshalb davon auszugehen ist,
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dass sich die oxidative Schiddigungen des Promotors erst durch die Alterung entwickelt. Die
Analyse der Autophagie-asoziierten Indikatoren wurde in jungen (2-Monate alten) Tieren
durchgefiihrt, da die APP23/CB1"-Tier ab ihrem vierten Lebensmonat eine erhdhte Sterberate
aufweisen und die Tiere vor diesem kritischen Alter analysiert werden sollten (Stumm und Hiebel et
al., 2013). Die Westernblot-Analyse der Autophagie-asoziierten Indikatoren ergab interessanter
Weise keine Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen im Cerebellum der APP23xCBN-
Tiere. Diese Gehirnregion ist in den APP23 bei der Auspriagung Alzheimer-Pathologie auch deutlich
weniger betroffen, als die cortikalen Gehirnregionen (Sturchler-Pierrat et al., 1997). Im Cortex der
CBI1 Knock-out Tiere kommt es neben erhdhten p62-Spiegeln auch zu erhohten Proteinspiegeln des
heat shock proteins 72 (HSP72, die induzierbare Form des cytosolischen HSP70) und des
Lysosomen-Indikators LAMPI1. Die Expression des mutanten APP in den APP23/CB1”-Méusen
verstirkt diesen Effekt, was dafiir sprechen konnte das hier kompensatorische Mechanismen nicht
mehr greifen, welche die einfach-transgenen APP23-Maiuse noch unauffillig erscheinen lassen. Die
Konsequenz dieses Anstiegs in den Proteinspiegeln dieser Autophagie-asoziierten Indikatoren lédsst
sich nicht eindeutig aus der Momentaufnahme dieser Gewebeanalyse bestimmen (Klionsky et al.,
2012). Um diese zu beschreiben und eine Aussage iiber den autophagischen Flux treffen zu konnen,
sind auch Inhibitions-Versuche notwendig, da nur dann detektiert werden kann, ob hohe p62 oder
auch LC3-II-Spiegel durch eine tiberméfBige Induktion der Autophagie, oder durch die Stérung der
autophagischen Degradation auftreten. In beiden Féllen kann es zum Anlaufen der
Autophagosomen-Indikatoren kommen (Klionsky et al., 2012).

Der Zusammenhang zwischen Alzheimer-Pathologie und der Autophagie ist also schon sehr gut
untersucht, wohingegen der Einfluss des CB1 auf autophagische Prozesse bisher kaum beleuchtet
wurde. Die bisherigen Untersuchungen beziehen sich auf die lysosomale Aktivitdt und nicht auf die
autophagischen Prozesse, die der lysosomalen Degradation vorangehen (siehe Kapitel 1.3.). Die
bisher publizierten Daten, die den Einfluss des CB1 auf die Autophagie beschreiben, begniigen sich
mit der Messung der LC3-II-Spiegel und klammern die Untersuchung der dynamischen Prozesse
der Autophagosomenbildung aus (Casarejos et al., 2013; Dando et al., 2013; Oh et al., 2013). Wie
oben diskutiert, sind Inhibitionsexperimente allerdings unerldsslich, um Aussagen tber die

Dynamik des autophagischen Fluxes zu treffen.

Um zu kliren, ob der CBI1 einen Einfluss auf die Autophagosomen-Bildung hat und damit der

Rezeptor Knock-out als ,,second hit* im Hintergrund der Alzheimer-Pathologie der APP23-Méuse
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zum stark geschidigten Phinotyp der APP23/CB1”-Miuse fiihrt, sollten im Weiteren genauere
Untersuchungen des Einflusses des CB1 auf die Dynamik der Autophagosomen-Bildung in einem
zelluldren System erfolgen. Eine Alternative dazu wiren in sifu Untersuchungen an organotypischen
Gewebeschnitten, welche pharmakologisch besser zu manipulieren wiren, als die Tiere selbst. Dies
setzt jedoch voraus, dass man Individuen aller zu untersuchenden Genotypen in den einzelnen
Experimenten zur Verfligung hat. Durch die geringe Geburtenrate der doppelt-transgenen
APP23/CB17"-Tiere und der schwankenden Zuchterfolge gerade dieses Genotyps, ist diese
Moglichkeit jedoch ausgeschlossen (Stumm und Hiebel et al., 2013). Zudem sollte in der hier
vorliegenden Studie zunéchst geklart werden, ob die Modulation der CB1-Expression unabhéngig

der Expression von mutantem APP, Verdnderungen im autophagischen Netzwerk bewirkt.

4.2.1. CB1-Aktivitat moduliert den autophagischen Flux

Die Zelllinie mit der die weiteren Experimente durchgefiihrt wurden, musste einige Kriterien
erfiillen: die endogene Expression des CB1, gute Transfizierbarkeit zur genetischen Manipulation
und sie sollte eine Morphologie aufweisen, die eine gute Mikroskopierbarkeit intrazelluldrer Vesikel
erlaubt. Diese Kriterien wurden von den human embryonic kidney Zellen (HEK-Zellen) erfiillt.

Die spezifische Herunterregulation des CB1 durch CBI1-siRNA Transfektion von HEK-Zellen
fiihrte zu einem gesteigerten autophagischen Flux. Gleichzeitig blieb die Aktivitit des UPS
unverdndert. Dies ist insofern bemerkenswert, da es zwischen diesen beiden Degradationssystemen
iiber die BAG-Proteine eine molekulare Verbindung gibt. Dies kann die Zelle nutzen um
kompensatorisch die Degradationssubstrate z.B. bei Blockade des UPS dem autophagischen Abbau
zuzufiihren (Gamerdinger et al., 2009). Auf der anderen Seite kommt es durch eine Blockade des
autophagischen Fluxes auch zur Anrreicherung von UPS-Substraten, da p62/SQSTM1 nicht mehr
autophagisch abgebaut werden kann und verstérkt ubiquitinierte Proteine vernetzt, bis diese dann
nicht mehr proteasomal degradiert werden kénnen (Korolchuk et al., 2009). Das UPS in HEK-
Zellen scheint also basal nicht vollstindig ausgelastet zu sein, da es nach der Induktion des
autophagischen Fluxes durch den verstirkten Abbau der mit p62/SQSTMI1-verkniipften Substrate
nicht entscheidend entlastet wird. Es war zudem tiiberraschend, dass die Herunterregulation des CB1
zu einem gesteigerten autophagischen Flux fiihrte, da in den kortikalen Gewebeproben der
Autophagie-Rezeptor p62/SQSTM1 im Hintergrund der CB1 Knock-out Méuse angereichert
vorlag. Dies spriche eigentlich fiir einen gestorten autophagischen Flux, da p62/SQSTMI1 auch ein
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Substrat der autophagischen Degradation ist (Kirkin et al., 2009). Scheinbar fiihrt also der
gesteigerte Bedarf an Autophagie-Rezeptoren zur verstidrkten Expression von p62/SQSTMI in
diesen Tieren. Im Gegensatz zur Herunterregulation des CB1 durch siRNA Transfektion, fiihrte die
Uberexpression des Rezeptors zu keiner Verinderung in der autophagischen Vesikelbildung.
Kiirzlich wurde gezeigt, dass der CB1 selbst ein Substrat des neu entdeckten BECLIN2-abhéngigen
autophagischen Abbaus ist (He et al., 2013). Es kommt hier also wahrscheinlich zu einer Induktion
des autophagischen Fluxes durch die Uberexpression eines Autophagie-Substrats, was die
gesteigerte Rezeptor-Aktivitit durch die Uberexpression antagonisiert. Die Modulation der
Rezeptor-Aktivitit durch den CB1-Agonisten Win2 und den spezifischen CB1-Antagonisten
Rimonabant lieferte jedoch konsistente Ergebnisse zur Herunterregulation des CB1. Die Inhibition
der Rezeptor-Aktivitdt mittels Rimonabant stimulierte den autophagischen Flux, wohingegen die
Aktivierung zu einem verminderten autophagischen Flux fiihrte. Dabei zeigten die verwendeten
HEK-Zellen keine endogene CB2-Expression. Dies war insofern wichtig, da bereits gezeigt wurde,
dass eine Stimulation des CB2 durch eine hohe Konzentration an Cannabinoiden auch zu einer
Stimulation der Autophagie fiihrt (Salazar et al., 2009; Vara et al., 2011). Der in den
pharmakologischen Stimulations-Experimenten verwendete CB1-Agonist Win2 ist ein spezifischer
Ligand des CB1 und des CB2 und ist somit in diesen Zellen als reiner CB1-Agonist anzusehen
(Felder et al., 1995; Song et al., 1999). Da die pharmakologischen Behandlungen, jedoch nicht die
Uberexpression des Rezeptor-Proteins, einen Einfluss auf den autophagischen Flux hat, ist davon
auszugehen, dass die Rezeptor-Aktivitét fiir die Modulation des autophagischen Fluxes ursidchlich
ist. Eine Protein-Protein-Interaktion zwischen dem CB1 und einer regulatorischen Komponente des
autophagischen Systems ist demnach auzuschlieBen. Interessanter Weise blieb die lysosomale
Aktivitdt nach der Herunterregulation des CB1 unverdndert. Bisherige Publikationen brachten die
intrazelluldire CB1-Aktivitdt mit der lysosomalen Degradations-Funktion in Verbindung (Brailoiu et
al., 2011; Noonan et al., 2010; Piyanova et al., 2013). Dies konnte in dieser Studie weder durch eine
Aktivititsmessung der lysosomalen Degradation, noch durch fluoreszenzmikroskopische- und
Westernblot Analyse der lysosomalen Marker bestétigt werden. Piyanova und Kollegen beschreiben
dabei eine verinderte lysosomale Aktivitidt in CB17- gegeniiber WT-Miusen im Zuge der Alterung,
wobei Alterungseffekte der HEK-Zelllinie aufgrund ihres Tumorcharakters auszuschlieBen sind
(Piyanova et al., 2013). In einem anderen Fall zeigte die Behandlung mit Cannabinoiden einen
stabilisierenden Effekt auf die Lysosomenmembran unter Proteinstress durch AB-Peptid-Inkubation

(Noonan et al., 2010). In der vorliegenden Studie wurde jedoch kein Proteinstress-Paradigma
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gewdhlt, um den moglichen Einfluss des CB1 auf den autophagischen Flux in einem nativeren
Zusammenhang zu untersuchen. Dies konnte die kontrdren Beobachtungen in dieser Studie
gegeniiber den bereits publizierten Daten erkléren.

Die CBI1-Aktivitdt scheint also spezifisch den autophagischen Flux zu modulieren, ohne die
Aktivitdt des UPS oder die nachfolgender biologischer Prozesse, wie die lysosomale Degradations-
Aktivitdit zu beeinflussen. Durch pharmakologische Inhibition oder Herunterregulation des
Rezeptors wird die Bildung autophagischer Vesikel stimuliert, wobei die vorhanden Lysosomen
augenscheinlich ausreichen, um die Menge an Autophagosomen abzubauen. Andernfalls sollte eine
Storung der lysosomalen Aktivitét festzustellen sein. Dabei konnte die modulatorische Wirkung der
CB1-Aktivitit auf die Autophagosomen-Bildung eine Komponente der Regulation der
Energichomoostase durch dem CB1 in peripheren Geweben darstellen (O’Keefe et al., 2013). Die
Autophagie, als Prozess des Selbstverdaus und die Energie- und Aminosduren-Homoostase sind

zelluldr eng miteinander verkniipft (Cuervo, 2008).

4.2.2. Nicht-kanonische Regulation der Autophagie durch den CB1

Als kanonische Regulation der Autophagie, bezeichnet man die induktiven Wege, bei denen die
Protein-Komplexe des mTOR- und BECLIN1-Komplexes sowie das hirarchische Zusammenspiel
der ATG-Proteine zur Autophagosomen-Bildung zusammenwirken (Codogno et al., 2012). In den
letzten Jahren wurden verschiedene Wege beschrieben, bei denen es unabhédngig von einzelnen
Komponenten der kanonischen Regulation zur Stimulation der Autophagie kommt, die dann als
nicht-kanonische Regulationswege der Autophagie bezeichnet werden (siche Kapitel 1.2.3.).

Uber mTOR werden eine Vielzahl von zelluliren Signalen integriert, was sich in der
Phosphorylierung dieser Kinase abbildet (siche Kapitel 1.2.2.). Das Serin an Position 2448 (S2448)
stellt dabei eine prominente mTOR-Phosphorylierungsstelle dar, die allgemein als Marker fiir die
mTOR-Aktivitit verwendet wird (Chiang und Abraham, 2005). Deshalb wurde auch im Zuge dieser
Studie die mTOR-Phosphorylierung an S2448 mittels Westernblot-Analyse untersucht. Es wurde
jedoch kein Verdnderung der mTOR-Phosphorylierung nach Herunterregulation des CBI1
festgestellt. Deshalb ist ein Einfluss der CBI-Aktivitit iiber den mTOR-abhidngigen
Regulationsweg auf den autophagischen Flux unwahrscheinlich. Diese mTOR-abhingige
Regulation der Autophagie wurde jedoch fiir andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bereits
beschrieben (Gohla et al., 2007). Da die Analyse der mTOR-Phosphorylierung jedoch nur eine
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grobe Einschitzung {iber die Aktivitit des Komplexes zuldsst, wire es denkbar, dass die CB1-
Aktivitit dennoch zum Teil iiber diesen Protein-Komplex einen Einfluss auf die Bildung
autophagischer Vesikel nimmt. Die Entwicklung feinerer Detektions-Methoden konnte hier Abhilfe
schaffen (Klionsky et al., 2012).

Denkbar wire auch der BECLIN1-Komplex als regulatorischer Mediator der CB1-vermittelten
Modulation des autophagischen Fluxes. In der Regel stimuliert die Aktivitit des BECLINI-
Komplexes die autophagische Aktivitit (Fimia et al., 2007; Itakura et al., 2008; Kang et al., 2011).
Binden spezifische Regulatoren, wie Bcl-2 oder Rubicon, das BECLINI1-Protein, wird dieser
Protein-Komplex inhibiert (Zhong et al., 2009; Zhou et al., 2011). Dass der BECLIN1-Komplex
mafgeblich an der Stimulation des autophagischen Fluxes beteiligt ist, zeigt auch die
Herunterregulation des BECLINI1 als zentrales Protein dieses Komplexes, denn dabei resultieren die
verringerten Spiegel des BECLIN1-Proteins in einem reduzierten autophagischen Flux der Zellen.
Die gleichzeitige Inhibition der CB1-Aktivitit mit dem spezifischen Antagonisten Rimonabant,
stimulierte jedoch den autophagischen Flux bis zu einem Niveau, wie es in der Kontrollbedingung
unter Rimonabant-Behandlung herrscht. Dies spricht gegen eine BECLIN1-vermittelte Stimulation

des autophagischen Fluxes durch Inhibition der CB1-Aktivitit.

Es konnte in dieser Studie also nicht abschliefend gekliart werden, wie genau der CB1 den
autophagischen Flux modulieren kann. Eine Regulation, die durch den mTOR- oder BECLINI1-
Komplex vermittelt wird, ist anhand der hier erhobenen Daten nicht wahrscheinlich. Die Regulation
des autophagischen Fluxes tliber die CBI-Aktivitdt stellt also eine neuen nicht-kanonischen
Regulationsweg der Autophagie dar. Bisher wurden G-Protein-gekoppelte Rezeptoren lediglich mit
einer mTOR-vermittelten Stimulation der Autophagie in Verbindung gebracht (Gohla et al., 2007).
Die nicht-kanonische CBl1-vermittelte Modulation der Autophagie stellt also einen alternativen
Regulationsweg dieses G-Protein-gekoppelten Rezeptors zu den bisher bekannten Wegen dar. Dabei
konnte CB1 iiber SNARE-Proteine den autophagischen Flux modulieren, da kiirzlich gezeigt
wurde, dass diese Proteine die Biogenese autophagischer Vesikel nicht-kanonisch induzieren
konnen (Moreau et al., 2011; Nair et al., 2011). RAB GTPase-aktivierende Proteine (RABGAPs)
scheinen die Reifung der Autophagosomen direkt durch die Interaktion mit LC3 an der dueren
Autophagosomenmembran zu stimulieren (Itoh et al., 2011; Popovic et al., 2012). Die direkte
Modulation eines, oder beider dieser induktiver Wege durch die CB1-Aktivitit wire denkbar und

konnte die nicht-kanonischen CB1-vermittelte Regulation des autophagischen Flux erkléren.
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Abbildung 23: Nicht-kanonische Regulation des autophagischen Fluxes durch den CB1
Schematische Darstellung des autophagosomalen/lysosomalen Degradationsweges. Die CB1-vermittelte Regulation des
autophagischen Fluxes ist dabei unabhingig der kanonischen Regulationskomplexe BECLIN1- und mTOR-Komplex 1
(mTORC1). Die der Autophagosomenbidlung nachgeschaltete lysosomale Degradation bleibt unverandert.
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S. Zusammenfassung (Summary)

Die bisher etablierten Therapieanséitze der AD durch Acetylcholin-Esterase-Hemmer, NMDA-
Antagonisten und Psychopharmaka stellen allein eine Behandlung der Symptome der Patienten dar
und konnen den progressiven Verlauf der Krankheit nur wenig verzégern. Die zur Zeit in klinischen
Studien getesteten experimentellen Therapieansitze zielen meist auf das Entfernen der potentiell
krankheitsauslosenden AB-Peptide ab. Dabei lag in der Vergangenheit der Fokus der
pharmazeutischen Entwicklung auf der Inhibition der an der amyloidogenen Prozessierung des APP
beteiligten Proteasen. Die Weiterentwicklung dieser Therapieansidtze mussten auf Grund der
schweren Nebenwirkungen in Patienten jedoch vorerst abgebrochen werden. Der CB1 konnte
grundsitzlich ein alternatives pharmakologisches Ziel darstellen, da die in dieser Studie erhobenen
Daten zeigen, dass es bei Inhibition der Rezeptor-Aktivitit zur MAPK-ERK1/2-vermittelten
Reduktion der APP-Prozessierung und damit der AB-Spiegel kommt. Dabei fiihrt die Reduktion der
Gliose im Gehirn der APP23/CB1"-Tiere und die reduzierte APP-Prozessierung schon in jungen
Mausen nicht zur verbesserten kognitiven Féhigkeiten der Tiere im Alter. Die in dieser Studie
erhobenen Daten zeigen, dass die CB1-Aktivitdt auch die nicht-amyloidogene Prozessierung des
APP inhibiert. Somit ist die Entwicklung einer Behandlungsstrategie durch die CBI-vermittelte
Modulation der APP-Prozessierung kritisch zu sehen, da die als neuroprotektiv angesehene nicht-
amyloidogene Prozessierung des APP durch die Inhibition der CB1-Aktivitdt ebenfalls reduziert
wird. Folglich konnte in den APP23/CB1”-Tieren die reduzierte amyloidogenen Prozessierung des
APP nicht ursichlich fiir den pathologischen Phénotyp sein, weshalb dafiir ein alternativer Grund
identifiziert werden sollte.

Die autophagische/lysosomale Degradation spielt bekanntlich eine Rolle bei der AD-Pathologie und
wird zudem auch durch die CB1-Aktivitit beeinflusst. Deshalb wurde in dieser Studie der Einfluss
des CB1 auf den autophagischen Flux ndher analysiert. In einem Zellmodell zeigte sich, dass iiber
die Rezeptor-Aktivitit die Bildung autophagischer Vesikel reguliert werden kann. Die lysosomale
Aktivitdt bleibt dabei unbeeinflusst. Zudem ist in diesem Modell die Aktivitit des UPS, als zweiter
intrazelluldrer Protein-Degradationsweg, nicht betroffen. Die Induktion des autophagischen Fluxes
iiber die CBI1-Aktivitit scheint dabei unabhédngig von den beiden kanonischen Autophagie-
Regulatoren, des mTOR- und BECLIN1-Komplexes, zu sein. Der genaue Mechanismus {iber den
diese nicht-kanonische CB1-vermittelte Stimulation des autophagischen Fluxes erfolgt bleibt unklar

und muss in zukiinftigen Studien aufgeklart werden.
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Summary

Established therapy strategies of Alzheimer's Disease (AD), using acetylcholine-esterase inhibitors,
NMDA -antagonists and psychotropic drugs are only targeting the treatment of the patients
syndromes. These treatment approaches are able to delay the progression of the disease by merely a
few years. Most experimental treatment strategies, which have been evaluated in recent clinical
studies are focusing on the elevated clearance of the potentially toxic AB peptides, whereby the
pharmacological development has been concentrated on drugs inhibiting the proteases involved in
the amyloidogenic processing of APP. All of these inhibitors, which proceeded up to phase III
clinical trials failed at the end, because of severe side effects in patients. Based on the data of this
study, one might argue that inhibiting CB1 could be used as an alternative treatment for AD,
because the reduction of CBI activity decreases APP processing and thereby the levels of Al
peptides. However, the reduced gliosis and decreased APP processing in APP23/CB1” animals
compared to APP23 animals did not correlate with enhanced cognitive abilities, but with a decline
in spacial learning. Data raised in this study show, that CBI is also influencing the non-
amyloidogenic processing of APP. Thus, a treatment strategy of AD based on CBI1 activity
inhibition and thereby the reduction of amyloidogenic APP-processing might be unrewarding as the
neuroprotective, non-amyloidogenic processing of APP is decreased at the same time.

The reduced amyloidogenic APP-processing in APP23/CB1”" mice cannot be causative for the
detrimental phenotype of those animals. A disturbance in the autophagosomal/lysosomal system
might be an alternative explanation for the impact of the CB1 depletion in the genetic background
of the APP23 mice. Various scientific reports show, that this degradation system is altered by the
pathological changes during AD-progression and some claim that CB1 activity has an influence on
lysosomal degradation. Thereby, the possible influence of the CB1 on the autophagic flux was
investigated in this study. In the cellular model system utilized, CB1 activity specifically modulated
the formation of autophagic vesicles, as the lysosomal activity and the activity of the ubiquitin-
proteasom system (UPS) are not altered by CB1 knockdown. Interestingly, the modulation of the
autophagic flux by CBI1 is independent of the two canonical protein-complexes (mTOR- and
BECLINI1-complex) regulating the induction of autophagic vesicle formation. Thus, CB1 modulates
the autophagic flux in a non-canonical fashion, whereas the signal-pathway has not been revealed,
so far. The precise molecular mechanism connecting CB1 signaling to the induction of autophagic

vesicle formation, should be subjected to further investigations in the future.
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