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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer Krankheit

Die erstmals vom deutschen Arzt Alois Alzheimer im Jahr 1907 beschriebene und spéter nach
ihm benannte Alzheimer Demenz (AD) ist eine irreversible neurodegenerative Erkrankung
des zentralen Nervensytems (Alzheimer 1907). Epidemiologische Studien zeigen, dass die
Anzahl der an AD erkrankten Menschen in den n&chsten Jahren weltweit dramatisch
ansteigen wird (Ferri et al. 2005). Die Auspréagung dieser Krankheit fiihrt zu einem massiven
Nervenzellverlust und zu einer Abnahme der Gehirnmasse. Des Weiteren ist die Bildung von
amyloiden Plaques und Neurofibrillaren-Biindeln zu beobachten. Bei den Betroffenen flihren
diese Verénderungen im Gehirn zu einer langsamen und progressiven Verringerung der
Hirnleistung, was in der Endphase schlie3lich in dem kompletten Verlust der Personlichkeit
resultiert. In Deutschland sind heute etwa 1 Millionen Menschen von Morbus Alzheimer
betroffen, weltweit ca. 24 Millionen Menschen. Es wird angenommen, dass diese Zahl sich
alle 20 Jahre verdoppeln wird (Ferri et al. 2005). Der hauptséchliche Risikofaktor an
sporadischen Formen der AD zu erkranken, ist die Alterung, wobei die molekularen
Zusammenhange bislang unklar sind (Kern & Behl 2009). Bei den tber 65 jahrigen erkrankt
etwa 1 % an Morbus Alzheimer. Bei den uber 85 jahrigen sind jedoch schon 30 % betroffen,
wobei bei Frauen das Risiko zur Erkrankung im Vergleich zu mannlichen Individuen erhéht
ist (Ferri et al. 2005; Lobo et al. 2000; Kalaria et al. 2008). Mit einer immer alter werdenden
Gesellschaft ergeben sich somit zuklnftig auch sozio6konomische Probleme (Ankri &
Poupard 2003). Die Erforschung der Alzheimer Erkrankung stellt eine der groRten
Herausforderungen unserer alternden Gesellschaft dar. Nur durch die Entwicklung neuer
Therapieansédtze konnten die in den néchsten Jahren entstehenden Pflegekosten minimiert
werden. Die neu erworbenen Erkenntnisse konnten den Betroffenen bessere
Behandlungsmoglichkeiten bieten und damit einhergehend zu einer gesteigerten

Lebensqualitat fuhren.



Einleitung

1.1.1 Krankheitsbild des Morbus Alzheimer

Die Alzheimer Krankheit zeichnet sich durch einen schleichenden Verlust der Gehirnleistung
aus. Zu Beginn der Krankheit leiden Betroffene an einer gestorten Merkfahigkeit von kirzlich
erworbenen Informationen. Diese Storung des Kurzzeitgeddchtnisses geht einher mit einer
zeitlichen und Ortlichen Orientierungslosigkeit. Im Vordergrund der sich schleichend
entwickelnden Krankheit stehen des Weiteren Stoérungen der raumlichen Orientierung,
Sprachstrungen, psychiatrische Stérungen (Depression, Euphorie) und Wahnvorstellungen.
Im spateren Verlauf der Demenz ist auch das Langzeitgeddchtnis, bis hin zur Amnesie
betroffen (Rabinowicz et al. 2000). Nach einem durchschnittlichen Verlauf von 6 bis 12
Jahren fuhrt die Krankheit schlie(lich zum Tod des Patienten. Oft tritt der Tod von
Erkrankten auch durch Sekund&rschédigungen wie z.B. durch Infektionen der Lungen- und

Harnwege ein.

1.1.2 Die Histopathologie der Alzheimer Krankheit

Die histologischen Verénderungen bei der Alzheimer Krankheit wurden erstmals von Alois
Alzheimer an der 51-jahrigen Patientin Auguste D. beschrieben (Alzheimer 1907). Zu den
charakteristischen pathologischen Merkmalen gehdren die Ausbildung von extrazelluldren
neuritischen Plaques, sowie die Bildung von intrazelluldaren neuritischen Bundeln.
Einhergehend kommt es zu einem progressiven Verlust von Neuronen in den Gehirnregionen
des Neocortex, Hippocampus und des limbischen Systems (Braak et al. 1996; Thal et al.
2005).

Die amyloiden Plaques treten im Zwischenzellraum des Gehirns, sowie im zerebralen
BlutgefaRsystem auf (Selkoe 1999). Es gibt zwei Arten von extrazellularen Amyloid-
Ablagerungen im Parenchym von menschlichen Gehirnen. Die neuritischen (senilen) Plaques
und die nicht-neuritischen (diffusen) Plaques. Bei Alzheimer Patienten sind im Gehirn
vermehrt neuritische Plaques zu beobachten, wohingegen gesund alternde Menschen sowohl
senile als auch neuritische Plaques im Gehirn aufweisen (Braak & Braak 1997; Hardy &
Selkoe 2002). Die amyloiden Plagues bestehen aus aggregierten Amyloid-p-Peptiden und
sind ein Spaltprodukt des Amyloid-Vorlauferproteins (amyloid precursor protein, APP).

Diffuse Plaques bestehen hauptsachlich aus unstrukturiertem Amyloid und scheinen keinen

Effekt auf angrenzende Gewebe auszuiben (Yamaguchi et al. 1989). Mikroskopisch
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unterscheiden sich neuritische Plaques von diffusen Plaques durch einen verdichteten Kern
des Amyloid-Proteins, umgeben von dystrophen Neuriten und aktivierten Mikrogliazellen und
Astrozyten (Braak et al. 1996; Pike et al. 1994; Meyer-Luehmann et al. 2003).

Die neuritischen Plaques kommen im Wesentlichen in der grauen Hirnsubstanz vor. Initial
wurde fur die neuritischen Plaques beschrieben, dass diese in hohen Konzentrationen in den
betroffenen Gehirnregionen zu einer Degeneration der Neurone fiihren kdnnen (Yankner et al.
1990). Aus heutiger Sicht wird der intrazelluldaren Akkumulation von Ap-Peptiden in
Neuronen eine zentralere Rolle als den extrazellularen Plaqueablagerungen zugesprochen
(Wirths et al. 2004). Nach dieser Theorie konnen die schadigenden Ap-Oligomere eine
erhohte Phosphorylierung des Tau-Proteins initiieren, welche in der Degeneration des

Neurons enden kann (siehe auch 1.1.4 und 1.1.5).

Als zweites morphologisches Merkmal treten in der Alzheimer Pathologie Neurofibrillare
Bundel (neurofibrillary tangles, NFT) auf. Diese Aggregate treten intrazelluldr als
Akkumulation von Filamenten des hyperphosphorylierten Proteins Tau auf (Brion et al. 1985)
und sind paarweise helikal umeinander gewunden (paired helical filaments, PHF) (Goedert et
al. 1996; Igbal et al. 2005). Hauptbestandteil der PHFs ist das Mikrotubuli-assoziierte Protein
Tau, welches im gesunden Organismus fur die Synthese und die Stabilisierung der axonalen
Mikrotubuli verantwortlich ist (Friedhoff et al. 2000). Dieser Bestandteil des neuronalen
Cytoskellets wird in der Alzheimer Krankheit tiber Hyperphosphorylierung durch Kinasen in
seiner physiologischen Funktion gestort, wodurch es zu Beeintrachtigungen im axonalen

Transport und schlie3lich zum neuronalen Zelltod kommt.

Je nach Schwere der Erkrankung ist ein bestimmtes Muster des Krankheitsverlaufs im Gehirn
von betroffenen Patienten zu beobachten, welches sich in Stadien einteilen I&sst.

Im Krankheitsverlauf treten die Neurofibrillenblindel zuerst im transentorhinalen Cortex auf
(Stadium | bis 1) und sind spater im entorhinalen Cortex, dem Ammonshorn des
Hippocampus (limbisches System; Stadium 111 bis V), isocorticalen Assoziations-Cortex und
sensorischen Cortex (Stadium V bis VI) zu finden (Braak & Braak 1997). Durch den
andauernden Verlust von Neuronen wird die axonale Nervenweiterleitung zunehmends
gestort, was sich in Alzheimer Patienten u.a. in einem Verfall der kognitiven Leistungen
aulert. Neurofibrillenbundel sind nicht nur spezifisch fur die Alzheimer Krankheit und
koénnen auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Niemann Pick Typ C
Krankheit auftreten (Auer et al. 1995).
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Abb. 1.1.2: Charakteristische pathologische Merkmale der Alzheimer Krankheit

(A) Ausschnitt aus dem Gehirn eines an Alzheimer verstorbenen Patienten. Es sind die fiir die Pathologie
typischen histologischen Merkmale, die extrazellularen neuritischen Plaques (gelb) und neuritischen Biindel
(schwarz) gezeigt (aus Mattson 2000).

(B) Das mikrotubuli-assozierte Protein Tau ist Bestandteil des Cytoskeletts und fiir dessen Stabilitét
verantwortlich. Die Hyperphosphorylierung durch Kinasen fiihrt zur Abspaltung von Tau-Proteinen aus den
Mikrotubuli und zur Aggregation zu PHFs. Das Mikrotubuligerst verliert seine Stabilitat und dies filhrt zu einer
gestorten Nervenweiterleitung, die im neuronalen Zelltod endet (Mazanetz & Fischer 2007).

(C) Auftreten von Neurofibrillenbiindeln wéhrend des Krankheitsverlaufs von Morbus Alzheimer. Nach Braak
et al. lasst sich der Verlauf der Krankheit in 6 Stadien einteilen: In der frihen Phase der Alzheimer Krankheit ist
der transentorhinale Cortex betroffen (Stadien 1 bis Il). In den spateren Stadien breiten sich die
Neurofibrillenblindel auf den Hippocampus und das limbische System aus (Stadien 111 bis V). Im Endstadium
sind die NFTs im isocorticalen Assoziations-Cortex und sensorischen Cortex (Stadium V bis VI) zu finden
(modifiziert nach Arendt 2003).
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1.1.3 Genetik des Morbus Alzheimer

Im Fokus der Alzheimer Forschung stehen die Untersuchung des Tau-Proteins, dessen
Phosphorylierung zu den Neurofibrillenbiindeln (siehe 1.1.2) fihrt, und die Erforschung des
Amyloid-Vorlauferproteins (amyloid precursor protein, APP), welches die hydrophoben und
toxischen Amyloid Peptide bildet. Die toxischen Hauptkomponenten der Plaques sind die 40
und 42 Aminosduren langen Amyloid § 40 (AB40) und Amyloid f 42 (AB42) Peptide, die
durch proteolytische Prozessierung des APP-Proteins entstehen (Selkoe 2001; Pietrzik & Behl
2005).

In der Alzheimer Krankheit kdnnen sowohl sporadische (late-onset) als auch familiare (early-
onset) Félle auftreten. Die im Vergleich zu sporadischen Féllen (ca. 90 %) selten auftretenden
und autosomal-dominant vererbten familidren Falle (familiar Alzheimer disease, FAD)
unterscheiden sich im Zeitpunkt des Autretens der flir die Alzheimer Krankheit typischen
Symptome. Bei Patienten mit FAD kann die Krankheit bereits vor dem Erreichen des 65.
Lebensjahr auftreten (Blennow et al. 2006), wohingegen Betroffene in sporadischen Féllen
erst im spéteren Alter erkranken. Die Entstehung der sporadischen Félle ist bis zum heutigen
Zeitpunkt weitgehend ungeklart (Rocchi et al. 2003). Neben dem Hauptrisiko des Alterns in
sporadischen Fallen beginstigen weitere Faktoren, wie ein erhdhter Cholesterinspiegel, hoher
Blutdruck und Ubergewicht das Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken (Kivipelto et al.
2002). Auf genetischer Ebene konnten auch Faktoren identifziert werden, die mit einem

erhéhten Risiko zur Erkrankung an Morbus Alzheimer in Vebindung stehen.

Die am hdufigsten in sporadischen Fallen beschriebene genetische Anfalligkeit ist ein
genetischer Polymorphismus in dem Apolipoprotein E (ApoE) Gen. Dabei ist die Expression
der Isoform 4 (ApoE-e4-Allel) mit einem verstarkten Risiko zur Erkrankung an Alzheimer
assoziiert (Corder et al. 1993; Saunders et al. 1993). Der Grof3teil der Bevolkerung tragt die
Isoform 3. Das ApoE-Gen ist auf Chromosom 19 lokalisiert und ist hauptsachlich fur den
Cholesterin-Transport im Korper zustandig (Lin-Lee et al. 1985; Paik et al. 1985; Mahley
1988).

Fur die familidren Formen der Alzheimer Pathologie wurden mehrere Gene identifiziert, an
denen unter Hochdruck geforscht wird. Das Amyloid-Vorlauferprotein ist auf Chromosom 21
lokalisiert und Mutationen in diesem Gen wurden schon frith mit der FAD in Verbindung

gebracht (Goate et al. 1991). Die Mutationen im APP Gen fiihren zu einer verstarkten
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Generierung von AB-Peptiden und zu einem Beginn der Alzheimer Pathologie im mittleren
Lebensabschnitt (Hardy & Selkoe 2002). Bis heute wurden weit mehr als eine Mutation auf
dem APP-Gen gefunden, welche zu einer veranderten proteolytischen Prozessierung des APP-
Gens fuhren (Haass et al. 1994). Menschen die unter dem Down Syndrom (Trisomie 21)
leiden besitzen eine weitere Kopie des Chromosoms 21. Aufgrund der Tatsache, dass das
APP-Gen auf diesem Chromosom codiert ist, bilden Patienten mit Down-Syndrom verstarkt
amyloide Peptide und erkranken in einem Alter von etwa 40 Jahren an Alzheimer
(Wisniewski et al. 1985; Lemere et al. 1996).

Als weitere autosomal dominant vererbte Mutationen wurden Gendefekte in den Presenilin 1
(PS1) und Presenilin 2 (PS2) Genen identifziert (Sherrington et al. 1995; Barinaga 1995). Die
Preseniline sind an der y-Sekretasespaltung des APP-Proteins beteiligt. Das PS1-Gen wird auf
dem Chromosom 14 und das PS2-Gen auf Chromosom 1 codiert. Beide bilden das
katalytische Zentrum der y-Sekretase (De Strooper et al. 1998; Verdile et al. 2007) und
Mutationen in den Genen werden mit einer erhdhten Produktion von AB42 in Verbindung
gebracht (Suzuki et al. 1994; De Strooper 2007). Einen weiteren genetischen Risikofaktor
stellt das a-2-Makroglobulin-Gen (A2M) auf Chromosom 12 dar (Blacker et al. 1998).

1.1.4 Das Amyloid Vorlauferprotein

Mutationen im APP Gen und damit einhergehende toxische Ap-Ablagerungen im Gehirn von
Alzheimer Patienten scheinen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Alzheimer
Krankheit zu spielen. Die Befurworter der amyloiden Hypothese gehen von einer zentralen
Rolle des ApB-Peptids in der pathologischen Kaskade von Morbus Alzheimer aus, der weitere
Verdnderungen wie die Bildung von Neurofibrillenblindeln, oxidativer Stress und
inflammatorische Reaktionen nachgeschaltet sind (Behl et al. 1994; Hardy 1999). Die Folge
ist eine Dysfunktion von Nervenzellen und Synapsen, welche durch die Phosphorylierung des
Tau-Proteins verstarkt wird und im neuronalen Zelltod endet. Heute wird aufgrund von
Erkenntnissen, die zum grofiten Teil auf Experimenten in transgenen Mausmodellen der
Alzheimer Pathologie beruhen, eine modifizierte Amyloid-Hypothese vorgeschlagen. In
dieser modifizierten Version wird der intrazellularen Akkumulation von Amyloid p-Peptiden
in Neuronen eine zentralere Rolle als den extrazelluldren Plagueablagerungen zugesprochen
(Wirths et al. 2004). Vor der Ablagerung von extrazellularen Plaques treten bereits

intrazellular Amyloid B-Peptide auf. Diese toxischen Peptide akkumulieren in der Zelle und
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kdnnen dort zu einer neuronalen und synaptischen Dysfunktion fiihren. In einem transgenen
Mausmodell, indem APP als auch Presenilin tberexprimiert wird, konnte diese modifizierte
Version bestatigt werden (Christensen et al. 2008). Die intrazellulare Akkumulation der
toxischen Amyloid B-Peptide fiihrte in diesem Mausmodell zur synaptischen Instabilitét,
einem Neuronenverlust und zu einer Beeintrdchtigung des Lernverhaltens (Bayer & Wirths
2008).

1.1.4.1 Struktur und Aufbau des Amyloid Vorlauferproteins

Das Amyloid Vorlauferprotein (APP) ist ein Typl-Transmembranglycoprotein, bestehend aus
einer groBen N-terminalen Ektodoméne, einer Transmembrandoméne und einer kleinen
zytoplasmatischen Doméne (Kang et al. 1987). Ein typisches Merkmal von Typl-
Transmembranproteinen ist die Eigenschaft, dass die Mitglieder dieser Familie einen
extrazellularen N-Terminus besitzen und die Zellmembran nur einmal durchquert wird
(Coulson et al. 2000). APP ist ein ubiquitér exprimiertes Protein, dessen Expression nicht auf
das Gehirn beschrénkt ist.

Die Amyloid B-Peptide entstehen durch proteolytische Spaltung des APP-Proteins. APP ist
Teil einer in Sdugetieren evolutiondr konservierten Familie, die das ,,APP-like protein 1
(APLP1) und das ,,APP-like protein 2 (APLP2) umfasst. Als N- und O-glykosyliertes
Protein weist es Merkmale eines Zelloberflachenrezeptors auf (Kang et al. 1987, Weidemann
et al. 1989). In unterschiedlichen Geweben kénnen durch alternatives Spleien des 19 Exon
umfassenden Gens verschiedene Isoformen mit einer Lange von 695, 770 und 751
Aminosduren auftreten (Selkoe 2001). In neuronalen Zellen wird fast ausschliel3lich die 695
Aminosauren umfassende Isoform exprimiert. Im Gegensatz zu dieser kurzen Isoform werden
die 751 bzw. 770 Aminosauren langen Isoformen in Gliazellen und weiteren nicht-neuronalen
Zelltypen exprimiert (Small et al. 1999; Wilson et al. 1999). Beide Isoformen besitzen N-
Terminal eine Doméne, die eine Homologie zu der Kunitz-Familie von Serinproteasen (KPI)
aufweist (Tanzi et al. 1988; Sinha & Lieberburg 1999). APP wird im Endoplasmatischen

Retikulum (ER) synthetisiert und Gber die Golgivesikel zur Zellmembran transportiert.

1.1.4.2 Amyloide und nicht amyloide APP-Prozessierung

An der Prozessierung des APP-Proteins (APP full length; APPg) sind drei unterschiedliche
Enzyme beteiligt, die als a-, B-, und y-Sekretase bezeichnet werden (Selkoe 2001). Das APP-
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Protein kann Uber zwei Wege, den amyloiden- und nicht-amyloiden Weg proteolytisch
gespalten werden.

Zum groRten Teil wird APP auf nicht-amyloidem Weg (siehe Abb. 1.1.4.2) prozessiert. Auf
diesem Weg wird das membrangebundene APP (ber die a-Sekretase, einem Mitglied der
ADAM-Proteinfamilie (A disintegrin and metalloprotease domain, ADAM), zwischen Lysin
16 und Leucin 17 der AB-Domane extrazellulér gespalten und damit die Bildung von Ap-
Peptiden verhindert. Durch die Spaltung entstehen das l6sliche Fragment sAPPa mit einer
GroRe von ca. 90 kD und das membrangebundene C-terminale Fragment (CTF) C83 mit einer
GroRe von ca. 10 kD. Dem extrazellularen sAPPa-Fragment wurden unter Anderem
neuroprotektive Eigenschaften zugesprochen (Guo et al. 1998; Turner et al. 2003) sowie
verbesserte Gedachtnisleistungen im Tiermodell nachgewiesen (Meziane et al. 1998). Uber
die intracerebroventriculare Administration von sAPPa konnte in Kurz- und Langzeit-
Gedachtnistests in einem Mausmodell der Amnestie eine gesteigerte Lernleistung der Tiere
beobachtet werden. Somit scheint sAPPa eine wichtige Funktion in Lernprozessen

einzunehmen.

In Kklinischen Studien konnte dartiber hinaus im Plasma und in der Cerebrospinalflussigkeit
gezeigt werden, dass Alzheimer Patienten eine reduzierte Menge des neuroprotektiven sAPPa
aufweisen (Sennvik et al. 2000). Das verbleibende membrangebundene C83 wird
anschlielend tber den y-Sekretase-Komplex (bestehend aus Présenilin 1 und Présenilin 2) zu
dem Kleinen, nicht toxischen p3 Peptid (Haass et al. 1994) und der intrazellularen APP-

Domane AICD (APP intracellular domain) gespalten.

Im amyloiden Weg (Abb.1.1.4.2) der APP-Prozessierung entstehen die toxischen Amyloid -
Peptide, die Hauptbestandteile der amyloiden Plaques darstellen. Auf diesem Weg wird APP
uber die B-Sekretase (B-site of APP cleaving enzyme, BACEL), eine Aspartyl-Protease, am N-
Terminus der AB-Domane gespalten (Marlow et al. 2003), wodurch das C-terminale
Fragment C99 und das I6slche Fragment sAPPJ entstehen. Das membrangebundene Fragment
C99 wird anschlieRend Uber den y-Sekretase-Komplex an den Positionen Valin 636 oder
Alanin 638 gespalten, wodurch die toxischen AB40- und AP42-Fragmente und das AICD
entstehen. Diese AB-Fragmente kdnnen nicht weiter prozessiert werden und diffundieren in
den extrazellularen Raum, wo sie durch Akkumulation die amyloiden Plaques bilden. Im
gesunden Organismus liegt das Verhéltnis von Ap40 zu AB42 bei etwa eins zu zehn. In

autosomal bedingten Féllen der Alzheimer Krankheit wurde eine Verschiebung zu dem
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starker hydrohoben und toxischen AB42 beobachtet (Selkoe 2004). Ebenfalls sind die
toxischen amyloiden Peptide in der Lage, die Ablagerung von hyperphosphoryliertem Tau
(GOtz et al. 2001; Oddo et al. 2004) und die Entstehung von freien Radikalen (Behl et al.
1994; Harris et al. 1995) zu induzieren. Des Weiteren wurde eine Stérung des Calcium-
Metabolimus beobachtet (Luo et al. 1995; Wolozin et al. 1995).

APP full length (Apps)
a—~ PB- vy — Sekretase
v
N-| 220 |-C
000
amyloidogen nicht-amyloidogen
B o
N-| - N-] I -C
SAPPj sAPPqu

Y l 1 Y

O R e TS PN —
AB AICD P3 AICD

Abb. 1.1.4.2: APP-Prozessierung auf dem nicht-amyloiden und amyloiden Weg

Das APP-Protein (APPg) wird durch drei verschiedene Sekretasen prozessiert (a-, -, und y-Sekretase). Auf dem
nicht-amyloiden Weg wird APP durch die a-Sekretase zu dem l6slichen Fragment sAPPa und einem
membrangebundenen C-termianle Fragment C83 gespalten. Die weitere Prozessierung erfolgt Gber die y-
Sekretase und es entstehen das nicht toxische p3-Fragment und das AICD. Auf dem amyloiden Weg wird APP
extrazelluldr durch die B-Sekretase geschnitten. Es entsthen das l6sliche sAPPB und das membrangebundene C-
terminale Fragment C99. Die anschlieRende Prozessierung des C99-Fragments Uber die y-Sekretase flihrt zu den
toxischen AB40- und AB42-Fragmenten sowie zu dem AICD (modifiziert nach Tian et al. 2010).
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1.1.4.3 Die physiologische Funktion von APP

Bis heute ist trotz der intensiven Grundlagenforschung an der Alzheimer Krankheit wenig
uber die physiologische Funktion von APP bekannt. Es werden jedoch einige potentielle
Mechanismen vorgeschlagen, die APP eine Funktion bei der Entwicklung des Nervensystems,
bei physiologischen Funktionen wie Zelladh&sion und Signaltransduktion zuschreiben
(Schubert & Behl 1993; Senechal et al. 2006; Zheng & Koo 2006).

APP agiert moglicherweise als Zelloberflachenrezeptor und bindet an Substrate wie Laminin,
Heparin und Kollagen, wodurch ihm eine wichtige Rolle bei der intrazelluldren Zelladh&sion
zugeschrieben wird (Storey et al. 1996; Soba et al. 2005).

Ebenfalls wurde in der zytoplasmatischen Doméne des APP-Proteins eine konservierte G-
Protein-Bindungssequenz gefunden, womit APP auch als G-Protein-gekoppelter Rezeptor
agieren kann (Mahlapuu et al. 2003). In adulten Neuronen konnte gezeigt werden, dass das
I6sliche Fragment sAPPa. neuroprotektive und neurothrophe Eigenschaften besitzt (Stein et al.
2004; Gralle & Ferreira 2007). Stein et al. konnten zeigen, dass durch sAPPa. die Expressions-
Spiegel von neuroprotektiven Genen gesteigert werden. In organotypischen hippocampalen
Zellkulturexperimenten konnte sAPPa vor Amyloid f induzierter Toxizitat schiitzen (Stein et
al. 2004). Des Weiteren wird dem sAPP-Protein eine bedeutende Rolle bei
elektrophysiologischen Prozessen im Gehirn zugeschrieben (Sanchez-Alavez et al. 2007).
Durch Tier- und Zellmodell-Experimente wurde APP ebenfalls als wichtiges Protein beim
axonalen Transport beschrieben (Koo et al. 1990; Morin et al. 1993) und dem APP-Protein
wird eine wichtige Funktion beim Auswachsen von Neuriten zugeschrieben (Jin et al. 1994;
Mattson 1997). Des Weiteren ist Amyloid f an der Regulation des Metabolismus von
Cholesterin und Sphingomyelin beteiligt (Grimm et al. 2005). Der AICD-Doméne des APP-
Proteins werden u.a. Funktionen bei der Zell-Migration, der Signallibertragung zwischen

Zellen, der Apoptose und im axonalen Transport zugeschrieben (Zheng & Koo 2006).

10



Einleitung

1.1.5 Tiermodelle der Alzheimer Krankheit

Die ersten Erkenntnisse zur Beeinflussung der Alzheimer Pathologie durch APP konnten (ber
die autosomal vererbten Formen des APP-Proteins gewonnen werden. Durch
Klonierungstechniken wurde es moglich in weiteren Schritten erste Alzheimer Tiermodelle zu
entwickeln. Diese Tiermodelle, zu denen vor allem transgene Mauslinien zahlen,
ermoglichten die intensive Untersuchung von krankheitsrelevanten molekularen und
proteinbiochemischen Prozessen sowie die Durchfuhrung bestimmter Verhaltensversuche am
lebenden Tier. Eine Ubersicht (iber transgene Nagermodelle der Alzheimer Krankheit und
dessen pathologische Merkmale liefert die Veroffentlichung von Spires und Hyman (Spires &
Hyman 2005).

Die einzelnen APP-Uberexpremierenden Mausmodelle unterscheiden sich u.a. in den
Mutationen des APP-Molekuls und in der HOhe der Expressionsspiegel. Ebenfalls
unterscheiden sich die transgenen Mause in den Promotoren, die fiir die Uberexpression des
jeweiligen Gens verantwortlich sind. Dariiber hinaus wurden Modelle generiert, die das
mutante humane Presenilin-Gen allein oder in Kombination mit APP (berexprimieren. Bei
allen Tieren, die die humane APP-Isoformen Uberexprimieren, kann die Pathobiochemie der
Alzheimer Krankheit anhand der Entstehung von extrazelluldaren Plaques nachvollzogen
werden. Unterschiede ergeben sich jedoch im Alter und in der Anzahl der amyloiden Plaques
in den einzelnen transgenen Maussystemen. Mit dem Auftreten der amyloiden Plaques sind
dartiber hinaus Entzlindungsreaktionen durch aktivierte Mikroglia- und Astroglia-Zellen,
meist direkt um den Entstehungsherd der Plaques, zu beobachten. Durch Verhaltensanalysen
konnten fir einige der transgenen Mausmodelle auch Gedachtnis-Defizite aufgezeigt werden.
Ein fur die Alzheimer Krankheit charakteristischer Nervenzellverlust konnte jedoch bisher
nur in sehr wenigen transgenen Mausmodellen beschrieben werden (Spires & Hyman 2005).
In der APP23 transgenen Maus, einem der am bisher intensivsten untersuchten Mausmodelle,
wurde eine Degeneration von Synapsen nur im Zentrum amyloider Plaques beschrieben
(Boncristiano et al. 2005).

Eine Abnahme bzw. strukturelle Verédnderung pyramidaler Neurone wurde ausschlieBlich
lokal fur die CA1-Region des Hippocampus beschrieben und ist hauptsachlich in Bereichen
amyloider Plaques zu sehen (Calhoun et al. 1998). Die Reduktion an pyramidalen Neuronen
konnte jedoch nicht in der Cortex-Region beobachtet werden. Die 1995 generierte PDAPP-

Mauslinie zeigt eine 10fache APP-Uberexpression, die zur Ausbildung von extrazelluldren
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diffussen und neuritischen Plaques fiihrt (Spires & Hyman 2005). Dystrophe Neurite und eine
Gliose wurden ebenfalls fir diese Mauslinie aufgezeigt. Ein Neuronenverlust hingegen konnte
nicht gezeigt werden, obwohl in diesem transgenen Mausmodell ein Verlust der
Synapsendichte zu erkennen war (Games et al. 1995; Masliah et al. 1996).

Weitere Mausmodelle der Alzheimer Krankheit wurden auf Grundlage der APP
prozessierenden Enzyme (BACE1, Presenilin 1 und Presenilin 2, Apolipoprotein E) generiert.
Allerdings zeigten die Presenilin tUberexpremierenden Mausmodelle nur in Kombination mit
einer Coexpression von APP die firr die Alzheimer Krankheit typischen Symptome (Spires &
Hyman 2005). In einem Mausmodell, in der humanes ADAMI10, eine der o-Sekretasen,
uberexprimiert wurde, konnte eine Verbesserung der fir die Alzheimer Krankheit typischen
Merkmale sowie eine bessere Lernleistung beobachtet werden (Postina et al. 2004). Des
Weiteren war in diesem Tiermodell die Auswirkung von Kainat induziertem exzitotoxischen
Stress reduziert (Clement et al. 2008).

Mit der modifizierten Amyloid Hypothese, in der die intrazellularen Ap Peptide als weitaus
toxischere Komponente im Vergleich zu den extrazellaren Plaques eingestuft werden,
mussten auch neue Alzheimer Mausmodelle generiert werden. In diesen Mausmodellen geht
die intraneuronale Akkumulation von Ap-Peptiden einer extrazellularen Plaque-Pathologie
voraus (Casas et al. 2004; Oakley et al. 2006; Wirths et al. 2006; Wirths et al. 2007; Wirths et
al. 2008). Diese Mausmodelle zeigen eine deutliche AP Peptid-Akkumulation in den
cortikalen Regionen des Gehirns, in Bereichen des Subicullums und der CAl-Region des
Hippocampus. Im Vergleich zu den zuvor generierten transgenen Mausen, die vor allem
extrazelluldare Plaques als Pathologie-Merkmal aufwiesen, zeigten alle zusétzlich einen
Nervenzellverlust. In einem Mausmodell, dass sowohl mutantes humanes APP und mutantes
Presenilin Uberexprimiert, konnten ,,multi vesicular bodies* eine Fusion aus Endosomen und
Lysosomen, detektiert werden. Zusétzlich wurde ein altersabhdngiger Nervenzellverlust im
Alter von 17 Monaten von etwa 25 % beobachtet, welcher im Bereich der CA1-Region des
Hippocampus auftritt. In einer anderen transgenen Mauslinie konnte sogar schon nach 6
Monaten ein Nervenzellverlust von ca. 30 % in der CAl Region des Hippocampus detektiert
werden und es wurden zusétzlich Verhaltensdefizite, sowie Defizite in der synaptischen
Ubertragung in Form von gestorter Langzeitpotenzierung nachgewiesen (Casas et al. 2004;
Breyhan et al. 2009). In beiden Modellen war die Anzahl an extrazellularen amyloiden
Plaques zu gering, so dass diese nicht alleine als toxische Komponente gesehen werden

kdnnen.
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Inzwischen sind weitere APP-Fragmente wie die AICD-Domane in den Fokus der aktuellen
Forschung gerlickt. So wurden AICD transgene M&use generiert, welche die fir die
Alzheimer Krankheit typischen Symptome wie die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins,
eine Degeneration von Neuronen und Lerndefizite aufweisen. Diese Symptome treten in
diesem Tiermodell ohne Verénderung der Amyloid Mengen auf. Dies verdeutlicht, dass die
AICD Doméne zusétzlich mit Amyloid B zur Generierung der bei Alzheimer typischen
Krankheitsmerkmale fiihrt (Ghosal et al. 2009; Ghosal et al. 2010; Ghosal & Pimplikar 2010).
Neben den transgenen Mauslinien konnte auch in einem Rattenmodell Uber einen viral-
vermittelten Gentransfer (AAV, siehe 1.4) ein Alzheimer Pathologie Modell generiert werden.
Diese Ratten zeigten u.a. einen erhohten Ap-Spiegel in hippocampalen Gewebe und

Lerndefizite im Morris Water-Maze Experiment (Lawlor et al. 2007).

Auch Invertebraten-Modelle eignen sich hervorragend zur Untersuchung einzelner
Teilaspekte der Alzheimer Pathologie. In Drosophila- und Caenorhabditis elegans Modellen
konnte durch die Uberexpression von humanen APP, Amyloid B sowie humanem Tau
zellulare Apoptose und eine Zelldegeneration nachgewiesen werden (Link 1995;
Gunawardena & Goldstein 2001; Wittmann et al. 2001; Jackson et al. 2002; Kraemer et al.
2003). Bei anderen Invertebraten wie Petromyzon marinus (Meerneunauge) wurde ebenfalls
durch Uberexpression von humanem Tau eine Neurodegeneration beschrieben (Hall et al.
2002).

Transgene Tiermodelle in Verbindung mit Zellkultursystemen z&hlen heute zu einem
unverzichtbaren Werkzeug, um wichtige Grundlagen der Alzheimer Krankheit zu erforschen.
Trotzdem ist es bisher nicht gelungen ein Tiermodell zu entwickeln, welches alle Aspekte der

humanen Alzheimer Krankheit aufweist.

1.1.5.1 APP23-Mausmodell der Alzheimer Krankheit

Die 1997 von der Firma Novartis entwickelte APP23-Mauslinie ist eines der bekanntesten
und am besten erforschten Alzheimer Mausmodelle (Sturchler-Pierrat et al. 1997). Diese
Mauslinie wurde auf dem Hintergrund der C57BIl/6 Maus generiert. Die APP23-Maus
expimiert das humane APP7s; Protein unter der Kontrolle des neuronenspezifischen Thyl-
Promotors in einem sieben fach erhéhten Spiegel zum endogenen APP. Genauere Angaben

zur Herstellung der Mauslinie und zur Expressionskarte sind in Punkt 2.1.7 beschrieben.
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Pathologisch kénnen im Alter von 6 Monaten amyloide Plaques im Gehirn der APP23-
Mauslinie nachgewiesen werden, die alterspezifisch weiter zunehmen. Im Vergleich zur
humanen Pathologie kommt es ebenfalls zu inflammatorischen Prozessen, zur Degeneration
von Synapsen im Zentrum der Plaques, einem lokalen Neuronenverlust in Bereichen
amyloider Plaques in der CA1-Region des Hippocampus und zu einer Beeintrachtigung des
Lernverhaltens (Bornemann & Staufenbiel 2000; Sturchler-Pierrat & Staufenbiel 2000;
Schwab et al. 2004; Boncristiano et al. 2005; Vloeberghs et al. 2006; VVan Dijck et al. 2008).
Interessanterweise zeigen APP23-Maduse in einem frihen Alter von 3 Monaten, also vor dem
Auftreten von extrazelluldren amyloiden Plaques, Defizite im Lernverhalten (Van Dam et al.
2003; Kelly et al. 2003). Somit wird in diesem Mausmodell erneut verdeutlicht, dass die
amyloiden Plaques nicht die initiale toxische Komponente fir die Alzheimer Krankheit
darstellen.

Neben dem Auftreten amyloider Plagues im Neocortex und Hippocampus zeigen APP23
transgene Tiere im Zuge des Alterns eine erhdhte Menge an hyperphosphoryliertem Tau,
welche in deformierten Neuriten in direkter Umgebung zu den Plaques zu finden sind
(Sturchler-Pierrat et al. 1997). Wichtig ist dabei, dass die Entstehung von
hyperphosporyliertem Tau unmittelbar mit der Entstehung der amyloiden Plaques auftritt.
Deshalb konnte es sein, dass das Auftreten von AP einen direkten Einfluss auf die
Phosphorylierung des Tau-Proteins nimmt. Die durch Hyperphoshorylierung des Tau-Proteins
in der Alzheimer Krankheit entstehenden Neurofibrillenbiundel konnten jedoch in der APP23
transgenen Maus nicht beobachtet werden (Spires & Hyman 2005). In den Plague-assoziierten
Hirnregionen wie dem Hippocampus und Cortex ist im spédten Alter zusatzlich eine
Entzundungsreaktion in Form von aktivierten Astrozyten und Mikrogliazellen zu beobachten.
Die APP23 transgene Maus ist eines der am besten charakterisierten in vivo Mausmodelle der
AD, da dieses Tiermodell eine Vielzahl der Merkmale der Alzheimer Krankheit darstellt. Im
Vergleich zu anderen meist mehrfach transgenen Tiermodellen ist in der APP23 transgenen
Maus lediglich die siebenfache Uberexpression der APP ,,Swedish* Doppelmutation unter

einem neuronalen Promotor notwendig.

14



Einleitung

1.2 Das Cannabinoidsystem

Die Hanfplanze Cannabis sativa wurde schon sehr friih als Heilpflanze u.a. wegen ihrer
euphorisierenden Wirkung in der chinesischen und indianischen Medizin beschrieben
(Mechoulam 1986). Obwohl die Pflanze damit zu einer der &ltesten Kulturpflanzen zahlt,
wurden die chemische Struktur und die physiologische Wirkung der Cannabispflanze und
weiterer dhnlich wirkenden Substanzen erst in den letzen Jahrzehnten aufgeklért. Die
chemische Struktur der psychoaktiven Komponente A°-Tetrahydrocannabinol (THC) wurde
im Jahre 1964 durch Yechiel Gaoni (Gaoni 1964) beschrieben. Neben der psychoaktiven
Substanz, wodurch Cannabis sativa heute auch als Rauschmittel VVerwendung findet, konnten
weitere sog. Phytocannbinoide aus der Pflanze extrahiert werden. 1988 ist es
Wissenschaftlern gelungen, einen fur die Cannabinoid-Wirkung zustédndigen Rezeptor im
Gehirn der Ratte zu identifizieren (Devane et al. 1988). Die codierende Sequenz und die sich
daraus ergebene Proteinstruktur dieses G-Protein-gekoppelten Rezeptors konnte 1990 durch
die Arbeitsgruppe von Matsuda aufgeklart werden (Matsuda et al. 1990) und wird heute unter
dem Namen Cannabinoid Rezeptor 1 (CB1) gefuhrt. Kurze Zeit spater wurde die molekulare
Struktur eines weiteren Rezeptors, des Cannabinoid-Rezeptors 2 (CB2) aufgeklart (Munro et
al. 1993). Beide Rezeptoren gehdren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren vom
Gi-Typ. Im chemischen Aufbau sind sie sich sehr &hnlich und ihre einzelnen Domanen sind
siebenfach in der Zellmembran verankert. Der CB1-Rezeptor wird vermehrt in Nervenzellen
des ZNS exprimiert, wohingegen der CB2-Rezeptor eher auf Zellen des Immunsystems oder
Organen wie der Milz oder den Rachen-Mandeln exprimiert wird (Pertwee 1997; Breivogel &
Childers 1998). Somit scheinen CB2-Rezeptoren eher eine regulatorische Rolle fir
Immunfunktionen einzunehmen (Howlett et al. 2002). Der CB2-Rezeptor wird auch auf den
hirnstandigen Immunzellen, den Mikroglia, exprimiert.

Inzwischen konnten Hinweise fir die Existenz weiterer Cannabionoid-Rezeptoren gesammelt
werden, bei denen vor allem der Orphan-G-gekoppelte Rezeptor GPR55 im Fokus der
aktuellen Forschung steht (Baker et al. 2006; Mackie & Stella 2006). Durch die
Identifizierung von Cannabinoidrezeptoren wurden auch endogene Liganden fur die
Rezeptoren gefunden. Diese Liganden werden als Endocannabinoide bezeichnet und fuhren
im Gehirn neuromodulatorische Funktionen aus. Die ersten identifizierten Liganden waren N-
Arachidonylethanolamid  (Anandamid, AEA) (Devane et al. 1992) und 2-
Arachidonylglycerol (2-AG) (Mechoulam et al. 1995; Sugiura et al. 1995). Beide

Endocannabinoide entstehen aus Phospholipidvorldufern und werden nur bei Bedarf an der
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Zellmembran synthetisiert (Piomelli 2003). Zusétzlich konnten weitere Endocannabinoide
gefunden werden, die zusammen mit ihren Liganden das komplexe Endocannabinoidsystem
(ECS) bilden. Endocannabinoide kénnen ebenfalls Interaktionen mit Rezeptoren wie dem
Vanilloid- (TRPV 1) oder den ,,peroxisom proliferation receptor” (PPAR-Rezeptor) eingehen
(Di Marzo et al. 1998; Zygmunt et al. 1999; Bouaboula et al. 2005).

Das ECS hat Einfluss auf viele Mechanismen im Korper. Es spielt u.a. eine Rolle bei
neuroinflammatorischen Reaktionen im Gehirn, nimmt Einfluss auf emotionale Zustande wie
Angst und Euphorie und es spielt eine wichtige Rolle bei der Wahrnehmung von ,,Appetit*.
Deshalb kdnnte eine Modulation des ECS neue therapeutische Moglichkeiten zur Behandlung
einer Vielzahl von Erkrankungen er6ffnen, darunter auch neurodegenerative Krankheiten wie

Multiple-Sklerose oder die Alzheimer Krankheit.

1.2.1 Cannabinoide

Nach heutiger Sicht wird die Stoffgruppe der Cannabinoide in drei Subklassen unterteilt. Das
aus der Pflanze Cannabis sativa beschriebene THC und alle weiteren natlrlichen

Pflanzenwirkstoffe werden als Phytocannabinoide bezeichnet.

Die Phytocannabinoide sind Sauerstoff enthaltende aromatische Kohlenwasserstoff-
Verbindungen, die im Gegensatz zu den Alkaloiden keinen Stickstoff in ihren chemischen
Gruppen besitzen. In der Hanfpflanze konnten mehr als 70 Cannabinoide identifiziert werden,
die in die Subklassen Cannabigerol, Cannabidiol, Cannabinol, Cannabichromene, THC (A°-
THC, A%:-THC) und Cannabicyclol eingteilt werden (Elsohly & Slade 2005). Cannabinoide
weisen eine unterschiedliche Affinitdt zu den Cannabinoidrezeptoren auf. A>-THC kann
sowohl mit gleicher Affinitat an CB1- als auch CB2-Rezeptoren binden.

Zur zweiten Klasse von Cannabinoiden gehort das Anandamid. Die dieser Klasse zugehdrigen
Stoffe werden als Endocannbinoide bezeichnet. Endocannabinoide sind korpereigene Stoffe,
die als Liganden an die Cannabinoid-Rezeptoren binden und im Gehirn der Neuromodulation
dienen. Das AEA wurde erstmals 1992 beschrieben (Devane et al. 1992) und gehort zur
Gruppe der Eicosamide. AEA kann als Ligand an den CB1- und den CB2-Rezeptor binden,
wobei die Affinitat fur den CB1-Rezeptor erhoht ist (Howlett 2002). Es wurde auch gezeigt,
dass AEA, wie das Capsaizin (ein Bestandteil der Pfefferschote), zusatzlich an den Vanilloid-
Rezeptor bindet und diesen aktiviert (Zygmunt et al. 1999). Die Konzentration von 2-AG
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(einem weiteren Eicosamid) im Gehirn ist um ein vielfaches hoher als die von AEA (Sugiura
et al. 1995). Im Gegensatz zu AEA ist 2-AG ein Vollagonist fur beide Cannabinoid-
Rezeptoren. Bisher wurden weitere Endocannabinoide wie das O-Arachidonoylethanolamin
(Virodhamin), das Palmithylethanolamin (PEA) oder das N-Arachidonoyldopamin (NADA)
gefunden, auf die in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen wird. Die Strukturformel der
endogenen Liganden ist in Abb. 1.2.1 gezeigt.

Anandamid (AEA) 2~ Arachidonylglycerol (2-AG)

e = e

Palmithylethanolamin (PEA)

O
/WW\V//]LNNOH
H
O-Arachidonoylethanolamin N-Arachidonoyldopamin (DAPA)
0O OH
H

Abb. 1.2.1.: Chemische Formeln der endogenen Cannabinoidrezeptorliganden

Eine dritte Klasse von Cannabinoid-Rezeptor bindenden Liganden stellen die synthetisch
hergestellten Cannabinoide dar. Eines dieser synthetisch hergestellten Cannabinoide ist das
Win-55, 212-2 (Win2) ein Aminoalkylindol-Derivat. Es bindet sowohl an den CB1- als auch
an den CB2-Rezeptor, zeigt aber eine hdhere Affinitdt zum CB1-Rezeptor als das A®-THC
(Kuster et al. 1993). Das Strukturanalogon Win-55, 212-3 (Win3) ist ein Sterioisomer und
kann an den CB1-Rezeptor binden, diesen jedoch nicht aktivieren. Der erste Antagonist fur
den CB1-Rezeptor ist das von Rinaldi-Carmona (Rinaldi-Carmona et al. 1994) synthetisierte
SR 141716 (Rimonabant). Rimonabant wurde urspriinglich zur Behandlung von Adipositas in
der Medizin eingesetzt, aufgrund von psychoaktiven Nebenwirkungen jedoch nicht als
Arzneimittel in Europa und den USA zugelassen. Pharmokologisch greift Rimonabant in das
korpereigene Cannabinoidsystem ein und entfaltet seine Wirkung durch Hemmung des CB1-
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Rezeptors. Mittlerweile wurde eine Vielzahl von synthetischen Agonisten und Antagonisten
fiir die CB-Rezeptoren hergestellt, die in einem Ubersichtsartikel von Szabo aufgefiihrt sind
(Szabo et al. 2008).

1.2.2 Biosynthese und Metabolismus endogener Cannabinoide

Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften werden Endocannabinoide nicht wie andere
chemische Signalsubstanzen im Gehirn produziert und in sekretorischen Vesikeln gespeichert
sondern nur ,,auf Abruf®, aus membranstandigen Vorstufen produziert (Di Marzo et al. 1994).
Nach der Freisetzung in den synaptischen Spalt werden sie durch Aufnahme in die Zellen
schnell deaktiviert und anschlieBend metabolisiert. Die Biosynthese der Endocannabinoide
wird durch einen Anstieg der intrazellularen Ca”*-Konzentration und des zyklischen
Adenosinmonophosphat (cAMP) kontrolliert (Cadas et al. 1996; Di et al. 2005). Eine
Stimulation kann aber auch unabh&ngig von der Konzentration an Calcium-lonen durch
metabotrophe Glutamat-Rezeptoren erfolgen (Varma et al. 2001). Endocannabinoide werden

aus Phospholipvorldaufern synthetisiert.

Das AEA wird durch eine Ca**-abhangige Aktivierung der N-Acyltransferase aus N-
Arachidonyl-Phosphatidylethanolamin generiert und durch das Enzyms Phospholipase D zum
AEA umgesetzt. Die AEA-Synthese erfolgt in Zellen des Gehirns, des Immunsystems
(Makrophagen, Thrombozyten) sowie in Endothelzellen.

Im Falle des 2-AG fiihrt ein intrazellularer Ca**-Anstieg zur Aktivierung der Phospholipase C
und in einem weiteren Schritt erfolgt die Synthese durch die Diacylglycerinlipase.

Die enzymatische Degradation beider Endocannabinoide erfolgt intrazellular Gber die Enzyme
Fettsaureaminhydrolase (FAAH) (Cravatt et al. 1996) oder die Monoacylglycerinlipase
(MAGL). Durch Hydrolyse entstehen im Falle von AEA die Abbauprodukte Ethanolamin und
Arachidonséure und bei 2-AG die Abbauprodukte Glycerin und Arachidonséure (Piomelli
2003).

1.2.3 Signaltransduktion im endogenen Cannabinoidsystem (ECS)

Der CB1-Rezeptor ist direkt an inhibitorische Proteine des Gi,-Typs gekoppelt und wird
vermehrt im Cortex, Hippcampus, Cerebellum und den Basalganglien exprimiert (Childers

2006). Uber die Bindung von Agonisten an den Cannbinoid-Rezeptor kénnen diverse
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Signaltransduktionswege wie der Protein Kinase A (PKA) und der Mitogen aktivierbare
Proteinkinase (MAPK)- Signalweg moduliert werden (Pagotto et al. 2006).

Die Wirkung der Endocannabinoide am synaptischen Spalt erfolgt nach heutiger Sicht als sog.
Jretrograde messenger” (Wilson & Nicoll 2001). Endocannabinoide wie das AEA werden an
der Postsynapse synthetisiert und anschlieRend in den synaptischen Spalt freigesetzt. Dort

bindet AEA retrograd an die an der Présynapse lokalisierten CB1-Rezeptoren.

Die Stimulation des CB1-Rezeptors flihrt zu einer SchlieBung von spannungsabhéngigen
Ca**-Kanalen und zur Offnung von Kaliumkanalen (Ka*-Typ). Uber das inhibitorische Gj-
Protein wird die Adenylatcyclase-Aktivitdt gehemmt. Die Inhibition der Adenylatcyclase
fuhrt zu einer Reduktion der cAMP-Produktion. Die Modulation dieser lonenstrome und die
SchlieRung der Ca®*-Kanidle filhrt schlieBlich zu einer verringerten Freisetzung von
Neurotransmittern in den synaptischen Spalt (Ameri 1999). Durch die Aktivierung des Gi-
Proteins konnen auch direkt Kaliumkanile (K -Typ) aktiviert werden woraus ein
einwértsgerichteter Kaliumtransport resultiert. Unter Kontrolle der Proteinkinase C (PKC)
kénnen Gio-Proteine durch direkte Inhibition von Ca**-Kanalen (vom N- und P/Q-Typ) einen

einwértsgerichteten Kaliumtransport aktivieren.

Uber den CB1-Rezeptor kénnen des Weiteren Kinasen wie die extrazelluldr regulierte Kinase
(ERK) und die Focal Adhésion Kinase (FAK) aktiviert werden. Dies wurde in hippocampalen
Schnittkulturen nach Behandlung mit AEA, 2-AG und A’-THC gezeigt (Derkinderen et al.
2003). Auch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13-K) und Kinasen des MAPK-Signalwegs
koénnen durch CB1 aktiviert werden (Howlett 2005).

Zusétzlich wurden Interaktionen des CB1-Rezeptors mit Rezeptoren aus klassischen
Neurotransmitter-Signalwegen (Serotonin 5-HT-, Dopamin 2-, Typl-Orexin Rezeptor)
nachgewiesen (Devlin & Christopoulos 2002; Hilairet et al. 2003; Kearn et al. 2005). In
Abbildung 1.2.3 ist der CB1-vermittelte Signaltransduktionsweg detailiert aufgezeigt

Die Aktivierung des CB2-Rezeptors durch Endocannabinoide erfolgt primér auf Zellen des
Immunsystems. Im Gegensatz zum CB1-Rezeptor hat der CB2-Rezeptor keinen Einfluss auf
spannungsabhangig Ca®*-Kanale oder die intrazellulare Ca®*-Konzentration (Ameri 1999).
Dies konnte unter anderen in Zelllinien, die den CB2-Rezeptor exprimieren, gezeigt werden
(Felder et al. 1995).
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PKB/AKT

Abbildung 1.2.3: Schematische Darstellung des CB1-vermittelten Signalttransduktionswegs

1) Die Bindung von endogenen Liganden an den CB1-Rezeptor fiihren zur Aktivierung des Gj,-Proteins. Durch
Inhibition des Adenylatcyclase wird die Ausschiittung von cAMP verhindert u Kaliumkanale (Ka™-Typ)
aktiviert. 2) Durch das Gj,-Proteins kénnen Kaliumkanale (K;*-Typ) direkt aktiviert werden, was in einem
einwartsgerichteten Kaliumtransport resultiert. 3) Durch direkte Inhibition von Ca®*-Kanalen des N- und P/Q-
Typs konnen Gj,-Proteine unter Kontrolle der Proteinkinase C einen einwdrtsgrichteten Kaliumtransport
aktivieren. Durch direkte Aktivierung des CB1-Rezeptors kénnen Kinasen, die Signaltransduktionswege
einleiten, aktiviert werden (modifiziert nach Pagotto et al. 2006).

Die Signaltransduktion erfolgt ahnlich wie die des CB1-Rezeptors Gi,-Protein vermittelt.
Einer Reduktion des cCAMPs fuihrt zur Inaktivierung der Adenylatcyclase (Slipetz et al. 1995).
Uber den CB2-Rezeptor kann u.a. der MAPK-Signalweg aktiviert werden.

1.2.4 Physiologische Funktion des ECS

Das ECS ist im Korper an weitreichenden physiologischen Prozessen beteiligt. Durch
Aktivierung von CB2-Rezeptoren ist es in Entzindungsreaktionen involviert und nimmt an
der Steuerung von Immunprozessen teil. Uber den CB1-Rezeptor ist das ECS vor allem in die
neuromodulatorische Steuerung im ZNS involviert. In Regionen, die eine hohe Dichte an
CB1-Rezeptoren aufweisen, wie das Cerebellum und die Basalganglien des Gehirns, sind
Endocannabinoide an der dopaminergen Neurotransmission beteiligt und nehmen somit
Einfluss auf die Koordination der Bewegungen und Korperhaltung des Menschen (van der
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Stelt & Di Marzo 2003). AuBerdem ist das ECS im gesunden Organismus an kognitiven und
emotionalen Prozessen wie Stress beteiligt und hat Einfluss auf die Regulation der
synaptischen Plastizitdt (Wotjak 2005). Weiterhin ist das ECS in die Regulation von
gastrointestinalen- und kardiovaskularen Funktionen involviert (Randall et al. 2002; Di Carlo
& lzzo 2003). So konnen Cannabinoide Uber eine Aktivierung des CB1-Rezeptors die
Nahrungsaufnahme stimulieren (Berry & Mechoulam 2002). Werden CB1-Rezeptor
Knockout M&use einer kalorischen Restriktion ausgesetzt, so erhoht sich die Expression an
striatalen CB1-Rezeptoren im Vergleich zu Kontrollmdusen. Ein gegenldaufiger Effekt ist
jedoch nach einer ,,high fat diet* zu beobachten (Hayakawa et al. 2007).

In einem CB1-Knockout-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der CB1-Rezeptor daruber
hinaus an vielen Verhaltensreaktionen wie der Fortbewegungsfahigkeit, an Angstzustanden
und an Lernprozessen beteiligt ist (Zimmer et al. 1999; Bilkei-Gorzo et al. 2005). Das
Cannabinoidsystem zeigt auch eine Protektion bei der Bekdmpfung von Hirntumoren. Durch
die Verabreichung von A®-THC oder Win2, die an beide Cannabinoidrezeptoren binden,
konnte eine Rickbildung von Hirntumoren in Ratten und Mausen beobachtet werden
(Guzman 2003). Auch wurde durch den CB1-Antagonisten Rimonabant eine starke
Verringerung der Proliferation von humanen Brustkrebszellen beschrieben (Sarnataro et al.
2006).

Durch die Beteiligung von CB2-Rezeptoren an inflammatorischen Entziindungsprozessen
werden Endocannabinoiden auch immunsuppressive und anti-inflammatorische Funktionen
zugeschrieben (Klein 2005). Durch CB2-Rezeptor Knockout-Mausmodelle konnte u.a. ein
Einfluss des ECS auf die Regulation der Knochendichte, der Proliferation von Lymphozyten,
der Sekretion von inflammatorischen Zytokinen und der Aktivitat von Makrophagen (Ofek et
al. 2006; Buckley et al. 2006) nachgewiesen werden. Durch orale Administration von
Endocannabinoiden in Mausen konnte eine anti-artherosklerotische Wirkung des ECS
aufgezeigt werden (Steffens et al. 2005). Durch Endocannabinoide aktivierte CB2-Rezeptoren
konnen einen direkten Einfluss auf geschadigte Neurone ausiiben. Marsicano et. al. konnte
zeigen, dass die CB1-Rezeptor-abhdngige Aktivierung des ECS eine schnelle Antwort gegen

Exzitotoxizitét in adulten Mdusegehirnen darstellt (Marsicano et al. 2003).
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1.3 Neuroprotektive Eigenschaften des ECS im ZNS

Eine verdnderte Aktivitat des ECS ist bei pathologischen Prozessen des Gehirns zu
beobachten. Es konnte gezeigt werden, dass Cannabinoide protektive Eigenschaften bei
unterschiedlichen neuronalen Schadigungen haben. Dazu zdhlen neurodegenerative

Erkrankungen wie Multiple Sklerose, Parkinson, sowie die Alzheimer Krankheit.

Zu den schutzenden Effekten des ECS zdhlen anti-inflammatorische und antioxidative
Eigenschaften. In einem Nagermodell konnte durch das synthetische Cannabinoid Win2 eine
Protektion nach LPS induzierter Inflammation gezeigt werden, bei der eine reduzierte
Aktivierung von Mikrogliazellen beobachtet wurde (Marchalant et al. 2007). Die
Phytocannabinoide Cannabidiol und A°-THC wirken zudem neuroprotektiv aufgrund ihrer
antioxidativen Eigenschaften (Hampson et al. 1998; Marsicano et al. 2002). Cannabinoide
scheinen ebenfalls vor einer NMDA-induzierten Exzitotoxizitdt durch Aktivieren des CB1-
Rezeptors, Inhibition des PKA-Signalweges und durch eine Inhibition von toxischem NO zu
schutzen (Gilbert et al. 2007; Kreutz et al. 2007). Eine direkt tiber Cannabinoide gesteuerte
Modulation der glutamatergen Neurone bietet ebenfalls eine Maoglichkeit, neuronale
Stérungen mit einer exzessiven exzitotoxischen Aktivitat zu behandeln (Monory et al. 2006).
Cannabinoide kénnen auch anti-inflammatorische Effekte Uber die ,,peroxisom proliferation
receptors® (PPARS) ausuben. O’Sullivan et al. konnte zeigen, das AEA, 2-AG oder PEA (ber
die Aktivierung von PPARa- und PPARYy neuroprotektive Eigenschaften ausiiben und diese
schutzende Funktion unabhdngig von der Aktivierung der Cannabinoidrezeptoren ist
(O'Sullivan 2007; O'Sullivan & Kendall 2010).

Zusatzlich wurde eine protektive Eigenschaft von Cannabinoiden nach einem Schlaganfall
beschrieben. Die in vivo Applikation von Win2 nach einer cerebralen Ischdmie flihrte dabei
zu einem verringerten Infarkt-Risiko (Nagayama et al. 1999). Eine hohere Sensitivitat zur
Auspragung einer Ischamie konnte in CB1-Rezeptor Knockout-Mé&usen gezeigt werden.
Diese Sensitivtat ist in CB1-Rezeptor Nullmutanten, bei denen beide Allele deletiert sind, im
Vergleich zu heterozygoten- und Wildtypmausen verstérkt (Parmentier-Batteur et al. 2002).

Des Weiteren wurden Verénderungen des ECS in Tiermodellen der Parkinson Krankheit, bei
Multipler Sklerose, bei der Huntington-Krankheit, sowie bei der amyotrophen Lateralsklerose
beobachtet. In einem Parkinson-Rattenmodell wurde die Pathogenese der Krankheit durch die

Gabe von Cannabinoiden verzbgert, was auf eine antioxidative Eigenschaft zuruckgefiihrt
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werden konnte. Dieser protektive Effekt auf Neurone scheint durch eine Rezeptor-
unabhangige Hochregulation der Cu/Zn Dismutase erreicht zu werden (Garcia-Arencibia et al.
2007). In einem Mausmodell der Multiplen Sklerose konnte durch PEA eine Verbesserung
der Motorik und anti-inflammatorische Effekte beobachtet werden (Loria et al. 2008). In der
SOD%*-Maus, einem Modell der amyotrophen Lateralsklerose, sowie in CREAE-M4usen,
einem Multiple Sklerose Modell, wurden ebenfalls zeit- und regionenspezifische
Verénderungen des CB1-Rezeptorspiegels im Gehirn gezeigt (Cabranes et al. 2006; Zhao et
al. 2008). Ein massiver Verlust von CB1-Rezeptoren in einem friihen Stadium der Huntington
Krankheit konnte schon 1993 beschrieben werden (Glass et al. 1993; Glass et al. 2000). Zwolf
Wochen nach Ausprdgung der Symptome konnte in einem Huntington Mausmodell ein
Verlust an CB1-Rezeptoren einhergehend mit Verdnderungen der motorischen Funktionen
beobachtet werden (Dowie et al. 2009).

Aus klinischen Studien ist bisher wenig tber die endogenen Cannabinoidkonzentrationen
nach einer Schadigung des Gehirns bekannt. Bei Schlaganfall- und Parkinson-Patienten
konnte jedoch ein Anstieg von AEA in der cerebrospinalen Flussigkeit gemessen werden
(Schabitz et al. 2002; Pisani et al. 2005). In Gehirngeweben von Patienten, die an Multipler
Sklerose verstorben sind, konnten erh6hte AEA-Spiegel in den inflammatorischen Regionen

nachgewiesen werden (Eljaschewitsch et al. 2006).

Wichtige Forschungsergebnisse wurden auch durch die Generierung von unterschiedlichen
transgenen Cannabinoid-Mausmodellen gewonnen. In den letzten Jahren konnten
konventionelle oder konditionale Cannabinoid-Rezeptor Knockout-Mausmodelle etabliert
werden. Durch diese ist es moglich, die Aktivitat des ECS am lebenden Tier zu erforschen.

Der Anlass zur Etablierung neuer Tiermodelle war u.a. die Erkenntnis, dass das ECS bei
neurodegenerativen Krankheiten beeinflusst wird. Die Deletion des CB1-Rezeptors zeigt
zahlreiche Symptome, welche in neurodegenerativen Krankheiten beobachtet werden. Die
Méuse zeigen eine erhohte Sensivitat flr Exzitotoxizitdt und eine geringere Regeneration
nach einer inneren Hirnverletzung (Parmentier-Batteur et al. 2002; Panikashvili et al. 2001).

In einem Modell zur Exzitotoxizitat konnten Marsicano et al. in einem konditionalen CB1-
Rezeptor Mausmodell zeigen, dass die Kainat-induzierte Exzitotoxizitat zu erhdhten AEA-
Spiegeln fihrt, was jedoch nur in Wildtypmdusen eine Neuroprotektion zur Folge hatte
(Marsicano et al. 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Caspase 3-Aktivitat in

CB1-Rezeptor-Knockout Mausen erhoht ist (Jackson et al. 2005), was fir verstérkten
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neuronalen Zelltod in CB1-Rezeptor Knockout-Mé&usen spricht, da Caspase 3 ein Regulator
des neuronalen Zelltods ist. CB1-Rezeptor-Knockout Mause zeigen auch eine verringerte
Zahl von Neuronen in der CAl- und CA3-Region des Hippocampus. Die CB1-Rezeptoren
scheinen des Weiteren in der Entwicklung des Gehirns eine wichtige Rolle zu spielen. Es
konnte gezeigt werden, dass CB1-Rezeptor Knockout Mduse anatomische Veranderungen in
den ,barrel maps* des Gehirns aufweisen, was darauf hindeutet, dass CB1-Rezeptoren eine
wichtige Rolle bei der postnatalen Entwicklung der sensorischen Karten im Gehirn spielen
(Deshmukh et al. 2007). Neben diesen physiologischen Verénderungen zeigen sich auch
Verhaltensdefizite bei CB1-Knockout-Ma&usen, welche ein altersabhéngiges verschlechtertes
Abschneiden in verschiedenen Lernversuchen im Vergleich zu Wildtypmausen (Zimmer et al.
1999; Bilkei-Gorzo et al. 2005; Varvel et al. 2005) aufweisen.

Neurodegenerativen Erkrankungen sind von starken inflammatorischen Reaktionen begleitet.
Sie sind durch erhthte Zytokin-Level, der Aktivierung von Astroglia- und Mikrogliazellen
und dem spateren Entritt von Leukozyten in das Gehirn durch eine Beschadigung der Blut-
Hirnschranke gekennzeichnet (Dirnagl et al. 1999; Block & Hong 2005; Centonze et al. 2007;
Zlokovic 2008). Aufgrund dieser Symptomatik sind CB2-Rezeptoren, welche auf Zellen des
Immunsystems und auf Gliazellen exprimiert werden in den n&heren Fokus der Forschung
geraten, da auch die Modulation des CB2-Rezeptors neuroprotektive Eigenschaften aufweisen
konnte (Ashton & Glass 2007). Eine Aktvierung von CB2-Rezeptoren konnte bei Patienten
mit Multipler Sklerose in Bereichen der Demyelinisierung beschrieben werden (Benito et al.
2007). In Mausmodellen der Ischdmie wurde im Gehirn eine erhdhte CB2-Rezeptor
Expression bei der Proliferation von Mikrogliazellen beobachtet (Ashton et al. 2007). In CB2-
Rezeptor Knockout Mdusen konnte nach der Infusion des dopaminergen Neurotoxins MPTP
ein vorzeitiges Ableben der Tiere, im Vergleich zu den Wildtyptieren, welche die Behandlung
uberlebten, gezeigt werden (Price et al. 2009). Durch Administration von CB2-Rezeptor
Agonisten konnten Erfolge bei Rickenmarksverletzungen, der Huntington-Krankheit, der
Parkinson-Krankheit und der amyothrophen Lateralsklerose im Tiermodell beschrieben
werden (Shoemaker et al. 2007; Baty et al. 2008; Price et al. 2009; Sagredo et al. 2009). Eine
Aktivierung des CB2-Rezeptors durch AEA kann zu einer erhdhten Interleukin-10 Produktion
fihren. Somit nimmt das ECS Einfluss auf das Zytokin-Netzwerk im ZNS, und eine
Modulation der Immunantwort durch eine Administration von AEA waére ein maoglicher

Therapieansatz (Correa et al. 2010).
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Bisher ist wenig Uber die Mechanismen bekannt, durch welche die Cannabinoide und die
zugehorigen Rezeptoren die Neuroprotektion ausiiben. In einem in vivo Modell zur
Exzitotoxizitdt konnte gezeigt werden, dass CB1-Rezeptoren an der Produktion von
neurotrophen Faktoren wie dem BDNF und bFGF beteiligt sind (Marsicano et al. 2003;
Khaspekov et al. 2004; Aguado et al. 2007). Die Inhibition der Glutamat-Sekretion wird als
eine weitere elementare Eigenschaft des ECS zur Neuroprotektion diskutiert.

Abgesehen von diesen neuroprotektiven Eigenschaften weisen Cannabinoide, wie AEA und
A®-THC, in hohen Konzentrationen auch neurotoxische Effekte auf. In vitro Studien zeigten,
dass die Behandlung mit beiden Cannabinoiden toxisch auf primére Neurone wirkt.
Allerdings waren die eingesetzten Cannabinoid-Konzentrationen in diesen Studien weit Gber
denen, welche fir eine rezeptor-vermittelte Aktivierung von Cannabinoid-Rezeptoren
notwendig sind (Chan et al. 1998; Movsesyan et al. 2004).
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1.3.1 Die Interaktion des ECS in der Alzheimer Krankheit

Das Cannabinoidsystem zeigt eine Aktivitat in vielen neurodegenerativen Erkrankungen. Die
Hauptaufgabe der Endocannabinoide bestent vor allem darin, die Funktion der
prasynaptischen Neurotransmitterfreisetzung im Gehirn zu regulieren. Durch Veranderungen
in der Menge an freigesetzten Endocannabinoiden, Cannabinoidrezeptoren und abbauenden
Enzymen kdnnen Stérungen in der synaptischen Aktivitat herbeigefuhrt werden. Im Gehirn
von an Alzheimer verstorbenen Patienten wurde eine Abnahme von Cannabinoidrezeptoren
vor allem in Bereichen mit einer hohen Dichte an amyloiden Aggregaten und aktivierten
Mikogliazellen beschrieben. Im Rattenmodell konnte durch die intracerebroventrikulare
Administration von CB1-Rezeptoragonisten, welche durch injizierte ApB-Peptide toxische
Effekte wie Mikrogliaaktivierung, CB1-Rezeptorverlust, das Absterben von Nervenzellen und
kognitive Defizite ausiibten, verhindert werden (Ramirez et al. 2005). Eine reduzierte
Mikroglia-Aktivierung konnte auch in einer Alterungsstudie im Rattenmodell nach einer
taglichen Dosis des synthetischen Cannabinoids Win2 beobachtet werden (Marchalant et al.
2008).

Andere Studien zeigten keine Verbindung zu Verdnderungen der CB1-Rezeptoren in
Alzheimer-Gehirnen (Westlake et al. 1994) und es konnte keine Abnahme der CB1-
Expression in Bereichen der amyloiden Plaques beobachtet werden (Benito et al. 2003). Des
Weiteren wurde gezeigt, dass das AEA abbauende Enzym FAAH in Bereichen der senilen
Plaques hochreguliert ist (Benito et al. 2003). Somit wéare der durch AEA induzierte Schutz
vor Exzitotoxizitat reduziert. Ein Nagermodell der Alzheimer Krankheit zeigte, dass die Gabe
eines selektiven CB2-Rezeptoragonisten die Aktivierung von Mikrogliazellen komplett
verhinderte (Ashton & Glass 2007). Eine in vitro Studie zeigte einen tber den CB1-Rezeptor
vermittelten neuroprotektiven Effekt von Endocanabinoiden gegen einen durch Ap-Peptid
induzierten Zelltod. Dieser Effekt konnte durch einen CB1-Antagonisten, sowie durch einen
MAPK-Signalweg-Inhibitor unterdrickt werden (Milton 2002). Somit bietet die Aktivierung
des MAPK-Signalwegs eine Moglichkeit, die durch amyloide Peptide induzierte
Neurodegeneration zu verhindern. Reduzierte Acetylcholinspiegel liegen in der Alzheimer
Krankheit vor, welche bisher mit Acetylcholinesterase-Inhibitoren und Modulatoren wie
Donepezil oder Galantamin therapeutisch anvisiert wurden. Eubanks et al. konnte 2006
zeigen, dass die Administration von A%-THC kompetitiv die Acetylcholinesterase-Aktivitat
inhibiert und eine Acetylcholin-induzierte Aggregation von amyloiden Peptiden verhindert

(Eubanks et al. 2006). Cannabidiol, die nicht psychoaktive Substanz aus Cannabis sativa,
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kann einen neuroprotektiven Effekt auf PC12-Zellen nach Amyloid-f induzierter Toxizitat
austben. Die Gabe von Cannabidiol fuhrte dabei zu einer signifikanten Reduktion der ROS
Produktion, der Lipidoxidation, der Caspase 3-Level und zu einem verbesserten Uberleben
der Zellen (luvone et al. 2004). Die therapeutische Administration von Cannabidiol kdnnte
sich somit als neuroprotektiv, anti-oxidativ und anti-apoptotisch erweisen.

Der Einsatz von Cannabinoiden als Therapeutikum ist jedoch umstritten, da neuere klinische
Alzheimer-Studien keine Unterschiede an Endocannabinoid-Mengen im Plasma von

Alzheimer-Patienten und gesunden Kontrollgruppen feststellen konnten (Koppel et al. 2009).

Endocannabinoide werden nur bei Bedarf produziert und unterliegen einer schnellen
Degradation. Die Manipulation des ECS stellt eine neue Mdoglichkeit dar, die
Nebenwirkungen, welche oft durch die Administration von exogenen Cannabinoiden oder von

Pharmazeutika hervorgerufen werden, zu verhindern.
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1.4  Zielsetzung der Arbeit

Basierend auf den Erkenntnissen, dass das ECS neuroprotektive Eigenschaften hat, sollte in
dieser Arbeit der Einfluss von Endocannabinoiden und des Cannabinoid 1-Rezeptors (CB1) in
der Alzheimer Krankheit untersucht werden. In verschiedenen Studien konnte durch
Stimulierung von unterschiedlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren eine Prozessierung
des amyloiden Vorlduferproteins zugunsten des als neuroprotektiv postulierten sAPPa
erreicht werden (Lezoualc'h et al. 2000; Kojro et al. 2006).

Da es sich bei dem CB1-Rezeptor um einen Gj,-Protein gekoppelter Rezeptor handelt, konnte
die pharmakologische Manipulation dieses Rezeptors mit Cannabinoiden ebenfalls zu einer
veranderten APP-Prozessierung und dadurch zu einer verminderten Amyloid-B-Toxizitat
fuhren. Zur Beantwortung dieser Hypothese sollte deshalb die APP-Prozessierung in
verschiedenen Zellkulturmodellen proteinbiochemisch durch Western-Blot und Amyloid-f
ELISA untersucht werden. Zuséatzlich sollte die Expression der APP schneidenden Enzyme

und die Aktivitat der Gene nach Cannabinoid-Behandlung untersucht werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte der Einfluss des CB1-Rezeptors in einem etablierten
Alzheimer-Mausmodell (APP23-M&use) untersucht werden. Hierzu wurden vor Beginn der
Arbeit in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Beat Lutz (Institut fir Physiologische
Chemie, Universitatsmedizin Mainz), APP23 transgene Mdause mit CB1-defizienten Mdusen
gekreuzt. Diese Mé&use sollten im ersten Schritt zu verschiedenen Alterszeitpunkten in
Lernversuchen analysiert werden, um madgliche kognitive Unterschiede zwischen APP23
transgenen und APP23/CB1-defizienten Mdusen zu untersuchen. Ein weiteres Ziel der Arbeit
war die Entwicklung von amyloiden Plagues und die damit einhergehende
Entztindungsreaktion im Verlauf der Alterung histopathologisch zu untersuchen. Die APP-
Prozessierung in diesem Mausmodell sollte biochemisch, in von der Alzheimer Pathologie
betroffenen Gehirnregionen, mittels Western-Blot und amyloid B ELISA analysiert werden.

Mit Hilfe des viralen-vermittelten Gentransfers sollte in einem zweiten Mausmodell der
Einfluss von Amyloid B-Peptiden in CB1-defizienten Mausen durch AAV-Injektion mit den

oben genannten Methoden untersucht werden.
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2  Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Zellkultur

B27-Supplement

Dimethylformamid

DMEM-Medium, steril

Fotales Kélberserum (fetal bovine serum, FBS), steril
Gentamicin

Kulturschalen

Natriumpyrophosphat

Phosphate buffered saline (PBS), steril
Penicillin/Streptomycin

Glutamin, Glutamax

Sucrose

Trypsin

Molekularbiologie

Absolutely RNA reverse transcription-PCR miniprep Kit

NucleoSpin® RNA 11 Total RNA Isolation Kit
Agarose

Bromphenolblau
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
DNA-Marker

DNase

Ethanol

Ethidiumbromid
B-Mercaptoethanol

Omniscript reverse transcriptase Kit
dNTP

Primer

Firma
Invitrogen
Fluka
Gibco
Gibco
Gibco
Nunc
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Sigma

Invitrogen

Firma
Stratagene
Macherey-Nagel
Biozym
Sigma
Sigma
Fermentas
Stratagene
Roth
Sigma
Fluka
Qiagen
pegLab
MWG
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RNase-Inhibitor
SYBR Green Supermix

Tag-Polymerase

Proteinbiochemie
Ammoniumpersulfat (APS)
BCA-Reagenz

Blotpapier

Bovine Albumin Serum (BSA)
Bromphenolblau

ChemiLucent ECL Detection System
DAPCO

DAPI (4’, 6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycin

Glycerin

Isopropanol

Methanol

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogenphosphat (NaH,;POy)
Natriumfluorid
Nitrozellulosemembran
Phosphatpuffer (+Salze; PBS)
Ponceau

Phosphatase Inhibitor Cocktail
Protease Inhibitor Cocktail
Proteinmarker
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
TEMED (Tetramethylendiamin)
Tris Base

Tris-HCI

Promega
Biorad

Invitrogen

Firma
Serva
Bio-Rad
Whatman
Serva
Sigma
Millipore
Sigma
Roche
Roth
Sigma
Roth
Merck
Roth
Roth
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Bio-Rad
Sigma
Sigma
Roche
Sigma, Roche
peglLab, Biorad
Fluca
Sigma
Roth
Roth
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Magermilchpulver
Tween20
Triton-X-100

sonstige Stoffe und Materialien
Anandamid

Diamantstift

DAPI

Forene

Hé&matoxylin

Halothan

Kantlen, 0,45 mm

Kongorot

Paraformaldehyd

Poly-L-ornithin

Préaparierbesteck (steril)
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100)
Spritzen

SR-141716 (Rimonabant)
SUPERFROST®Plus Objekttrager
Tissue Freezing Medium
Tomatolectin FITC-conjugated
Win-55, 212-2

Win-55, 212-3

2.1.2 Gerate

Zellbiologie

Inkubatoren

Sterilbanke

Absaug-System ,,Vacusafe*

Mcllwain tissue chopper

AppliChem
Roth
Roth

Firma

Cayman Chemicals
Fisher Scientific
Hochst

Abbott

Fluka Biochemica
Hoechst

Braun

Sigma

Sigma

Sigma

Fine Science Tools
Merck

Braun

AG Lutz
Hartenstein

Jung

Sigma

Cayman Chemicals

Cayman Chemicals

Firma
Binder
Heraeus

Integra

Campden Instruments
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Molekularbiologie
iIQ Real-Time-PCR Thermozykler
PCR DNA Thermozykler

Sub-CellGT Agarose Gel Elektrophorese System

NanoDrop® ND-1000-System

Proteinbiochemie
Mikrotiterplatten-Lesegerat
Brutschranke

Heizblock

Mini Protean 111, Western Blotting System

Trans-Blot
Fuji LAS-3000 intelligent dark box

Injektion von AAV in Hippocampus

Microsyringe (10ul) Nanofil

Microsyringe Pump Controller Micro4

Pump UMP-2

Small animal Stereotaxic Model 900
Syringe pump PHD 2000 infusion
V clamp for UMP3

Mikroskope

Axiovert 200 Fluoreszenz-Mikroskop

CCD Kamera
IX81 Fluoreszenz-Mikroskop
Cell*R-Imaging-Station

Allgemeines
Dampfsterilisator ,,Varioclav*
Spektrophotometer

pH-Meter

Zentrifuge Universal 32 R

Mikrowelle Discover 1

Firma
BioRad
Biometra
BioRad
PegLab

Firma

Thermo Labsystems
Binder

Eppendorf

BioRad

BioRad

Fuji

Firma

World Precision Instruments
World Precision Instruments
World Precision Instruments
Kopf Instruments

Harvard apparatus

World Precision Instruments

Firma

Zeiss

Visitron Systems
Olympus
Olympus

Firma
H+P
Beckmann
inoLab
Hettich
CEM
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Wasserbad P-D Industriegesellschaft
Kryostat CM1900 Leica

Zum Zubereiten bestimmter Medien wurden weitere Reagenzien und Chemikalien (Sauren,
Basen und Salze) der Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Schnellendorf), Invitrogen
(Kalrsruhe), New England Biolabs (Frankfurt/Main), Peqlab (Erlangen) und Carl Roth
(Karlsruhe) jeweils nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Chemikalien der einzelnen
Methoden sind, wenn oben nicht aufgefuhrt, dem jeweiligen Text der Methode zu entnehmen.

2.1.3 Puffer und Lbésungen

Zur Herstellung von Puffern und Losungen wurde bidestilliertes Wasser (bidest.-H;0)

verwendet und die Losungen anschlieBend gegebenenfalls autoklaviert.

Allgemeine Puffer

1 xPBS 137 mM NaCl
2,7 mM KClI
10 mM Na;HPO4 x 2H,0
1,8 mM K;HPO,
pH 7,4 mit HCI

1xTBS 137 mM NaCl
2,7 mM KClI
25 mM Tris-Base
pH 7,4 mit HCI

1xTBE 89 mM Tris-Base
89 mM Borséure
2 mM EDTA
pH 8,3 mit HCI
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Puffer fur die Agarose-Gelektrophorese

1x TAE

6 x DNA-Probenpuffer

Orange-G-Auftragspuffer

Western-Blot Puffer

4 x Sammelgelpuffer

4 x Trenngelpuffer

1 x SDS-Laufpuffer

5mM Tris

5 mM Borsaure
1 mMEDTA
pH 7,5

0,006 % (w/v) Bromphenolblau
50 % (v/v) Ficoll

10 mM Tris-HCI

pH 8,0

0,25 % Acid Orange 10

45 % (v/v) Glycerol in 1 x TBE
1 mMEDTA

pH 8,0

0,6 M Tris-Base
0,4 % (w/v) SDS
in bidest.-H,0, pH 6,8

1,5 mM Tris-Base
0,4 % (w/v) SDS
in bidest.-H,0, pH 8,8

25 mM Tris-HCI, pH 8,3
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
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1 x Transferpuffer

4 x Probenpuffer

1 x PonceauS-L0dsung

Blockierungspuffer

Sonstige Puffer und Lésungen

TBS/Tween 20

3 x Protein-Lysispuffer

DNA-Lysepuffer

25 mM Tris-HCI, pH 8,3
192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Methanol

100 mM Tris-HCI, pH 6,8
4 % (w/v) SDS

24 % (v/v) Glycerin

20 mM Bromphenolblau
1,4 M B-Mercaptoethanol

0,02 % (w/v) PonceauS
0,3 % (w/v) Trichloressigséaure
0,3 % (w/v) Sulphosalicylsaure

4 % (w/v) Trockenmilchpulver
in TBS/Tween 20

1xTBS
0,1 % (v/v) Tween 20

150 mM Tris-HCI
6 % (w/v) SDS
30 % (w/v) Saccharose

100 mM Tris-HCI, pH 8,0
smM EDTA

200 mM NaCl

0,2 % SDS

In 500 ml H,O und autoklavieren
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DNA-Elutionspuffer 1M Tris, pH 8,0
0,5MEDTA

In H>O l6sen und autoklavieren

30 % Saccharose 30 % (w/v) Saccharose in 1 x PBS
4 % Paraformaldehyd 4% PFA in 1 x PBS
pH 7,2 (HCI)

Medien/Losungen/Puffer flr die Immunhistochemie

Einbettmedium 10 % (w/v) Polyvinylalkohol
70 % (w/v) PBS
unter Ruhren bei 60°C l6sen
30 % (v/v) Glycerin
0,1 % (w/v) p-Phenylendiamin
unter Rihren auf pH 8,0 einstellen
bei -80°C unter Lichtausschluss lagern

Mowiol Einbettmedium 0,1 M Tris-HCI, ph 8,5
10 % (w/v) Mowiol 4-88
20 % (v/v) Glycerin
2,5 % (w/v) DABCO

Blockierungspuffer 1 xPBS
3% (v/iv) BSA

Primar-Antikorperlosung Antikorper 1:100 bis 1:200 in

1 xPBS
0,1 % (v/v) Triton-X-100
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2.1.4 Kulturmedien

Medien fir die Kultur von Zelllinien

SH-SY5Y

N2A-Swe

Einfriermedium

DMEM (#41965) Medium mit:

10 % (v/v) inaktives FCS

1 mM Na-Pyruvat

1 % (v/v) Antibiotika/Antimycotika-Mix

DMEM (#41965) Medium mit:

10 % (v/v) aktives FCS

1 mM Na-Pyruvat

1 % (v/v) Antibiotika/Antimycotika-Mix

90 % DMEM (#41965) Medium mit:
10 % (v/v) FCS
10 % (v/v) DMSO
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2.1.5 Antikorper

Antikorper

Spezies

Verdinnung Bezugsquelle

Primarantikorper fur die Immunhistochemie

6E10

GFAP

NeuN

Myelin basic protein

Anti-Synaptophysin 1

Primarantikorper fur Immunoblots

Aktin

CB1

6E10

A8717

PHF-1

Tubulin

GFAP

NeuN

Myelin basic protein
Anti-Synaptophysin 1
Presenilin-1

PSD95

CNP

MOG

Maus
Kaninchen
Maus
Maus
Ratte

Kaninchen
Kaninchen
Maus
Kaninchen
Maus
Maus
Kaninchen
Maus
Ratte
Maus
Kaninchen
Maus
Maus

Maus

1:100
1:100
1:100
1:100
1:200

1:1000
1:200

1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000

Sekundéarantikorper fir Immunhistochemie

Cy3-anti-Maus
Cy3-anti-Ratte
Cy2-anti-Maus

Ziege
Ziege
Ziege

1:200
1:200
1:200

Sekundéarantikorper fir Immunoblots

Anti-Maus-HRP
Anti-Kaninchen-HRP
Anti-Ratte-HRP

Esel
Esel
Esel

1:10000
1:10000
1:10000

*AG Trotter, Molekulare Zellbiologie, Bentzelweg 3, 55099 Mainz

Covance

Dako

Chemicon

AG Trotter”
Synaptic Systems

Sigma

Cayman Chemical
Covance

Sigma

Biosource

Sigma

Dako

Chemicon

AG Trotter”
Synaptic Systems
ZYMED® Laboratories
AG Trotter”

AG Trotter”

AG Trotter”

Jackson
Jackson

Jackson

Jackson
Jackson

Jackson
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In Abbildung 2.1.5 sind zur Orientierung die genauen Epitop-Bindungsstellen der Antikorper
fur den Nachweis des APP-Proteins und der prozessierten APP-Produkte gezeigt.

extrazellular
SAPPa. APP, SAPPB
_ z _
1
i ézs.égpﬁd AS146 T
lll]l‘lf;l’liillliliili Pl,lililillll“iilll
} ¥ o-Sekretase > \ E-Sel-:rese
T Ia 660&&&666&&66666666 ul DOOOC
< i mina € Sl
AS BTH.695 C AL 676695
CTFa CTFB
intrazellular

Abb. 2.1.5: Epitop-Bindungsstellen des A8717- und 6E10-Antikdrpers

Der A8717-Antikorper bindet an den C-Terminus des APP-Proteins (APPy) an den Aminosduen 676-695 und
kann fiir den Nachweis des APP-Proteins und der prozessierten C-terminalen Fragmente verwendet werden. Der
6E10-Antikorper bindet in das AR-Peptid an den Aminosduren 1-16 und kann fiir den Nachweis des sAPPa

Proteins sowie aller AB-Spezies verwendet werden.
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2.1.6 Oligonukleotide

Folgende Primer wurden flir die Genotypisierung der APP23/CBN-Mé&use und zur
Untersuchung der APP-Expression verwendet.

Primer Sequenz Ta°C
APPCT-1F 5’-GAATTCCGACATGACTCAGG-3’ 58
APPCT-1R 5-GTTCTGCTGCATCTTGGACA-3’ 58

APP-F 5’-GTGCCGAGCAATGATCTCCC-3’ 60

APP-R 5-GGTTCCTGGGTAGTCTTGAGT-3’ 60
GAPDH-F 5’-GCACCACCAACTGCTTAGCAC-3’ 60
GAPDH-R 5’-CACCACCTTCTTGATGTCATC-3’ 60

CB1-F 5-GCTGTCTCTGGTCCTCTTAAA-3’ 60

CB1-R 5’-AGACAAAAGTCTCCACTGTGG-3* 60

CB1-Neo-Null 5’-TTCGATTAAGATGGCCCATCC-3’ 60

Folgende Primer wurden flr die Untersuchung der Expression der a- und B-Sekretase in N2A-

Swe Zellen und zum Nachweis des CB1-Rezeptors in SH-SY5Y-Zellen verwendet.

Primer Sequenz Ta°C
ADAMI10-F 5’-GTGCCAGTACAGGCTCTTTGC-3’ 60
ADAMI10-R 5’-CACAGTAGCCTCTGAAGTCATTACATG-3* 60

BACE1-F 5’-GAGTGGGACCACCAACCTTC-3’ 60
BACEL-R 5’-GCTGCCTTGATGGACTTGAC-3’ 60
Aktin-F 5’-CTACAATGAGCTGCGTGTGGC-3’ 60
Aktin-R 5’-CAGGTCCAGACGCAGGATGGC-3’ 60
murine CB1-F 5’-GGGCACCTTCACGGTTCT-3’ 60
murine CB1-R 5-GTGGAAGTCAACAAAGCTGTAGA-3’ 60
human CB1-F 5-AAGGTGACATGGCATCCAAAT-3’ 60
human CB1-R 5’-AGGACGAGAGAGACTTGTTGTAA-5’ 60
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2.1.7 Mausstamme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Mauslinien wurden nach den Richtlinien der ,,Nutzordnung
fur die Tierhaltung“ der Zentralen Versuchstier-Einrichtung (ZVTE) Mainz in der Tierhaltung
des Instituts fiir Pathobiochemie gehalten. Zeitlebens waren die Mé&use einem 12h:12h
Hell:Dunkel-Zyklus unterworfen und hatten jederzeit Zugang zu Futter und Wasser.

Als Alzheimer-Mausmodell wurden die urspriinglich von der Novartis AG (Basel) erhaltenen
transgenen  APP23-C57/B6-Tiere  im  institutseigenen  Tierstall ~ Uber  mehrere
Einkreuzungszyklen verpaart. Bei diesem Mausmodell wird unter der Kontrolle des murinen
Thy-1,2-Promotors die humane APP;s; cDNA, die an Position 670/671 (KM—NL) die
schwedische Doppelmutation tragt, neuronenspezifisch siebenfach tiberexprimiert (Luthi et al.
1997). Durch diese Uberexpression des humanen amyloiden Vorlauferproteins (APP) kommt
es bereits im Alter von 6 Monaten im Gehirn von APP23-Mdusen zur Formation von senilen
Plaques (Sturchler-Pierrat et al. 1997).

Bsu 361 (11891) Kpnl (62)
"\L,»‘H APPT51swe
AT T :
mouse Thy1 promoter ny 4 F-primer TagMan
Bu36l(ton) 7 “ d __7R-primerTaqMa1
& .__75“9
i / SZ\F-pn’mer gel
T = Reprimer gel
F93 pTSC21-APPswe=APP23  _ _
‘—’-‘ Clal(2643)
12083 bp | \
f / Bau 361 (3010)
= /1)~ mouse Thyf promoter
Bau 361(8273) 5/
\_\ “Kprl (4141)
\\ : Kpnl(4592)
B 361(4845)

Abb. 2.1.7: Expressionskarte der APP23-Maus
In der Abbildung ist der 12083 Basenpaar grofie Expressionsvektor zur Herstellung der transgenen Mauslinie
APP23 (Novartis AG, Basel) dargestellt.

Um den Einfluss des CB1-R in der Alzheimer Demenz zu untersuchen, wurden unserer
Arbeitsgruppe CB1-R knockout Mé&use (CB1-R-KO) der Arbeitsgruppe von Prof. Beat Lutz
(Institut fur Physiologische Chemie, Universitdtsmedizin Mainz, Duesbergweg 6, 55099
Mainz) zur Verfugung gestellt. Bei diesen Mausen handelt es sich um einen konventionellen
CB1-R-KO, so dass die Tiere von Geburt an keine funktionellen CB1-R exprimieren
(Marsicano et al. 2002). Fur unsere Untersuchungen wurden anfangs APP23/CB1*" Tiere mit
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CB1"" gekreuzt, die geschlechtsreifen F1-Generationen mittels PCR auf den APP- sowie
CB1-Genotyp analysiert und die transgenen Individuen bezlglich ihres Genotyps und
Geschlechts selektiert. Um eine hohere Effizienz an Geburten in den einzelnen APP- und
CB1-Genotypen zu erhalten wurden im spateren Verlauf unterschiedliche Zuchtpaare
angesetzt. Im Allgemeinen wird diese neu gezlichtete Mauslinie in dieser Arbeit als
APP23/CBN gefhrt.

2.1.8 Cannabinoide

Anandamid (Arachidonylethanolamid) Cayman Chemicals

(Stammlosung: 10 mM in Ethanol)

O
I

o

Abb. 2.1.8 A: Strukturformel von Anandamide

Win-55, 212-2 (Win2)/Win-55, 212-3 (Win3) Cayman Chemicals
(Stammldsung: 10 mM in DMSO)

Abb. 2.1.8 B: Strukturformel von Win-55,212-2, Win-55,212-3

Struktur und Wirkung:

Win3 ist ein Stereoisomer zu Win2 und fungiert als inverser Agonist des CB1-R, wodurch

dieser nicht aktiviert wird.
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SR 141716 (Rimonabant)
(Stammldsung: 10mM in DMSQO)

Cl

Abb. 2.1.8 C: Strukturformel von SR141716A (Rimonabant)

2-Arachidonylglycerol (2-AG)
(Stammlésung: 10mM in Ethanol)

o)
| OH

— =l
"N\ OH

Abb. 2.1.8 D: Strukturformel von 2-Arachidonylglycerol (2-AG)

AG Lutz

Cayman Chemicals
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2.2 Methoden

2.2.1 Klonale Zelllinien

2.2.1.1 Kultivierung von SH-SY5Y- und N2A-Swe Zellen

Fur in vitro Experimente wurden adhédrente Zellen der humanen Neuroblastom-Zelllinie SH-
SY5Y (Biedler et al. 1973) und die murine Neuroblastoma Zelllinie N2A-Swe (Thinakaran et
al. 1996) verwendet, welche stabil die cDNA der humanen APPgys Mutante tberexprimiert.
Die Zelllinien wurden in DMEM mit 10% inaktivem FCS (SH-SY5Y) oder 10% aktivem
FCS (N2A-Swe), 1 mM Na-Pyruvat und einer 1% Streptomycin/Penicillin-Lésung, bei 37 °C,
95% Luftfeuchtigkeit und einer CO,-Konzentration von 5%, kultiviert. Zwei mal wochentlich
wurden die Zellen bei einer Konfluenz von ca. 60-70% auf 6 cm bzw. 10 cm Kulturschalen
ausplattiert. Fur das Ablosen und Passagieren der Zellen wurde eine 0,1%ige (w/v) Trypsin-
Losung mit 0,2% EDTA verwendet.

2.2.1.2 Kryokonservierung von klonalen Zelllinien

Zur langfristigen Erhaltung wurden die Zellinien in flissigen Stickstofftanks aufbewahrt.
Dazu wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 70 % trypsinisiert und 4 min bei 1200 rpm
und RT zentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml Einfriermedium (siehe 2.1.2) aufgenommen
und in ein Kryogefall (Nunc Intermed GmbH) transferiert. Zur kontrollierten Senkung der
Temperatur um -1 °C pro Minute wurden die Zellen fur zwei Tage in einer Kryobox (Nalgene
Labware) mit Isopropanol bei -80 °C gelagert und anschlieBend in flussigen Stickstoff
uberfahrt.

2.2.1.3 Behandlung von in vitro Kulturen mit Cannabinoiden

Zur Untersuchung der APP-Prozessierung nach Cannabinoidbehandlung der Zelllinien
wurden die in 2.1.8 beschriebenen CB1-Agonisten- und Antagonisten verwendet.

Bei einer Konfluenz von ca. 70 % wurden SH-SY5Y und N2A-Swe-Zellen mit
Cannabinoiden behandelt. Im ersten Schritt wurde das verbrauchte Medium aus den
Kulturschalen entfernt und die Zellen mit 1 x PBS gewaschen. AnschlieBend wurde je 5 ml

frisches FCS-freies Kulturmedium auf die Zellen gegeben und die Kulturschalen bis zur
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Cannabinoidbehandlung bei 37°C im Brutschrank aufbewahrt. AEA wurde in 100 % EtOH,
Win2, Win3 und Rimonabant wurden in 100 % DMSO gelost. Die -eingesetzten
Cannabinoidkonzentrationen betrugen final 10 nM fir AEA, Win2, 2-AG und Rimonabant.
Die Substanzen wurden unter leichtem Schutteln im Medium verteilt. Anschliel3end erfolgte
die Inkubation im Brutschrank fir 24 h oder in einer Zeitkinetik von 4, 6 und 8 h. Alle
Zellen, welche sowohl mit AEA/Win2 sowie mit Rimonabant behandelt werden sollten,
wurden zuvor fur 20 min mit Rimonabant vorinkubiert. Nach 24 h wurden je 1 ml des
Zellkulturtiberstandes der behandelten Schale in 1,5ml Eppendorfgefalie tGberflhrt und auf Eis
gestellt. Der restliche Uberstand wurde von dem Zellrasen abgesaugt und die adharenten
Zellen mit eisgekuhltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit je 1 ml
eiskaltem PBS mechanisch von den Zellkulturschalen gel6st und bei 4 °C und 3000 rpm fiir 8
min zentrifugiert. Die Zellen wurden dann auf Eis gelagert mit anschlieRBender
Proteinextraktion nach Punkt 2.2.4.1.
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2.2.2 Immunhistochemische Methoden

2.2.2.1 Anfertigung und Kryokonservierung von Mausgehirnschnitten

Zur Anfertigung von Gehirnschnitten wurde jeweils die linke Gehirnhélfte sofort nach der
Préparation in einer 4 % PFA-LOsung fur 24 h bei 4°C fixiert. AnschlieBend wurden die
Gehirnhélften in einer 30 % Saccharose-Losung inkubiert und danach in Aluminiumfolie-
taschen gegeben. Die Taschen wurden mit Einbettmedium geflllt, die Gehirne in
Trockeneis/EtOH eingebettet und die Schnittblocke zur Lagerung bei -80 °C aufbewahrt.

Die einzelnen Gehirnblocke wurden dann in einem Kryostat von Leica eingespannt und
koronale Schnitte in einer Dicke von 10 pm angefertigt. Die Schnitte wurden direkt auf
Glasobjekttrager tberfihrt, die mit einem positiven Ladungstrdger beschichtet waren. Die
Schnitte wurden auf einem Heizblock getrocknet und bei -20 °C gelagert.

2.2.2.2 Histologische Analyse der Gehirne Giber Hamatoxylin/Kongorot-Farbung

Zur Analyse der amyloiden Plagues wurden die Schnitte der PFA-fixierten APP23/CBN-
Mausgehirne mit dem Farbstoff Kongorot gefarbt. Im ersten Schritt wurden die Schnitte fir
20 min in einer Hamatoxylin-L6sung nach Mayer (Sigma-Aldrich) vorgefarbt, um die
Neuronenmorphologie sichtbar zu machen. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir ca. 20 min
in Leitungswasser bis zur gewdilnschten Blaufarbung gewaschen. Danach erfolgte eine
Inkubation von 30 min in 80% EtOH/3% NaCl/3%. NaOH bei RT. Die anschlieRende
Kongorot-Farbung (0,2% in 80% EtOH) wurde fiir 30 min bei RT durchgefiihrt. Im letzten
Schritt wurden die Schnitte in 80% EtOH gewaschen und an der Luft getrocknet.

Die Gehirnschnitte wurden dann mit Mowiol-Einbettmedium (siehe 2.1.1) Uberschichtet, mit
einem Deckglas tiberzogen und mit Nagellack abgedichtet. Durch das Einbetten der Schnitte
in Mowiol, welches das Antifadereagenz ,,1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan” (DABCO) enthalt,
wird das Ausbleichen von Fluoreszenzfarbstoffen nach erfolgter Anregung mit Licht
verringert. Nach Trocknung des Nagellacks wurden die Schnitte unter dem Mikroskop auf das

Vorhandensein von amyloiden Plagues untersucht.
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2.2.2.3 Indirekte Immunfluoreszenz in Mausgehirnschnitten

Fir den Nachweis von amyloiden Plaques und der Aktivierung von Mikroglia- und
Astrogliazellen in Mausgehirnschnitten wurde die indirekte Immunfluoreszenzfarbung
angewendet. Dazu wurden die Schnitte im ersten Schritt fur 20 min in 4% PFA-L6sung
nachfixiert. Die PFA-L6sung wurde entfernt und die Schnitte in 1 x PBS gewaschen. Danach
erfolgte eine zweistlindige Permeabilisierung der Schnitte mit 3 % BSA in 0,1 % Triton-X-
100/1 x PBS.

Danach wurden die Proben entweder mit dem 6E10 Antikdrper (1:100 in 1 x PBS/0,1 %
Triton-X-100), welcher ein Epitop (Aminoséauren 1-16) innerhalb des AB-Peptids erkennt und
somit amyloide Plaques detektiert, oder mit dem anti-GFAP Antikorper (1:200 in 1 x PBS/0,1
% Triton-X-100), welcher aktivierte Astrogliazellen markiert, bei 4 °C Uber Nacht inkubiert.
Fur die Detektion von Mikrogliazellen wurde zusétzlich das FITC-konjugierte Tomato-Lectin
verwendet. Die Detektion erfolgte tber Nacht bei 4°C im Dunkeln. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS fur jeweils 10 min wurden die Schnitte bei RT fir 1 h mit den sekundaren,
Fluoreszenzfarbstoff (Cy3)- oder (Cy2)-gekoppelten Antikorpern (1:200 in PBS/0,1 % Triton-
X-100) inkubiert. Weiterhin wurden die Schnitte fir max. 10 min mit DAPI (1:100 in PBS)
zur Detektion der Zellkerne inkubiert. Die ungebundenen sekundaren Antikérper wurden
durch dreimaliges Waschen fir 10 min mit PBS entfernt. Um die Prdparate vor dem
Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs durch Lichteinfall zu schiitzen, wurden diese mit dem
unter 1.1.3 aufgefiihrten Einbettmedium eingebettet und ein Deckglas mit Nagellack auf den
Objekten fixiert. Die Schnitte wurden mit Hilfe eines Axiovert-200 Fluoreszenz-Mikroskops

ausgewertet.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von DNA und RNA wurde spektrophotometrisch mit Hilfe eines
NanoDrop® ND-1000-Systems bestimmt. Die optische Dichte (OD) wurde mit 1 pl der Probe
bei den Wellenldangen 260/280 nm gegen Wasser oder dem Elutionspuffer aus dem jeweiligen
RNA-Aufreinigungs-Kit gemessen. Die Ergebnisse der Messungen konnen Informationen
uber Reinheit, sowie eventuelle Kontaminationen bei der Aufreinigung der Probe geben. Bei
einem Quotienten wvon 1,8 bis 2,0 st die Probe weitestgehend frei von

Proteinkontaminationen.

2.2.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen und Geweben

Die Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte durch Anwendung des RNA-RT-
Miniprep-Kit der Firma Stratagene, sowie die Aufreinigung von Gehirngewebe mit dem Total
RNA Isolation Kit der Firma Macherey-Nagel.

Im Gegensatz zur DNA ist RNA fir eine spontane enzymatisch katalysierte Hydrolyse
anfallig, wodurch zur RNA-Isolierung Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltes
bidestilliertes Wasser verwendet wurde. Im ersten Schritt der Aufreinigung wurden die Zellen
oder das Gewebe durch Zugabe von Lysepuffer aufgeschlossen. Die Homogenisierung
erfolgte mit Hilfe von Aufreinigungssdulen aus den jeweiligen Kits. Bei Gehirngewebe
erfolgte der Aufschluss und die Homogenisierung zusammen durch Sonifizieren unter
moglichst sterilen Bedingungen. Die weiteren Prdparationsschritte wurden nach Vorschrift
des Herstellers durchgefiihrt. Zusatzlich wurde optional ein DNase-Verdau fur 30 min bei 37
°C durchgefihrt, um eine Kontamination der isolierten RNA mit DNA zu vermeiden. Die
Elution der RNA erfolgte mit RNase-freiem Wasser.

Die Konzentrationsbestimmung der RNA wurde wie unter 2.2.3.1 beschrieben durchgefihrt
und die RNA anschlieRend bei -80 °C gelagert.

2.2.3.3 Praparation genomischer DNA zur Genotypisierung der APP23/CBN-Ma&use

Fur die Genotypisierung der APP23/CBN-Md&use wurde von jedem Tier die DNA aus den

Schwanzspitzen unter Verwendung des unter 2.1.3 aufgefihrten Lysispuffers aufgereinigt.
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Vor der Entnahme der Schwanzspitzen wurde der DNA-Lysepuffer zusétzlich mit einer frisch
aufgetauten 10 mg/ml Proteinase K-Ldsung gemischt. Bei jedem Tier wurden etwa 0,5-1 cm
Schwanzspitze entnommen, in 500 pl DNA-Lysepuffer tberfihrt und tber Nacht bei 56°C
unter Schutteln auf einem Thermomixer inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben fur 10
min bei RT und 13.000 rpm zentrifugiert. 450-500 pl des Uberstandes wurden in 500 pl
Isopropanol aufgenommen und durch Invertieren gemischt, wodurch die DNA prazipitiert.
Nun erfolgt ein erneuter Zentrifugationsschritt fir 5-10 min bei RT und 13.000 rpm. Der
Uberstand wurde anschlieRend vorsichtig durch eine Pipette entfernt und das entstandene
Pellet mit 200-400 pl 70% EtOH durch Inversion gewaschen. Der Uberstand wurde entfernt
und das Pellet zum Trocknen fir 30-60 min bei 37-50 °C auf einem Thermomixer inkubiert.
AnschlieRend wurde das Pellet in 200 pl DNA-Elutionspuffer (siehe 2.1.1) aufgenommen,
mehrmals unter VVortexen gemischt und bei 37 °C und 900 rpm auf einem Thermomixer Uber
Nacht inkubiert. Die Konzentration der gelésten DNA wurde wie unter 2.2.3.1 beschrieben
photometrisch bestimmt. Die Lagerung der DNA erfolgte bei 4°C.

2.2.3.4 cDNA-Synthese

Das Enzym Reverse Transkriptase kann mRNA in cDNA umschreiben. Dabei nutzt man die
Polyadenylierung der mRNA aus, wodurch bei der Synthese Oligo-dT-Primer spezifisch an
den poly-A*-Schwanz der mRNA binden. Fir einen Ansatz wurden 0,5-1 pg Gesamt-RNA
eingesetzt. Die RNA wurde mit DEPC-Wasser auf 10 pl aufgefullt und 5 min bei 65°C im
Thermocycler inkubiert, um Sekundarstrukturen der RNA zu denaturieren. Die weitere
Synthese erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem Omniscript® Reverse Transkription
Kit der Firma Qiagen (Hilden) in einem Volumen von 20 ul. Die hier eingesetzten RNase-
Inhibitoren wurden von der Firma Promega (Mannheim) bezogen. Bei jedem Ansatz wurde
eine Kontrolle, die keine Reverse Transkriptase enthielt (Mock), zum Nachweis auf

Kontamination mit DNA mitgefiihrt. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C.

2.2.3.5 Polymerase-Kettenreaktion

Durch die Etablierung der Polymerase chain reaction (PCR) im Jahre 1987 wurde es mdglich
jedes DNA-Fragment in beliebiger Menge zu amplifizieren (Mullis & Faloona 1987). Bei der
Reaktion werden zwei kurze Oligonukleotide (Primer) gewdhlt, die eine entgegengesetzte

Orientierung besitzen und jeweils komplementdr zu dem Matrizenstrang sind. Jeder Zyklus
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der PCR erfolgt in drei Schritten: Bei der Denaturierung (95 °C) erfolgt die Trennung der
doppelstrangigen DNA. Durch das Erhitzen werden die Wasserstoffbriickenbindungen,
welche die beiden DNA-Strange zusammenhalten, aufgebrochen. AnschlieBend folgt der
Schritt der Primerhybridisierung (,,Annealing*). Die Temperatur wird gesenkt und die Primer
lagern sich an beide DNA-Strange an. Danach erfolgt der Schritt der Elongation
(,,Extension*) und mit Hilfe der DNA-Polymerase (Saiki et al. 1988) eine komplementére
Neusynthese der DNA. Durch mehrfache Wiederholung dieser Schritte kann die DNA
beliebig oft vervielféltigt werden.

Die PCR mit den spezifischen Primern fur APP, CB1 und Aktin wurden mit einer
Hybridisierungstemperatur von 58-60 °C durchgefihrt.

2.2.3.6 Nachweis der APP23/CBN-Genotypen durch PCR

Zur Analyse der APP23/CBN-Genotypen wurde eine Tagq-DNA-Polymerase verwendet. Es
wurde von jeder Probe 1 pul DNA in den PCR-Mix eingesetzt. Zum Nachweis von endogenem
oder tberexpremierenden APP, sowie zum Nachweis der jeweiligen CB1-Genotypen wurden
die in 2.1.4 aufgeflihrten sense- und antisense-Primer verwendet. Ein PCR Ansatz setzte sich

wie folgt zusammen:

PCR-Ansatz: 1 pl cDNA
jeweils 10 pmol/pl sense sowie antisense Primer
5 ul I 5 x PCR-Puffer ohne MgCl,
2,5 pl MgCl,
1 pl 5 mM dNTPs
0,125 pl Tag-Polymerase

Der Ansatz wurde mit bidestilliertem Wasser auf 25 pl aufgefillt.

Die Amplifikation der DNA erfolgte mit Hilfe eines Thermocyclers von Biometra. Im ersten
Schritt des PCR-Programmes erfolgte eine Denaturierung von 5 min bei 95 °C, dann folgen
30 Zyklen mit jeweils 45 sec Denaturierung bei 95 °C, Annealing fir 45 sec bei 55 °C und
Extension fiir 45 sec bei 72 °C. Danach erfolgte ein weiterer Extensionsschritt (3 min bei 72
°C), sowie die Amplifikation und ein Abkuhlen auf 4 °C.
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2.2.3.7 Agarosegelelektrophorese zur Analyse von genomischer DNA

Nukleinsduren  besitzen eine  negativ  geladene  Phosphatgruppe an  ihrem
Zuckerphosphatriickrat. Durch diese negative Ladung wird die Auftrennung der DNA mittels
Gelelektrophorese nach MolekulargroRe moglich.

Agarosegele wurden in dieser Arbeit zur Analyse von DNA der verschiedenen APP23/CBN-
Genotypen angefertigt. Flr die Analyse wurden Gele in einer Konzentration von 1 % nach

folgendem Schema verwendet:

Herstellung eines Agarosegels

Zur Herstellung der Agarosegele wurde die gewtnschte Menge Agarose (w/v) in einem
Erlenmeyerkolben durch Aufkochen in 1 x TAE Puffer gelést und 1 Tropfen
Ethidiumbromid-Stammlosung (1 mg/ml) hinzugegeben. Durch die Zugabe von Ethidium-
bromid als DNA-interkalierender Fluoreszenz-Farbstoff wird eine spatere Visualisierung der
DNA nach Anregung im UV-Licht ermdglicht.

Nach der Fertigstellung der Gele wurden die Proben jeweils mit 1 x DNA-Probenpuffer oder
mit  Orange-G-Auftragspuffer  versetzt. Bei jeder Elektrophorese wurde zur
GroRenbestimmung der DNA-Fragmente ein DNA-Langenstandard (Fermentas) im Gel
mitgefiihrt. Die angelegte Spannung betrug 5 bis 10 V/cm Gel. Nach der Elektrophorese
wurde die aufgetrennte DNA unter UV-Licht (254-366 nm) sichtbar gemacht und mit einer
digitalen Kamera photographiert. Zur besseren Kontrastierung von schwacheren Banden

wurden die Schwarzweil3-Aufnahmen invertiert.

2.2.3.8 Real-time PCR

Eine Methode der Quantifizierung von Nukleinséuren ist die Real-time quantitative PCR
(gPCR). Durch diese Methode wurde es moglich die wachsende DNA-Menge wéhrend der
Amplifikation zu verfolgen. Der hier verwendete iCycler der Firma BioRad erlaubt eine
quantitative und qualitative Real-time PCR mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green
I. Dieser interkaliert spezifisch in die kleine Furche der DNA-Doppelhelix und fluoresziert
nur, wenn er an den Doppelstrang gebunden ist. Steigt nun wéhrend einer Amplifikation die

Menge des Produkts an, so erhéht sich als Folge ebenfalls das Fluoreszenzsignal von SYBR
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Green 1. Nach abgelaufener PCR erlaubt das SYBR Green | eine Schmelzkurvenanalyse,
anhand derer man die Produktqualitdat und dadurch die Spezifitdt der Reaktion bestimmen
kann.

Die Real-time PCR-Analyse wurde zur Quantifizierung der Genexpression von APP auf
Transkriptionsebene in APP23/CBN-Méusen und fiir die Untersuchung der Expression von o-
und B-Sekretase nach Cannabinoidbehandlung durchgefinhrt.

Das Endvolumen der gPCR betrug 25 pl und enthielt neben der zu untersuchenden cDNA
12,5 pl PCR SYBR Green Supermix sowie 100 pmol der sense- und antisense-Primer. Als
Kontrolle wurden bei jeder Reaktion die Mock-cDNA und als Negativkontrolle eine Probe
mit 1 pl bidest.-H,O mitgefiihrt. Durch die Mock-Kontrollen kdnnen Hinweise auf eine
mogliche DNA-Kontamination bei der Analyse der Schmelzkurve geliefert werden. Die
Bedingungen der gPCR stimmten mit denen der konventionellen PCR tberein. Es wurde der
sog. ,.treshold cycle* (Cr-Wert) im PCR-Zyklus bestimmt, nach dem die Amplifikation des
PCR-Produktes in die exponentielle Phase ubergeht. Die Bildung spezifischer PCR-Produkte
wurde Uber die Analyse der Schmelzkurve uberprift.

Die relative Expression (= R) der a- und B-Sekretase in N2A-Swe Zellen wurde unter
Kontrollbedingungen (nur EtOH oder DMSO) und nach Behandlung mit AEA oder Win2 (10
nM) fiir 24 h oder in einer Zeitkinetik (4 h, 6 h und 8 h) untersucht und mit Hilfe des relativen
Expressionssoftware tool (REST) bestimmt (Pfaffl et al. 2002). Mit folgender Formel konnte

die relative Expession berechnet werden:

(E

. ACPZielgen (Kontrolle — Probe
Zlelgen) gen( )

R =
(E

ACPReferenzgen (Kontrolle — Probe
Referenzgen) gen { )

Bei jedem Versuchsdurchgang wurde die Expression eines Referenzgens (Aktin oder RPL19)
fir jede Probe mitgefthrt.

Die Analyse der relativen APP-Expression in APP23/CB1*" und APP23/CB1”-Mausen
erfolgte nach dem gleichen Prinzip. Als Referenz dienten bei dieser Untersuchung die C+-
Werte der APP23/CB1"*-Méause.
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2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Proteinpraparation aus Zellen

Das Ernten der Zellen erfolgte wie unter Punkt 2.2.1.4 beschrieben. Nach dem Zentrifugieren
wurde das Pellet in je 200 pl 1 x Proteinlysispuffer aufgenommen. Zum Schutz der Proteine
vor proteolytischem Abbau wurde der Puffer zusétzlich mit 1 x Protease- und Phosphatase-
Inhibitoren (Roche) versetzt. Anschlielend wurden die Zelllysate 3 x 10 sec sonifiziert und je
nach Proteinextraktion zuséatzlich fur 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die Homogenisate wurden
bei -20 °C gelagert.

2.2.4.2 Proteinpraparation aus Geweben

Zur lIsolation von Protein aus Geweben von APP23/CBN-Mausen wurden die Organe Milz,
Niere, Leber und Herz direkt nach dem Td6ten der Tiere entnommen. Die Fein-Préparation des
Gehirns in  Hippocampus, Cerebellum, vorderer Cortex, Rickenmark sowie den
verbleibenden Rest des Gehirns erfolgte in PBS. Alle Gewebe und Gehirnabschnitte wurden
nach der Entnahme sofort in flissigem N, schockgefroren und anschlielend bei -80 °C
gelagert, um eine Proteindegradation zu reduzieren.

Im ersten Schritt der Proteinisolation wurden die Gewebe in je 400 pl eiskaltem 20 mM Tris-
Puffer, der zusétzlich mit 1 x Protease- und Phosphatase-Inhibitoren versetzt wurde,
aufgenommen. Die Homogenisierung der Gewebe erfolgte auf Eis mit Hilfe eines sterilen
Mortelstabs. Nach der Homogenisierung wurden die Gewebelysate in einer Ultrazentrifuge
mit dem Rotor TLA 120.2 fiir 45 min bei 50.000 rpm und 4 °C abzentrifugiert. AnschlieRend
wurde der Uberstand, der alle zytosolischen Proteine (S1) beinhaltet, vom Pellet entfernt und
in separaten 1,5 ml EppendorfgefaBen auf Eis gelagert. Das Gewebepellet, in dem alle
Membranproteine (S2) enthalten sind, wurde in 400 ul 3 x Proteinlysispuffer (1:1 mit 20 mM
Tris-Puffer und 1 x Protease- und Phosphatase-Inhibitoren versetzt) resuspendiert. Die weitere
Proteinaufreinigung erfolgte wie unter 2.2.4.1 beschrieben und die Lysate wurden bis zur

biochemischen Analyse bei -80 °C gelagert.

53



Material und Methoden

2.2.4.3 Protein-Quantifizierung

Die Quantifizierung der Proteinkonzentration erfolgte nach der BCA-Methode mittels des
BCA-Kits der Firma Pierce. Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurde eine
Standardreihe mit Serumalbumin angesetzt und die Homogenisate in Doppelbestimmungen
gemessen. Die Standards und die Proteinproben wurden mit dem BCA-Reagenz versetzt und
fir 25 min bei 60 °C inkubiert. Die photometrische Messung erfolgte bei 562 nm in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat.

2.2.4.4 a-und B-Sekretase Aktivitdtsmessungen

An der Spaltung des amyloiden Vorl&uferproteins (APP) sind 3 Proteasen beteiligt (o, g und
v-Sekretase). Die Spaltung durch die Sekretasen spielt eine entscheidende Rolle in der
Alzheimer Pathologie. Um die Aktivitdten der o und B-Sekretase zu messen, wurden SH-
SY5Y-Zellen wie wunter 2.2.1.4 beschrieben mit Cannabinoiden behandelt. Zur
Aktivitdtsmessung wurden die kommerziellen Kits der Firma R & D Systems verwendet. Die
Zellpellets wurden in je 100 ul Extraktionspuffer resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurden die Proben fir 1 min bei 10.000 g und 0 °C abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml EppendorfgefaR tberfiihrt und das Pellet verworfen. Es
erfolgte eine Proteinbestimmung nach Punkt 2.2.4.3. Die weitere Aufreinigung erfolgte nach
den Angaben des Herstellerprotokolls. Die enzymatische Reaktion der Sekretase-Aktivitat
wurde in Mikrotiterplatten in einem Fluorimeter bei 495-510 nm gemessen. Zu jedem
Versuch wurden zwei Negativkontrollen (ohne Zelllysat und ohne Reaktionssubstrat)

mitgefihrt.

2.2.45 Human Beta Amyloid Colorimetric ELISA

Zur Quantifizierung der Proteinmengen an Amyloid § 40 und Amyloid B 42 wurden die
kommerziellen ELISA-Kits der Firma Merck (Merck, Darmstadt) verwendet. Alle
Proteinproben aus Zellen und Geweben wurden wie unter 2.2.4.1 und 2.2.4.2 beschrieben
aufgereinigt und die Proteinkonzentration der Proben nach 2.2.4.3 bestimmt.

Alle Proben wurden in einer 1:10 Verdinnung und in Doppelbestimmungen in den ELISA
eingesetzt. Durch die Verdiinnung der Proben sollte eine mégliche Uberséttigung der OD im

Photometer vermieden werden. Zu jedem Experiment wurde eine Standardreihe fir Amyloid
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B 40 und Amyloid B 42 angesetzt, anhand derer eine Auswertung der Mengen in den
untersuchten Proteinproben ermdglicht wurde. Die Versuchsdurchfiihrung wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Messung der ELISA-Platten erfolgte in einem
Photometer bei einer OD von 450 nm.

2.2.4.6 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennng der Proteinproben nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mit Hilfe der von
Laemmli beschriebenen denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese (Laemmli
1970).

Die Auftrennung der Proben erfolgte unter Verwendung von Miniblot-Kammern (BioRad).
Zur Analyse von Proteinen mit grolem und kleinem Molekulargewicht wurde das
kommerzielle NUPAGE System (Invitrogen) mit vorgegossenen 4-12%igen Gradientengelen
verwendet.

Die Zusammenstellung selbstgegossener Polyacrylamidgele erfolgte nach folgendem

Pipettierschema:

Losung Trenngel (8%) Trenngel (10%) Sammelgel (4,5%)
40% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 2ml 2,5ml 0,75 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4% SDS 2,5ml 2,5ml -

dH,O 55mi 5ml 6,5 mi

0,6 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4% SDS - - 2,5ml

10% APS 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl

Bis zur vollstandigen Polymerisation des Trenngels wurde das Gel zuné&chst mit Isopropanol
uberschichtet. Anschliefend wurde das Isopropanol entfernt und das Trenngel mit dem
Sammelgel tberschichtet. Die hier angegebenen Volumina entsprechen zwei 1,5 mm dicken
Gelen.

Vor dem Auftragen auf die Gele wurden die Proteine mit 4 x Probenpuffer versetzt und fir 5
min bei 95 °C erhitzt. Als GroRenstandard diente der Prestained Marker IV (Peglab). Die
Proben wurden zuné&chst bei 70 V in das Sammelgel einlaufen gelassen und dann bei 150 V
getrennt. Als Laufpuffer diente 1 x SDS-Laufpuffer bei den selbstgegossenen Gelen. Fir die
NuPAGE-Gradientengele wurde 1 x MES Puffer (Invitrogen) verwendet und die

elektrophoretische Auftrennung erfolgte zwischen 150 und 180 V.
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2.2.47 \Western-Blot

Nach der GroRen-Auftrennung mittels SDS-PAGE erfolgte der Ubertrag der Proteine mittels
Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran. Hierfir wurde das Wetblot-System der ,,Mini
Trans-Blot® Electrophoretic Tansfer Cell“-Apparatur (Biorad) verwendet. Nach beendeter
Elektrophorese wurde das Gel wie vom Hersteller vorgesehen zusammen mit der Membran,
Schaumstoff und Filterpapier in eine Transfereinheit gespannt. Zuvor wurden alle
Komponenten in 1 x Transferpuffer aquilibriert. Die Transfereinheit wurde in eine Tankblot-
Kammer eingesetzt und die Kammer mit kaltem 1x Transferpuffer gefullt. Das Blotten
erfolgte bei 40 V fir 2 h oder bei 30 V ber Nacht.

Um die Qualitat des Transfers zu Uberprifen, wurden die transferierten Proteine mittels
Ponceau S-Farbung reversibel angeféarbt. Die Entfarbung des Hintergrundes erfolgte mit

dH,0, wodurch rote Proteinbanden sichtbar wurden.

2.2.4.8 Immunologischer Nachweis der Proteine

Nach dem Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte zundchst eine
einstindige Inkubation der Membran in Blockierungspuffer um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit einer geeigneten
Verdlnnung des priméren Antikorpers in 1 x TBS/Tween 20 flr 2 h bei RT oder bei 4 °C
uber Nacht. Zur Entfernung von (berschissigem ungebundenem Antikorper erfolgte ein
dreimaliger Waschschritt fur jeweils 10 min in 1 x TBS/Tween 20. Es erfolgte die
Inkubation der Membran fir 1-2 h mit sekunddren, Peroxidase-konjugierten Antikorpern
bei RT mit anschlielenden drei weiteren Waschschritten in 1 x TBS/Tween 20. Zur
Darstellung der Antikorperbindung wurde die Membran mit HRP-Substrat-Losung
»-Immobilon* (Millipore) benetzt und der sekundére Antikorper konnte mittels der digitalen
Entwicklermaschine ,,LAS 3000* (Fuji) detektiert und photographisch festgehalten werden.
Die Messung der Signalintensitét (optische Dichte, OD) erfolgte mit der Aida Image Analyzer
version 3.28 Software (Ray-test) oder mit der frei zuganglichen ImageJ-Software. Die OD
einer Zielprotein-Bande wurde zu der OD eines Referenzproteins oder zu einem Coomassie-

Gel normalisiert.
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2.2.5 Tierexperimente

2.2.5.1 Morris Water-Maze Test

Allgemeines Konzept:

Der im Jahr 1982 von R.G. Morris beschriebene Morris Water-Maze Test (MWM) ist ein
Verhaltensversuch bei dem Nager in einem Schwimmbecken eine unter der Wasseroberflache
versteckte Plattform als Zielpunkt finden mussen. Der Test dient dazu das radumliche Lernen
von Tieren zu Uberpriifen. Nagetiere eignen sich hervorragend zur Durchfiihrung dieses
Experimentes, da sie Uber ein gutes Schwimm- und Navigationsvermdgen verfiigen.
Gegenuber herkémmlicher Lernexperimente hat der MWM den Vorteil, dass die Tiere nicht
zusatzlich motiviert werden missen, da die alleinige ,,Heimkehrmotivation* (Koehler &
Dinger 1953) ausreicht und sie dazu bewegt einen Fluchtweg aus dem Wasserbecken zu
finden. In dem MWM missen die Tiere zu einer ortskonstanten Plattform schwimmen,

wodurch Ruckschlisse des Experimentators auf komplexe Lernvorgange moglich sind.

In dem hier aufgefuhrten MWM Test soll die Gedé&chtnisleistung von Mausen getestet
werden, indem sie wiederholt zu einer unter der Wasseroberflache verborgenen Plattform
schwimmen und auf dieser fir eine bestimmte Zeit verweilen. Die Orientierung in dem
Schwimmbecken ist mit Hilfe von Landmarken, welche sich an den Positionen Nord, Ost,
Sid und West befinden, moglich. Die Landmarken dienen somit den Mausen als
Referenzpunkte zur Lokalisation im Schwimmbecken. Durch die Wiederholung dieser
Versuchsabldufe konnen die Tiere mit der Zeit eine Orientierungskarte im Hippocampus des
Gehirns, welcher flir die Speicherung von r&umlichen Informationen zustandig ist,
abspeichern. Unterschiede im rdumlichen Lernverhalten bei verschiedenen Mausgenotypen

zeigen somit Beeintrachtigungen oder Schadigungen dieses Gehirnareals an.

Durch die Speicherung der Ortsinformation (der verborgenen Plattform) sollten die Mé&use in
der Lage sein, von jedem beliebigen Punkt des Schwimmbeckens direkt, also zielgerichtet,
zur verborgenen Zielplattform zu schwimmen. Um den Erfolg der Tiere in den Lernversuchen
zu dokumentieren, wird die sog. Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattform in den
Versuchsdurchgdngen gemessen. In den Trainingslaufen werden die Tiere von vier
unterschiedlichen Einsetzpositionen und beim entscheidenden ,,Probe trail* von einer ihnen
bis dahin unbekannten Position in das Schwimmbecken gesetzt. Mit dieser Malinahme soll
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verhindert werden, dass die Tiere einen bereits bekannten Weg abspeichern und nur durch
Abspeicherung der Ortsinformation erfolgreich das Ziel (Plattform) erreichen kénnen.
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2.2.5.2 Morris Water-Maze Test mit APP23/CBN-Mausen

Durch das Morris Water-Maze Experiment sollte die r&umliche Lernleistung wvon
APP23/CBN-Mausen untersucht werden. Der Aufbau und das Protokoll wurden nach den
Erfahrungen von Dr. Ullrich Schmitt vom Institut fur Psychiatrie der Universitatsmedizin
Mainz optimiert.

Versuchsaufbau:

Das Testbecken hatte einen Durchmesser von 97,1 cm und wurde so lange mit Wasser befllt,
bis die Plattform 1,5 cm unter der Wasseroberflache lag. Die Zielplattform hatte einen
Durchmesser von 10 cm und befand sich immer an einer festen Position im Nordosten des
Beckens. Die Plattform bestand aus durchsichtigem Plastik und konnte somit nicht von den
Méusen im Becken gesichtet werden. Dies wurde auch in Vorversuchen getestet, da viele
Méuse in direkter Plattform-N&ahe an dieser vorbei geschwommen sind. Eine Sichtung der
Plattform im Versuchsablauf konnte somit ausgeschlossen werden. Die Wassertemperatur
wurde jeden Tag auf etwa 23-24 °C eingestellt. Eine Einfarbung des Beckens mit
Lebensmittelfarbe war nicht notig, da das Testbecken komplett in Wei3 angestrichen wurde
und die Zielplattform aus transparentem Plastik bestand. Auch die Wénde, sowie die Decke
des Versuchsraumes waren einheitlich weil3. Dies verminderte das Risiko der Detektion von
nicht kontrollierbaren visuellen Landmarken. Die Landmarken flr die Positionen Nord, Ost,
Sld und West bestanden aus aufgedruckten schwarz/weil? Mustern und wurden im DinA4-
Format angefertigt. Es wurden kontrastreiche Muster gewahlt, da bei Mdausen unscharfes
Sehen in grolerer Entfernung zu beobachten ist (Artal et al. 1998). Die Landmarken wurden
in einer H6he und einem Abstand zum Beckenrand befestigt, so dass die M&use diese gut
erkennen konnten. Abbildung 2.2.5.2 A zeigt den schematischen Aufbau eines Morris Water-

Maze und den reellen Aufbau des durchgefiihrten Experimentes.
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Abb. 2.2.5.2 A: Versuchsaufbau des Morris Water-Maze S

Die Abbildung links zeigt schematisch den Aufbau des Morris Water-Maze (aus www.mcg.edu). Die
Zielplattform, die sich 1,5 cm unter der Wasseroberflache befindet ist im Becken eingezeichnet. Die Belichtung
des Raumes erfolgt indirekt. Eine Kamera zur optischen Visualisierung der Schwimmbewegungen ist zentral
Uber dem Schwimmbecken an der Decke befestigt. Die Abbildung rechts zeigt die Landmarken welche die
hypothetischen Himmelsrichtungen (N, O, S, W) markieren und verdeutlicht, dass eine optische Orientierung
mdglich ist.

Eine Kamera zur Visualisierung der Schwimmablaufe wurde zentral tiber dem Becken an der
Decke befestigt und mit einem Computer verbunden, welcher sich hinter einer weillen
Trennwand befand. Durch eine Trennung zum direkten Versuchsraum sollte eine mdgliche

akustische oder olfaktorische Stoérung der Mduse minimiert werden.
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Versuchsdurchfiihrung:

An jedem Tag wurden die Tiere mindestens 30 min vor Versuchsbeginn aus dem
Haltungsraum in den angrenzenden Versuchsraum transportiert. Alle Tiere wurden fur die
Durchfiihrung des Morris Water-Maze eine Woche vor Versuchsbeginn in separaten Kéfigen
gehalten. Vor dem Beginn der Trainingslaufe wurde jedes Tier fur 3 min zur
Akklimatisierung in das Becken gegeben. Dadurch konnten die Tiere die neue Umgebung
kennenlernen und eine mogliche kontraproduktive Auseinandersetzung mit dem kalten
Wasser wurde vor Beginn der Trainingslaufe minimiert. Nach Versuchsdurchfiihrung durften
sich die Tiere fur 2 bis 3 min in einem mit Papier gefullten K&fig, welcher zusétzlich mit einer
Waérmelampe bestrahlt wurde, erholen. In den Trainingsldufen von Tag 1 bis Tag 4 wurden
die Madause von vier verschiedenen Startpositionen des Beckenrandes in einer téglich
variierenden Reihenfolge gesetzt. In jedem Testlauf hatte das Tier maximal 60 sec Zeit um die
unter der Wasseroberflache verborgene Plattform zu finden. Wahrend der Trainingsldufe
(Lernphase) war der Schwimmlauf des Tieres beendet, sobald dieses auf die Plattform
geschwommen war und dort verweilte. War dies binnen 60 sec nicht der Fall, so wurde die
Maus fir 15 sec auf die Plattform gesetzt und erst dann in den Ké&fig zur Erholung gesetzt. In
diesen 15 sec wurde den Tieren eine Orientierung auf der Plattform ermdglicht und somit eine
Einpragung der Position der Plattform mdglich. Zwischen allen Trainingsldufen der
Lernphase hatten die Tiere eine Erholungsphase von etwa 2 bis 3 min. Um den Lernerfolg der
Tiere und eine mogliche neu erworbene rdumliche Strategie zu untersuchen, wurden die

Daten wie folgt analysiert:

e An jedem Tag wurde die Latenz bis zum Erreichen der Plattform gemessen und der
Verlauf der Latenzkurve uber die 4 Trainingsldufe (Testphase) aufgetragen. Dabei
lasst die Abnahme der Latenz lber die Zeit auf einen Lernerfolg deuten.

An Tag 5 erfolgte nach Beendigung der Testphase, der ,,Probe trail“ (Testlauf). Fur diesen
Testlauf wurde die Zielplattform aus dem Becken entfernt und die Tiere an einer neuen
Startposition in das Becken gesetzt. Durch das Einsetzen der Tiere an einer neuen Stelle im
Schwimmbecken sollte verhindert werden, dass die Tiere einen bereits bekannten Weg zur
Position des Ziels abschwimmen. Die Tiere hatten wie in den Trainingslaufen maximal 60 sec
Zeit um die Position der vorher vorhandenen Plattform zu finden. Die Daten der Testlaufe

wurden wie folgt ausgewertet:
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e Die Latenz bis zum Erreichen der Position der entfernten Plattform wurde gemessen.
e Die maximale Anzahl an Kreuzungen zur Position der vorher vorhandenen Plattform

wurde ermittelt.

Abbildung 2.2.5.2 B vedeutlicht in einer Grafik die genaue Versuchsdurchflihrung des Morris

Water-Maze Experiments.
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Abb. 2.2.5.2 B: Versuchsdurchfiihrung des Morris Water-Maze

Durchfiihrung der Trainingsldaufe und des ,Probe trails“ (Testlauf). An Tag 1 erfolgt eine 3 min
Akklimatisierung der Tiere an das Becken. Von Tag 1 bis 4 wurden die Trainingslaufe durchgefiinrt. Jedes Tier
wurde an jedem Tag von 4 unterschiedlichen Positionen in das Becken gegeben und musste in maximal 60 sec
die unter der Wasseroberflache verborgene Plattform finden. An Tag 5 wurde der Testlauf, bei dem die Plattform
aus dem Becken entfernt wurde, durchgefiihrt. Es wurde jeweils die Latenz bis zum Erreichen des Ziels und an

Tag 5 die maximalen Kreuzungen an der Position der entfernten Plattform gemessen.

Zur Auswertung des Morris Water-Maze wurde die von Panlab entwickelte Verhaltens-

Software Smart verwendet.
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2.2.5.3 Der virale-vermittelte Gentransfer ins ZNS

Grundlagen des Gentransfers ins ZNS uber virale Vektoren:

Virale Vektoren eignen sich besonders gut fiir gentechnische Manipulationen des zentralen
Nervensystems und er6ffnen somit neue wissenschaftliche Perspektiven in der
Grundlagenforschung als auch in der Klinik bei der therapeutischen Applikation.

Zur Transduktion eines viralen Vektors in Zielzellen, kloniert man vorerst die benétigte
DNA-Sequenz in das Virengenom. Damit die Viren sich nicht mehr replizieren kénnen,
werden in den meisten Féllen DNA-Bereiche des viralen Genoms ersetzt, welche fur die
Enzyme zur Ausbildung der Hillmembranproteine (Kapsid) verantwortlich sind. Die
Fahigkeit dieser Replikationsinkompetenten Vektoren liegt darin, dass sie sich nicht
unkontrolliert in der Zielzelle vermehren kénnen.

Zu den einfachsten Virentypen zdhlen der Adenovirus oder der Adeno-assoziierte Virus.
Diese Viren bestehen aus einem genetischen Material, welches ausschlieBlich von einer
schutzenden Hiille, dem Kapsid, ummantelt ist. Im Gegensatz zu diesen Virentypen bestehen
hoher entwickelte Viren wie der Retrovirus und der Herpes simplex Virus aus einem Kapsid,
welches zusatzlich von einer Lipid-Doppelschicht umhdllt ist. Alle Virentypen unterscheiden
sich aber in ihrem genetischen Material, in der GroRe und in der Spezifitat zu den Zielzellen.

Adeno-assoziierter Virus (AAV):

Der wildtypische AAV ist ein nicht-pathogenes Virus aus der Familie der Dependoviridae
(lat. parvus: klein). Alle Mitglieder dieser Familie verfligen Uber ein lineares einstrangiges
DNA-Genom und eine sehr starke Resistenz gegenuber Detergenzien und pH-Veranderungen.
Das Genom hat eine GroRe von 4,7 kb und wird von zwei palindromischen Hairpin-
Sequenzen den sog. ,,inverted terminal repeats (ITRs)“ umgeben. Das kleine Genom ist in der
Lage, vier Replikations- und drei Kapsid-Proteine zu exprimieren. Das virale Genom wird
von einem 20 nm dicken Kapsid umgeben, welches eine ikosaedrische Struktur ausbildet.
AAV haben gegeniber Lentiviren den Vorteil, dass sie ihr Genom nicht in die Zielzelle
integrieren und keine Replikation wahrend der Zellteilung aufweisen. Deshalb werden AAV
haufig in der Gentherapie fur eine kurzzeitige Expression eines Genes eingesetzt.

Die AAV werden in verschiedene Serotypen in der Familie der Dependoviridae unterteilt.
Heute werden die AAV in die Klassen der AAV1-5 und der AAV7-9 unterteilt. In den letzten
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funf Jahren ist es gelungen, mehr als einhundert verschiedene AAV Varianten aus humanem-
und primaten-Gewebe zu isolieren (Katano et al. 2004). Der AAV?2 ist der erste infektiose
Klon, welcher in die Laborforschung eingeftihrt wurde (Samulski et al. 1982) und z&hlt heute
zu den am Besten untersuchten und meist benutzten Vektoren. Der rekombinante AAV
(rAAV) wurde als erster Vektor zum Gentransfer ins Gehirn verwendet und das Muster der
Transduktion ist fast vollstandig charakterisiert (Burger et al. 2005).

Bei den rekombinanten AAV-Vektoren fehlen alle viralen Kodierungssequenzen. Dabei
werden die Kodierungssequenzen fir die Replikation und die der Kapsid-Struktur durch eine
Expressionskassette mit dem zu untersuchenden Gen ersetzt (Abb. 2.2.5.3). Die ITRs, welche
das Genom des WtAAV an der 5’ und 3’ Seite flankieren, missen im rAAV erhalten bleiben,
da sie entscheidend beim Prozess des Ausschneidens in der Anwesenheit eines Helfer-Virus
sind.

A B

5 ¥ 5 N
I 1 Replikation I___{Kapsid 1 I I Therapeutisches Gen

Abb. 2.2.5.3: Genomstruktur von Wildtyp (A) und Rekombinanter AAV (B)

Smengresmsser®

Mit der Uberpriifung des sicheren und effizienten Gentransfers durch AAV2-Vektoren durch
Kaplitt und seinen Kollegen (Kaplitt et al. 1994), wurden rekombinante AAV Vektoren
schnell zu einem populdaren Werkzeug fir den Gentransfer ins ZNS. Die Vorteile der rAAV
liegen in der nicht vorhandenen Pathogenitat, dem Neurotropismus und in der Fahigkeit der
anhaltenen Transgenexpression, ohne das Genom der Wirtszelle zu befallen. Die AAV
Injektion wurde schon erfolgreich in einem EAE-Tiermodell der multiplen Sklerose
angewendet (Guy et al. 1998). In in einem Alzheimer-Mausmodell wurde der AAV-Transfer
zur Einschleusung von Antikorpern verwendet, welche sich gegen Amyloid B42 richten. Uber
den Transfer konnte in den injizierten Regionen eine Erneuerung von Oligodendrozyten und

des Myelingerusts beobachtet werden (Desai et al. 2010).
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2.2.5.3.1 Stereotaktische Injektion von AAV-BRI-Ap in CB1-KO Mause

Die stereotaktische Operation ermdglicht eine effiziente Injektion in jede Region des Gehirns.
CB1-Wt und CB1-KO-Mduse, welche von der AG Lutz zur Verfliigung gestellt wurden,
wurden im ersten Schritt intraperitoneal mit einer Losung bestehend aus Fentanyl (0,005
mg/kg), Domitor (0,15 mg/kg) und Dormicum (2,0 mg/kg) anésthetisiert. Die M&use wurden
in einer stereotaxischen Apparatur (Kopf Instruments) fixiert und die Kopfhaut mit einem
Skalpell durch einen Schnitt in rostrocaudaler Richtung entfernt. Anschlielend wurde das
Bregma (Punkt an dem Kranznaht und Pfeilnaht an der Schadeldecke zusammentreffen) auf
der ge6ffneten Schadeldecke gesucht und als Nullpunkt definiert.

Die Adeno-assoziierten viralen Vektoren, welche BRI-AB40 und BRI-AB42 cDNA
beinhalten, wurden unserer Arbeitsgruppe im Rahmen einer Kooperation zur Verfugung
gestellt (Lawlor et al. 2007). Fir die Experimente wurden ausschlieRlich ménnliche Tiere
verwendet. Jeweils 5 CB1-Wildtyp- und 5 CB1-KO-Mdause wurden im Alter von 3 Monaten
bilateral mit einem Volumen von 1 pl, bestehend aus AAV1-BRI-AB40 (Titer: 0,95 x 10°
Virengenome mit Ap40) und AAV1- BRI-AB42 (Titer: 1,1 x 10° Virengenome mit Ap42), in
den Hippocampus injiziert. Die gleiche Anzahl an M&usen wurde mit je 1 pl eines leeren
AAV-Kontrollvektors (Titer: 1 x 10 Virengenome) nach dem beschriebenen Protokoll
behandelt. Die Injektion in den Hippocampus erfolgte 2,0 mm posterior zum Bregma, 2,0 mm
lateral von der Mittellinie und 2,0 mm unter der Oberfliche des Schédels durch eine 34
Gauge-Kanile (World Precision Instruments, USA). Die Vektoren wurden in einer
FlieRgeschwindigkeit von 200 nl/min mit Hilfe des Microsyringe Pump Controller Micro4
(World Precision Instruments) in den Hippocampus injiziert. Nach der Injektion wurde die
Schédeldecke und die Kopfhaut mit sterilem Nahmaterial geschlossen und die Anésthesie der
Méuse mit einer Losung bestehend aus Narcanti (0,12 mg/kg), Antisedan (0,75 mg/kg) und
Anexate (0,2 mg/kg) beendet.

Die phanotypische Untersuchung erfolgte drei und sechs Monate nach Injektion mit Hilfe des
MWM. AnschlieBend wurden die Tiere fur die histologischen und proteinbiochemischen
Untersuchungen getotet.
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2.2.6 Statistik

Die Durchfiihrung jedes Experimentes erfolgte unabhangig drei- bis fliinfmal. Die
Behandlungen mit verschiedenen Cannabinoiden erfolgten immer in doppelten Ansatzen. In
allen Graphiken wurden das arithmetische Mittel und die Standardabweichung aus den
Mittelwerten aller Experimente (SEM) angegeben. Zur Analyse der Daten aus den
proteinbiochemischen, molekularbiologischen und tierexperimentellen Untersuchungen
wurde der Students t-Test verwendet. Mittelwertsvergleiche mit einem * P < 0,05, ** P <
0,01 und *** P < 0,005 wurden als statistisch signifikant eingstuft. Fir die statistische
Auswertung der Trainingsldufe im Morris Water-Maze wurde ein two Way ANOVA mit
Hilfe der Prism 4 Software (Graph Pad) durchgefuhrt.
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3  Ergebnisse

3.1 Der Einfluss von Cannabinoiden auf die APP-Prozessierung

3.1.1 Invitro Analyse der APP-Prozessierung in humanen Neuroblastoma SH-SY5Y -

und murinen N2A-Swe Zellen

Die Prozessierung des APP-Proteins erfolgt durch die Enzyme a-, -, und y-Sekretase (Selkoe
2001) prinzipiell Gber zwei Wege, den amyloiden- und nicht-amyloiden Weg. Zum grofiten
Teil wird das APP-Protein im nicht-amyloiden Weg prozessiert (siehe Abb. 1.1.4.2). Durch
die a-Sekretase kann das potentiell neuroprotektiv wirkende sAPPa entstehen (Guo et al.
1998; Meziane et al. 1998; Turner et al. 2003). Das verbleibende membrangebundene C83
wird anschlieBend ber den y-Sekretase-Komplex zu dem nicht toxischen p3 Peptid (Haass et
al. 1994) und der intrazellularen APP-Domane AICD (APP intracellular domain) gespalten.
Im amyloiden Weg (Abb.1.1.4.2) der APP-Prozessierung entstehen die toxischen Amyloid -
Peptide, die Hauptbestandteile der amyloiden Plaques darstellen.

Um den Einfluss des ECS in Zellkulturen zu untersuchen, musste die Expression des CB1-
Rezeptors in den verwendeten Zelllinien gewéhrleistet sein. Fur diese Arbeit wurde deshalb
die humane Neuroblastoma Zelllinie SH-SY5Y verwendet (Biedler et al. 1973). Diese
Zelllinie verfugt Gber endogenes APP und weist eine hohe mRNA Expression des CB1-
Rezeptors auf (siehe Abb. 3.1.1). Als zweite Linie wurde die murine Neuroblastoma Zelllinie
N2A-Swe verwendet (Thinakaran et al. 1996). Diese Zelllinie wurde zusatzlich gewahlt, da
sie die humane APPggs Mutante stabil Gberexprimiert und detailliertere Analysen der APP-
Prozessierung, sowie die Bestimmung der AB Mengen moglich sind. Die Expression des
humanen und murinen CB1-Rezeptors in SH-SY5Y- und N2A-Swe-Zellen wurde mittels RT-
PCR bestatigt (Abb. 3.1.1).
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SH-SY5Y Citrl

humaner CB1 ——p B =200 bp

N2A-Swe Citrl

200 bp = <— muriner CB1

Abb.: 3.1.1 Expression des humanen und murinen CB1-Rezeptors in Zelllinien

Nachweis des CB1-Rezeptors in humanen SH-SY5Y- und in murinen N2A-Swe-Zellen Uber eine 35 Zyklen
Sattigungs-RT-PCR. Es wurden jeweils 2 pg RNA in die cDNA Synthese eingesetzt. Die mRNA beider
Rezeptoren besitzt eine Grofe von etwa 1400 bp. Der CB1-Rezeptor wird in beiden Zelllinien exprimiert. Zum
Nachweis des humanen und murinen CB1-Rezeptors wurden Primerpaare verwendet, die ein Konstrukt in einer
GroRe von 157 und 165 bp amplifizieren. Als Kontrolle wurde jeweils RNA von SH-SY5Y- und N2A-Swe-
Zellen ohne das RT-Enzym in die cDNA Synthese eingesetzt. Die Kontrollen (Ctrl) zeigten kein amplifiziertes
Konstrukt.

3.1.2 Biochemische Untersuchung der APP-Prozessierung in Zelllinien nach

Cannabinoidbehandlung

Zur Untersuchung der APP-Prozessierung wurden die Zelllinien wie in Punkt 2.2.1.4
beschrieben mit endogenen und synthetischen Cannabinoiden behandelt. Alle Cannabinoide
wurden in nM Konzentrationen eingesetzt. Diese niedrigen Konzentrationen erméglichen
Rezeptor-vermittelte Effekte zu untersuchen. Die Aufreinigung der Zellen erfolgte wie unter
2.2.4.1 beschrieben. AnschlieBend wurden die Uberstande (UB) und die Pellet-Proteinproben
uber eine Gelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (2.2.4.6) und durch
einen Western-Blot (2.2.4.7) auf eine Nitrocellulosemembran ibertragen. Die Membranen mit
den Uberstands-Proben, in denen alle extrazellularen Proteine enthalten sind wurden mit dem
6E10 Antikorper zur Detektion von sAPPa inkubiert. In den Pelletproben (Pellet) befinden
sich alle membranstandigen Proteine. Der Nachweis des APP ,full length* (APPy)-Proteins
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aus dem Pellet, erfolgte mit dem A8717 AntikOrper. Die genauen Epitop-Bindungsstellen
beider Antikorper sind in Abb. 2.1.5 gezeigt. Des Weiteren erfolgte als Protein-Ladekontrolle
eine Inkubation mit einem Tubulin-Antikérper. Der immunologische Nachweis der Proteine

wurde wie unter 2.2.4.8 beschrieben durchgefthrt.

3.1.3 Analyse im Western-Blot

Die Inkubation der SH-SY5Y Zellen mit den CB1-Agonisten AEA und Win2 fuhrte 24 h
nach Behandlung zu einem Anstieg der sAPPa-Spiegel im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen (Abb. 3.1.3 A). Das inaktive Enantiomer Win3, hatte keinen Einfluss auf die
Generierung von sAPPa. Die statistische Auswertung zeigt einen signifikanten Anstieg der
SAPPa-Spiegel von 41 Prozent nach Behandlung mit AEA und Win2.

[10 nM]

UB ctrl AEA Win2 Win3

R B _F F_F B _ B sAPPo. 60 - DCtrIIAEﬁDWinZIWin3
140 A n.s.
120 -
100 A
80 -
60 -
40 A
20 A
- W W W' Tubulin 0

Pellet

sAPPa [% Citrl]

APP;;

UB SH-SY5Y

Abb. 3.1.3 A: Western-Blot Analyse von sAPPa und APPy in SH-SY5Y Zellen nach Cannabinoid-
behandlung

SH-SY5Y Zellen wurden fiir 24 Stunden mit AEA, Win2 und Win3 behandelt. Die Zellen wurden geerntet und
proteinbiochemisch aufgereinigt. Von jeder Probe wurden 30 pg Gesamtprotein auf einem 4-12 % NuPAGE-
Gradientengel aufgetrennt. Die Zelliiberstande wurden an die Gesamtmenge der Proteinprobe angepasst und
jeweils 20 pl Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion von sAPPa erfolgte mit dem 6E10-Antikdrper. Zum
Nachweis von APP; wurde der A8717 Antikorper verwendet und als Ladekontrolle diente Tubulin. Die
graphische Auswertung erfolgte nach Auswertung der optischen Bandenintensitdten mit der Aida Image
Analyzer v.3.28 Software und ist dargestellt als prozentuale Veranderung zur unbehandelten Kontrolle (n=8).
Die Behandlung der Zellen mit 10 nM AEA (*** p< 0,001) und Win2 (** p< 0,01) filhrt zu einem Anstieg der
SAPPo Expression im Vergleich zur Kontrolle.

69



Ergebnisse

In weiteren Versuchsansétzen sollte untersucht werden, ob der Einfluss der Cannabinoide
(AEA und Win2) auf die APP-Prozessierung ein CB1-vermittelter Prozess ist. Dazu wurden
SH-SY5Y Zellen mit dem CB1-Rezeptor-Antagonisten Rimonabant (SR) 20 min vorinkubiert
und anschlieBend 10 nM AEA hinzu gegeben. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und die
APP-Prozessierung tber Western-Blot analysiert.

Die gleichzeitige Inkubation der Zellen mit AEA und SR fiihrte zu keinem Anstieg der
SAPPa-Spiegel (Abb. 3.1.3 B), wie sie durch alleinige Inkubation mit AEA zu sehen waren.
Die alleinige Gabe von SR hatte keinen Effekt auf die APP-Prozessierung. Die Ergebnisse

deuten auf einen CB1-vermittelten Effekt auf die APP-Prozessierung hin.

[10 nM] O Ctrl mAEA B AEA+SRE SR

UB <ctrl AEA SR AEA+SR 160 - x
140
120
100
80 -
60 -
40 1
20 -

- D e e SAPPG

Pellet

APPy

sAPPa [% Cirl]

T e v s | Tubulin

UB SH-SY5Y

Abb. 3.1.3 B: Western-Blot Analyse von sAPPa und APPyg in SH-SY5Y Zellen nach Inkubation mit SR
SH-SY5Y Zellen wurden fiir 24 Stunden mit AEA und SR behandelt. Bei gleichzeitiger Gabe von AEA und SR
erfolgte eine Vorinkubation mit SR von 20 min. Die Detektion von sAPPa erfolgte mit dem 6E10-Antikorper.
Zum Nachweis von APP; wurde der A8717 Antikdrper verwendet und als Ladekontrolle diente Tubulin. Die
graphische Auswertung erfolgte nach Auswertung der optischen Bandenintensitdten mit der Aida Image
Analyzer v.3.28 Software und ist dargestellt als prozentuale Veranderung zur unbehandelten Kontrolle (n=8).
Die Inkubation mit SR bei gleichzeitiger Gabe von AEA (n=3) fiihrte zu einer Reduktion der SAPPa-Spiegel

(* p<0,05).

Zur Untersuchung der APP-Prozessierung wurde weiterhin die murine N2A-Swe Zelllinie
verwendet. Die Behandlung der Zellen mit AEA und Win2 erfolgte wie oben beschrieben.
Die Inkubation mit AEA und Win2 flihrte um 20-40 % verstéarkte SAPPa-Spiegel in N2A-Swe
Zellen (Abb. 3.1.3 C). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle konnten allerdings nur nach
Behandlung mit AEA ermittelt werden. Die Cannabinoidbehandlung fiihrte in keinem der

Versuchsdurchgange zu einer Veranderung der APPg-Proteinmengen.
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Abb. 3.1.3 C: Western-Blot Analyse von sAPPa und APPy in N2A-Swe Zellen

N2A-Swe Zellen wurden fiir 24 Stunden mit AEA und Win2 behandelt. Die Detektion von sAPPa erfolgte mit
dem 6E10-Antikorper. Zum Nachweis von APPy wurde der A8717 Antikorper verwendet und als Ladekontrolle
diente Tubulin. Die graphische Auswertung erfolgte nach Auswertung der optischen Bandenintensitdten mit der
Aida Image Analyzer v.3.28 Software und ist dargestellt als prozentuale Verdnderung zur unbehandelten
Kontrolle. Die Inkubation mit AEA (** p<0,01) und Win2 filhrte zu erhéhten sAPPa-Spiegeln (n=3).

In den hier untersuchten Zelllinien konnten nach Cannabinoidbehandlung erhéhte sAPPa-
Spiegel ermittelt werden. Die Menge des APPy-Proteins blieb jeweils konstant. Damit konnte
gezeigt werden, dass die erhdhten sAPPa-Spiegel nicht durch einen Anstieg in der Expression
des APP-Molekiils verursacht werden.

Der CB1-Rezeptor ist tUber die Membran direkt an inhibitorische Proteine des Gi,-Typs
gekoppelt. Uber eine Aktivierung des Rezeptors durch CB1-Agonisten konnten die
Proteinspiegel des neuroprotektiven SAPPa erhdht werden.

3.1.4 Analyse der Ap-Peptide nach Cannabinoidbehandlung

Die Uberexpression von APP in N2A-Swe Zellen ermdglicht die Untersuchung der Amyloid
B-Peptidmengen nach Cannabinoidbehandlung mit Hilfe eines kolorimetrischen ELISA. Dazu
wurden die Zellen mit 10 nM AEA und Win2 behandelt und proteinbiochemisch aufgereinigt.
Die Zelllberstande mit den l6slichen AB-Peptiden wurden an die gemessenen Proteinproben
der Pellet-Fraktion angepasst. Anschlieend wurden die Amyloid B Mengen im ELISA nach
2.2.45 bestimmt. Aufgrund der sehr geringen Gesamtmenge an AP42-Peptiden in den

Zelluberstanden war es nur moglich die Proteinmenge von AB40 zu bestimmen.
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Die Behandlung mit AEA bzw. Win2 fuhrte jeweils zu einer signifikanten Reduktion der
AP40 Mengen (Abb. 3.1.4). Durch die Behandlung mit Win2 wurde Ap40 um 33 % reduziert.
AEA flhrte zu einer Reduktion von tber 50 %.
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Abb.3.1.4: AB40-ELISA im N2A-Swe Zell-Uberstand 24h nach Cannabinoidbehandlung

Quantifizierung der im ELISA gemessenen AB40-Proteinmengen in N2A-Swe Zellen. Die Zellen wurden fr
24h mit AEA und Win2 in einer Konzentration von 10 nM behandelt. Die Menge an AB40 wurde anhand einer
Standardreihe ermittelt und zur Quantifizierung in Prozent umgerechnet und auf die Kontrolle normiert. Die
Behandlung mit AEA (*** p< 0,001) und Win2 (* p< 0,05) flihrte zu signifikant reduzierten ApP40-

Proteinmengen (n=4).

3.1.5 a-und B-Sekretase Aktivitatsmessungen nach Cannabinoidbehandlung

Die Cannabinoidbehandlung in den hier verwendeten Zelllinien fuhrte zu verédnderten SAPPa-
Spiegeln, sowie zur Reduktion der AB Mengen. Im néchsten Schritt der Untersuchungen
sollte deshalb die Aktivitat der APP-schneidenden Enzyme untersucht werden. Dazu wurden
SH-SY5Y Zellen fur 24 h mit AEA, Win2 und 2-AG in einer Endkonzentration von 10 nM
behandelt. Die Aktivitatsmessungen der a- und p-Sekretase wurden wie unter 2.2.4.4
beschrieben durchgefiihrt.

Die Cannabinoidbehandlung fiihrte in vier unabhdngigen Experimenten zu keiner

Veranderung der a- oder B-Sekretase Aktivitét.
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Abb. 3.1.5: Aktivitdtsmessung der a- und B-Sekretase in SH-SY5Y Zellen nach Cannabinoidbehandlung

SH-SY5Y-Zellen wurden fiir 24 h mit AEA, Win2 und 2-AG in einer Konzentration von 10 nM behandelt. Die
Zellen wurden biochemisch aufgereinigt und die Aktivitat nach Angaben des Herstellers mit den Kits der Firma
R & D Systems bestimmt. Zur Quantifizierung wurden die gemessenen Werte in Prozent umgerechnet und auf
die Kontrolle normiert. Die Behandlung mit Cannabinoiden filhrte zu keiner Verédnderung in der Aktivitat von

der a- oder B-Sekretase.

3.1.6 Untersuchung der a- und B-Sekretase Expression in Zelllinien nach

Cannabinoidbehandlung

Ein moglicher Effekt der Cannabinoidbehandlung auf die Expression der Sekretasen sollte
mittels Real-time PCR untersucht werden. Die Analyse erfolgte in N2A-Swe Zellen. Die
Zellen wurden in einer Zeitreihe von vier, sechs, acht und 24 Stunden mit AEA und Win2
behandelt. Anschlieend wurde RNA aus der Zelle isoliert und die gewonnene cDNA in der
PCR analysiert.

In der Zeitreihe konnte sechs Stunden nach Inkubation der Zellen ein Anstieg in der
Expression der a- und B-Sekretase nach AEA und Win2 Behandlung beobachtet werden
(Abb. 3.1.6). Die Expression der -Sekretase war dabei signifikant erhoht im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Die Behandlung der Zellen mit AEA und Win2 zeigte 24 Stunden
nach Inkubation keinen Einfluss auf die Expression der p-Sekretase. Trotz eines leichten
Anstiegs der o-Sekretase Expression nach Win2- oder AEA-Behandlung gab es keine

signifikanten Unterschiede in der Expression zur unbehandelten Kontrolle.
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Abb. 3.1.6: a- und g-Sekretase Expression in N2A-Swe Zellen nach Cannabinoidbehandlung

N2A-Swe Zellen wurden mit 10 nM AEA und Win2 behandelt und in einer Zeitreihe von 4, 6, 8 und 24 h
geerntet. Die RNA wurde aus den Zellen isoliert und die cDNA in einer Real-time PCR auf die Expression der
a- und B-Sekretase analysiert. Zur Quantifizierung wurden die gemessenen Werte in Prozent umgerechnet und
auf die Kontrolle normiert. In der Zeitreihe ist ein Anstieg der a- und B-Sekretase-Expression 6 h nach
Inkubation mit AEA und Win2 zu beobachten (n=3). 24 h nach der Inkubation mit AEA und Win2 ist ein
Anstieg in der Expression der o-Sekretase zu beobachten (n=4). Die Expression der B-Sekretase blieb konstant

(n=4). Unterschiede zur Kontrolle (Ctrl) wurden mit einem * p< 0,05 und *** p< 0,001 als signifikant eingestuft.
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3.2 Untersuchung der Rolle des CB1-Rezeptors im APP23 Mausmodell
3.2.1 Charakterisierung der APP23/CBN doppelt-transgenen Mausstamme
3.2.1.1 Invivo Untersuchung des APP23/CBN Mausstamms

Um die Auswirkungen des CB1-Rezeptor-Knockouts in transgenen APP23 Mausen zu
analysieren, wurden zu Beginn der Untersuchungen APP23/CB1*"- mit CB1*"-Mausen wie in
2.1.7 beschrieben gekreuzt. Durch die Verpaarung war es moglich folgende Genotypen im
APP23/CBN-Stamm zu erhalten: APP23/CB1*"*, APP23/CB1*", APP23/CB1”", CB1"",
CB1"", CB1”. Damit die Effizienz an Geburten gesteigert werden konnte und vermehrt
Mé&use mit einem bestimmten Genotyp geboren werden, wurden unterschiedliche Zuchtpaare
angesetzt, die in Tabelle 3.2.1.2 A aufgeflhrt sind. Direkt nach der Geburt und nach der
Praparation wurde der Genotyp der Tiere des APP23/CBN-Mausstamms berprift.

3.2.1.2 APP23/CBN Kreuzungen und Analyse der Uberlebensrate

Zur Ermittlung der Uberlebensrate und zur Analyse der Nachkommensverteilung der
APP23/CBN Genotypen, wurden zundchst alle Nachkommen unabhéngig von der VVerpaarung
und dem Geschlecht ausgezéhilt.

Um die Geburteneffizienz des APP23/CB1”-Genotyps zu erhdhen wurden unterschiedliche

Zuchtpaare angesetzt die in Tabelle 3.2.1.2 aufgefihrt sind:

Tabelle 3.2.1.2
Wt/CB1" (3) verpaart mit APP23/CB1*" (Q)
APP23/CBN F1 Nachkommen | Prozentverteilung Mortalitat Geburtenrate*
Genotypen Nachkommen in % nach Mendel in % in %
APP23/CB1™* 0 0 0 0 -
APP23/CB1™" 104 36,24 25 % 13,46 -
APP23/CB1” 45 15,68 25 % 37,78 62
cBL™”* 0 0 0 0 -
CB17 32 11,15 25 % 9,38
CB1” 106 36,94 25 % 11,32

* Geburtenrate (Anteil der erwarteten Mendelschen Verteilung in Prozent)

75




Ergebnisse

WH/CB1*" (&) verpaart mit APP23/CB1*" (Q)

APP23/CBN F1 Nachkommen | Prozentverteilung Mortalitat Geburtenrate*
Genotypen Nachkommen in % nach Mendel in % in %

APP23/CB1™" 27 23,28 12,50 % 18,52 -
APP23/CB1™" 26 22,41 25 % 19,23 -
APP23/CB1" 10 8,62 12,50 % 30 80

CB17* 6 517 12.50 % 16,67 -

CB17 23 19,83 25 % 8,7 -

CB1” 24 20,63 12,50 % 12,5 -

Wt/CB1" (?) verpaart mit APP23/CB1*" (3)

APP23/CBN F1 Nachkommen | Prozentverteilung Mortalitat Geburtenrate*
Genotypen Nachkommen in % nach Mendel in % in %

APP23/CB1™" 26 15,38 12,50 % 15,38 -
APP23/CB1™" 42 24,85 25% 14,29 -
APP23/CB1" 6 3,55 12,50 % 33,33 28

CB17* 13 7,69 12.50 % 7,69 -

CB17 60 355 25% 10 -

CB1” 22 13,02 12,50 % 13,64 -

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zuchtpaare zeigten eine erhdhte Mortalitatsrate flr den
APP23/CB17-Genotyp. Wurden ménnliche CB1”- mit weiblichen APP23/CB1*"-Mausen
verpaart, lag die Sterberate fiir den APP23/CB17-Genotyp bei 37,78 % und die Geburtenrate
bei 62 %. Bei der Verpaarung von mannlichen CB1*"- mit weiblichen APP23/CB1*"-Mausen
lag die Sterberate bei 30 % und die Geburtenrate bei 80 %. Uber die Kreuzung von
mannlichen APP23/CB1*"- mit weiblichen CB1*"-Mausen wurde in den F1-Nachkommen
eine Sterberate von 33,3 % und eine Geburtenrate von 28 % erreicht. In keiner der
Kreuzungskombinationen konnte eine 100%ige Geburtenrate des APP23/CB1”-Genotyps wie
sie nach Mendel zu erwarten gewesen waére, erreicht werden. Die grofite Anzahl an
Nachkommen entstand durch die Verpaarung von mannlichen APP23/CB1*"- mit weiblichen
CB1*"-Méausen.

Fur die Untersuchung des APP23/CBN-Mausstamms wurden ausschliel3lich mannliche Tiere
verwendet. Insgesamt sind 251 Tiere in die einzelnen Experimente eingegangen. Fir alle
Genotypen wurde die Uberlebensrate bestimmt und prozentual in einer Uberlebenskurve
dargestellt (Abb. 3.2.1.2). Dabei gingen alle Tiere in die Auswertung ein, die nicht vorzeitig
(<20 Monate) fir die biochemischen oder histologischen Untersuchungen prépariert wurden.

Fur den APP23/CB17-Genotyp wurde eine sehr niedrige Uberlebensrate (46 %), gefolgt vom
APP23/CB1**-Genotyp (72 %), APP23/CB1"-Genotyp (78 %), CB1”-Genotyp (82 %),
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CB1"*-Genotyp (89 %) und dem CB1"-Genotyp (91 %) ermittelt. Durch die
Uberlebenskurve wird das sehr frihe Versterben der Tiere des APP23/CB17-Genotyps
verdeutlicht.

Die Sterberate des APP23/CB1"*- und CB1”-Genotyps war im Vergleich zum Wildtyp
(CB1"*-Genotyp) erhoht. Ein frithzeitiges Versterben von CB1 transgenen- und APP23
transgenen-Tieren wurde bereits beobachtet (Zimmer et al. 1999; Ittner et al. 2010a) und
konnte hier zumindest fiir den APP23/CB1**-Genotyp bestatigt werden. Die Uberexpression
von APP in CB1-Knockout Tieren scheint diesen Effekt nochmals zu erhéhen.
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Abb. 3.2.1.2: Analyse der Uberlebensrate im APP23/CBN-Mausstamm

Ermittlung der Uberlebenskurve im APP23/CBN-Mausstamm aus insgesamt 251 mannlichen Tieren.
Eingeflossen sind die Tiere, die nicht vor dem 20. Monat fiir anderweitige Analysen préapariert wurden. Folgende
Uberlebensraten zum Zeitpunkt 20 Monate wurden ermittelt: APP23/CB1™: 46 % (n=13), CB1"": 82 % (n=49),
APP23/CB1""*: 72 % (n=29), CB1""": 89 % (n=17), APP23/CB1"": 78 % (n=77), CB1*": 91 % (n=66). Anhand
der Uberlebenskurve wird ersichtlich, dass die Tiere des APP23/CB1™”-Genotyps vermehrt in einem Alter von

etwa 2 bis 6 Monaten versterben.
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3.2.1.3 Durchschnittsgewicht des APP23/CBN Mausstamms

Nach der Untersuchung der Uberlebensrate sollte das Gewicht aller Genotypen des
APP23/CBN-Mausstammes  ermittelt ~ werden.  Abbildung  3.2.1.3  zeigt das
Durchschnittsgewicht von 20 Monate alten APP23/CBN-Genotypen.

APP23/CB1™-Méause zeigten das geringste Durchschnittgewicht (28,06 g), gefolgt vom CB1™
-Genotyp (32,06 g), APP23/CB1"*-Genotyp (32,52 g), APP23/CB1*"-Genotyp (33,73 g),
CB1""-Genotyp (35,54 g) und dem CB1"*-Genotyp (38,22 g). Im Durchschnitt besitzen die
CB1"*-Tiere ein signifikant hheres Gewicht als alle anderen Genotypen des APP23/CBN-
Mausstamms mit Ausnahme des CB1*-Genotyps. Des Weiteren besitzen die APP23/CB1™-
Mause ein signifikant geringeres Gewicht im Vergleich mit den CB1”-, APP23/CB1**- und
APP23/CB1*"-Tieren,

Durchschnittsgewicht 20 Monate alter APP23/CBN-Mause
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Abb. 3.2.1.3: Durchschnittsgewicht von 20 Monate alten Tieren des APP23/CBN-Mausstamms

Das Durchschnittsgewicht wurde fir alle gemessenen Tiere aus einem Genotyp gemittelt, die
Standardabweichung berechnet und die Werte aller Genotypen statistisch gegen den CB1**-Genotyp
(Kontrollgruppe) ausgewertet. Unterschiede zur Kontrolle wurden mit einem * p< 0,05, ** p< 0,01 und *** p<
0,001 als statistisch signifikant eingestuft. Alle Genotypen mit Ausnahme des CB1"-Genotyps besitzen ein
signifikant geringeres Gewicht. Im Vergleich zur den CB1”-, APP23/CB1"*- und APP23/CB1""-Tieren sind
APP23/CB1™"-Méause signifikant leichter.
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Im Vergleich zu den Kontrolltieren wurde fir das APP23 transgene Mausmodell ein
signifikant geringeres Gewicht publiziert (Lalonde et al. 2005), was mit den hier gewonnenen
Ergebnissen in etwa Ubereinstimmt. Ebenfalls fur die von der Arbeitsgruppe Lutz verwendete
CB1"-Maus wurde eine signifilkante Gewichtsabnahme beobachtet (Cota et al. 2003). Der in
dieser Arbeit fir den CB1”-Genotyp ermittelte signifikante Gewichtsverlust konnte von
Zimmer et al. jedoch nicht bestatigt werden (Zimmer et al. 1999).

Generell ist aber beobachtet worden, dass genetisch manipulierte Tiere Uber ein geringeres
Gewicht im Vergleich zu den Kontrollen verfugen (Thullier et al. 1997).
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3.2.2 Untersuchung der APP-Prozessierung im APP23/CBN doppelt transgenen

Mausstamm

3.2.2.1 Histologische Untersuchungen der Plaguebelastung

Zur Analyse der Plaquebelastung im APP23/CBN-Mausstamm wurden coronale Schnitte der
linken Gehirnhélfte angefertigt und diese zur Detektion von senilen Plaques wie unter 2.2.2.2
beschrieben mit dem Amyloid-bindenden Farbstoff Kongorot gefarbt. Zur Abgrenzung der
Zellkerne wurde parallel eine Hdmatoxylin Farbung durchgefuhrt. Die einzelnen Schnitte
wurden anschlieBend unter einem Mikroskop im Hellfeld analysiert. Im APP23 transgenen
Mausstamm ist eine Detektion von Plaques friihestens im Alter von 6 Monaten beschrieben
worden (Sturchler-Pierrat et al. 1997). Abbildung 3.2.2.1 (A) zeigt Gehirnausschnitte von 4,
14 und 20 Monate alten APP23/CB1""*-Méausen.

4 Monate 14 Monate 20 Monate

keine Plaques ~ 15 Plaques ~ 50 Plaques

Abb.: 3.2.2.1 A: Plaquebelastung in APP23/CB1"*-Mausen
Detektion von kongorot-gefarbten amyloiden Plaques in APP23/CB1

+/+

-Mausen. Im Alter von 4 Monaten

+/+

koénnen keine Plaques in den Tieren nachgewiesen werden. In 14 Monate alten APP23/CB1™"-Mausen sind im

Mittel ca. 15 Plaques im Gesamthirn zu detektieren. Nach 20 Monaten weisen die Tiere etwa 50 Plaques auf, die

verstarkt in der CA1-Region des Hippocampus auftreten (siehe Vergroferung).

+/+

Zu Beginn der histologischen Untersuchungen wurden APP23/CB1™"-Mduse im Alter von 4
Monaten auf eine Plaquebelastung analysiert. Bei keinem Tier konnten amyloide Plaques
gefunden werden. Erst in den Hirnschnitten 14 Monate alter APP23/CB1**-Mause konnten
durch Kongorot gefarbte amyloide Plaques detektiert werden. Die Menge an Kongorot-
positiven Plaques im Gesamtgehirn variierte in den Tieren und lag im Mittel bei ca. 15

Plaques pro untersuchtem Tier. Aufgrund der noch sehr geringen Gesamtanzahl wurden die
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Tiere im Alter von 20 Monaten auf amyloide Plaques untersucht und im Mittel konnten etwa
50 Plagues pro Gehirnschnitt ausgezéhlt werden. In 20 Monate alten M&usen treten vermehrt
Plaques in Bereichen oberhalb der CA1-Region des Hippocampus auf (siehe Abb. 3.2.2.1 A
VergroRerung). Die detektierten Plaques variierten in ihrer GroRe. Viele Plaques waren
gemal der Einteilung nach Stalder et al. von mittlerer GroRe (Stalder et al. 1999). Vereinzelt
traten aber auch groRere Plaques, meist im Bereich des Subicullums, auf. Die senilen Plaques
sind kreisférmig von Zellkernen umgeben, die den Mikrogliazellen zuzuordnen sind. Durch
die Farbung mit Hamatoxylin war es moglich die Zellkerne von Neuronen im Bereich des
Hippocampus zu detektieren. In direkter Nahe zu den senilen Plaques ist ein Verlust der
Neurone zu beobachten (siehe Abb. 3.2.2.1 A Vergr6lRerung). Eine Abnahme bzw.
strukturelle VVerdnderung pyramidaler Neurone wurde auch in der Literatur fur das APP23
transgene Mausmodell lokal fir die CA1-Region des Hippocampus beschrieben und ist auf
die Bereiche mit amyloiden Plaques konzentriert (Calhoun et al. 1998).

Die Quantifizierung der amyloiden Plaques in 20 Monate alten Tieren erfolgte in den
APP23/CB1**-, APP23/CB1"" und APP23/CB1"-Mausen mit Hilfe der Kongorot-
Féarbungen. Zur Analyse der Plaguebelastung wurden pro Tier jeweils 3 Schnitte im Bereich
von Bregma -2,70 mm, -2,46 mm und -1,70 mm bezuglich der Plagqueanzahl ausgez&hlt. Die
Regionen Hippocampus und Cortex wurden getrennt ausgezahlt und die Gesamtanzahl von
Plagues im Gehirn berechnet.

Abbildung 3.2.2.1 B zeigt die Plaquebelastung in APP23/CB1”, APP23/CB1** und
APP23/CB1*"-Méusen.

Die Quantifizierung der Plaque-Anzahl im Hippocampus, Cortex und im Gesamtgehirn in 20
Monate alten APP23/CBN-Méausen ergab signifikante Unterschiede in den untersuchten
Genotypen. APP23/CB1"*-Mause weisen eine signifikant hohere Anzahl an amyloiden
Plaques im Hippocampus (p< 0,01), Cortex (p< 0,01) und im Gesamtgehirn (p< 0,01) im
Vergleich zu APP23/CB1"-Mause auf. Der APP23/CB1”-Genotyp zeigt ebenfalls
signifikante Unterschiede in der Plagueanzahl (p< 0,05) zum APP23/CB1"*-Genotyp mit

Ausnahme der Cortexregion (p< 0,07).
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Abb.: 3.2.2.1 B: Quantifizierung der Plaquebelastung im APP23/CBN-Mausstamm

Quantifizierung der durch kongorot-gefarbten Plaques in APP23/CB1”- (n=5), APP23/CB1"*- (n=9) und
APP23/CB1""-Mausen (n=13) im Alter von 20 Monaten. Pro Tier wurden die Plagues in 3 Hirnschnitten in den
Bereichen Bregma —2,70 mm, -2,46 mm und -1,70 mm ausgezahlt. Die ausgezahlten Werte aus den einzelnen
Genotypen wurden gemittelt und fir alle der SEM berechnet. Die Plaguebelastung zwischen den Genotypen
wurde fur die Regionen Hippocampus, Cortex und das Gesamtgehirn ermittelt. In allen Regionen und im
Gesamtgehirn, mit Ausnahme des Cortex im APP23/CB1™-Genotyp (p< 0,07), zeigen APP23/CB1""-Mause und
APP23/CB1"-Mause eine statistisch geringere Anzahl an Plaques verglichen mit APP23/CB1"*-Mausen (*p<
0,05, (**p=<0,01).

Zur besseren visuellen Darstellung der amyloiden Plaques wurden Fluoreszenzfarbungen der
Gehirne von 20 Monate alten Mdausen angefertigt. Die indirekte Immunfluoreszenzfarbung
der Gehirnschnitte erfolgte wie unter 2.2.2.3 beschrieben. Amyloid Plagues wurden mit dem
monoklonalen 6E10-Antikorper (Cy3; rot), welcher an APP bindet, gefarbt und die Zellkerne
uber eine DAPI-Farbung (blau) visualisiet. Ein deutlicher Unterschied in der Plaqueanzahl in
den Bereichen des Subicullums und der CAl-Region des Hippocampus zwischen dem
APP23/CB1**-Genotyp im Vergleich zur APP23/CB1*" und APP23/CB1”-Maus konnte
mittels Immunfluoreszenz ermittelt werden (Abb. 3.2.2.1 C).
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APP23/CB1-- APP23/CB1+* APP23/CB1*-

Abb. 3.2.2.1 C: Detektion von Amyloid Plaques mittels Immunfluoreszenz
Zur Detektion von Amyloid Plaques Uber die Immunfluoreszenz wurden Schnitte von 20 Monate alten Tieren
mit dem 6E10-Antikdrper behandelt und tiber einen Cy3-gekoppelten Zweitantikorper die Plaques im Rotkanal
sichtbar gemacht. Die Zellkerne wurden tiber eine DAPI-Farbung (blau) visualisiert. Der APP23/CB1**-
Genotyp zeigt eine deutlich héhere Anzahl an Plaques in Bereichen der CAl-Region des Hippocampus und im
Subicullum im Vergleich zu den APP23/CB1™" und APP23/CB1”-Genotypen.

Im Cerebellum der hier untersuchten Genotypen konnten zu keinem Zeitpunkt (4, 12, 20
Monate) senile Plaques Uber eine Kongorot- oder Immunfluoreszenzfarbung detektiert

werden.

3.2.2.2 Analyse der Neuroinflammation

In der Alzheimer Demenz ist nach Ausbruch der Krankheit eine starke Neuroinflammation zu
beobachten (Wee Yong 2010). Mit dem Auftreten der amyloiden Plaques kommt es zu einer
verstarkten ~ Aktivierung von  Mikroglia- und  Astrogliazellen. Diese erhdhte
Neuroinflammation wurde bereits in der APP23 transgenen Maus beschrieben (Bornemann &
Staufenbiel 2000).

Im APP23/CBN-Mausstamm sollte eine mogliche Aktivierung von neuroinflammatorischen
Markern untersucht werden. Dazu wurden die angefertigten coronalen Gehirnschnitte von 20
Monate alten APP23/CB1” und APP23/CB1"*-Mausen mit Antikdrpern gegen
Astrogliazellen (GFAP) und Mikrogliazellen (Tomatolektin) gefarbt und zur Detektion der
amyloiden Plaques mit Antikérpern gegen APP gegengefarbt.

In Abbildung 3.2.2.2 sind die Fluoreszenzaufnahmen von 20 Monate alten Tieren dargestelit.
Eine Uber die GFAP- und Tomatolektin-Farbung visualisierte Astroglia- und
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Mikrogliaaktivierung war in beiden Genotypen fast nur im Bereich der Amyloid Plaques zu
beobachten. Die aktivierten Mikrogliazellen kreisen die Plaques in direkter Nahe ein.
APP23/CB1*"*-Mause zeigen eine wesentlich starkere Neuroinflammation im Vergleich zu
APP23/CB17-Mausen. Die aktivierten Astroglia- und Mikrogliazellen treten im Cortex,
Subicullum und der CA1-Region, den Bereichen hoher Plague-Dichte, auf.

Astrogliazellen Mikrogliazellen

Hippocampus Cortex Hippocampus Cortex

APP23/CB1**

APP23/CB1-

Abb. 3.2.2.2: Neuroinflammation in APP23/CB1"* und APP23/CB1"-Tieren
Neuroinflammation in Form von aktivierten Astroglia- und Mikrogliazellen in 20 Monate alten APP23/CB1

+/+

und APP23/CB1™-Tieren. In Bereichen der Plaques sind vermehrt aktivierte Astroglia- und Mikrogliazellen zu
sehen. Die Mikrogliazellen ordnen sich in einer kreisformigen Struktur direkt um die amyloiden Plaques an. Die
Menge an aktivierten Astro- und Mikrogliazellen ist in APP23/CB1**-Tieren im Vergleich zum APP23/CB1"-
Genotyp erhoht.
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3.2.2.3 Analyse der Neuronendichte im Hippocampus und Cortex

In der APP23 transgenen Maus wird ein regionenspezifischer Verlust von Neuronen
beschrieben (Calhoun et al. 1998). Ein signifikanter Verlust von pyramidalen Neuronen
konnte ausschliellich in der CAl-Region des Hippocampus beschrieben werden. Im
Neocortex hingegen konnten keine Unterschiede im Vergleich zu den Kontrolltieren
festgestellt werden. Der Neuronenverlust korrelierte mit der Plaque-Menge und es wurde eine
zerrissene neuronale Zytoarchitektur beobachtet. In CB1-Rezeptor-Knockout Mé&usen wurde
ebenfalls eine Abnahme an pyramidalen Neuronen in der CAl- und CAS3-Region des
Hippocampus beschrieben (Bilkei-Gorzo et al. 2005). Beide Tiermodelle weisen ein
schlechtes Lernverhalten auf, das sehr wahrscheinlich auf den Neuronenverlust in den CAl-
und CA3-Regionen zuriickzufihren ist, da in diesen Regionen die Langzeitpotenzierung von

Informationen im Gehirn verankert sind (Izquierdo et al. 2008).

Ein moglicher Neuronenverlust im Gehirn sollte deshalb mit Hilfe der Immunfluoreszenz in
APP23/CB1**-, APP23/CB1*" und APP23/CB1”-Mausen untersucht werden. In keinem der
APP transgenen Genotypen konnte ein offensichtlicher Verlust an Neuronen in 4 und 20
Monate alten Mdusen im Hippocampus beobachtet werden.

In Gehirnregionen in denen verstarkt Amyloid Plaques auftreten, wurde ein Verlust von
Neuronen in direkter Ndhe zu den senilen Plaques im APP23 transgenen Mausmodell
beschrieben (Calhoun et al. 1998). Dieser Neuronenverlust in unmittelbarer N&he zu den
Plagues konnte auch in dieser Arbeit bei APP23/CB1"*-Mausen in Bereichen hoher
Plaguedichte festgestellt werden. In Abbildung 3.2.2.3 st die Cortexregion einer
APP23/CB1"*-Maus dargestellt. Die Zellkerne wurden iiber DAPI, Neurone mit dem NeuN-
Antikorper (Cy3) und aktivierte Mikrogliazellen, die sich um amyloide Plagues sammeln,
durch FITC-gekoppeltes Tomato-Lektin visualisiert.

Die Farbung mit dem Neuronenmarker NeuN zeigt kein Fluoreszenzsignal in direkter Nahe

zu den Plaques. Im Plaque-Bereich konnen keinerlei Zellkerne detektiert werden (DAPI). In
den Bereichen der Amyloid Plaques findet somit eine Degeneration von Neuronen statt.
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tomato lectin

Abb. 3.2.2.3: Neuronenverlust im Cortex in direkter Umgebung zu Amyloid Plaques

Ausschnitt aus der Cortexregion einer APP23/CB1"*-Maus. Die Zellkerne wurden mit DAPI, Neurone und
Mikrogliazellen durch NeuN (Cy3) bzw. FITC-gekoppeltes Tomato-Lektin visualisiert. In unmittelbarer
Umgebung zu den amyloiden Plaques ist kein NeuN-Signal zu sehen, was auf eine Degeneration der Neurone in
dieser Region hinwveist.
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3.2.2.4 Biochemische Analyse der APP-Prozessierung im APP23/CBN Mausstamm

Die Prozessierung des APP-Molekiils im amyloiden Weg fuhrt zur erhohten Bildung der
toxischen AB40- und AP42-Peptide. Diese konnen im Extrazellularraum zu hoher
molekularen Fibrillen und letztendlich zu Amyloid Plaques aggregieren. In der APP23
transgenen Maus wurde durch die erhéhte Prozessierung im amyloiden Weg die Ausbildung
und das Auftreten von senilen Plaques beschrieben (Sturchler-Pierrat et al. 1997).

Die biochemische Prozessierung des APP-Proteins sollte deshalb im APP23/CBN-
Mausstamm durch Western Blot und ELISA untersucht werden. Die Expression von mutanten
humanem APP im APP23/CBN-Mausstamm erfolgt unter der Kontrolle des Thyl-Promotors.
Zusatzlich zu den biochemischen Analysen wurden APP23/CB1**-, APP23/CB1*" und
APP23/CB17-Mause hinsichtlich der APP Expressionspiegel tber eine Real-time PCR

untersucht.

3.2.25 APP-Prozessierung im APP23/CBN Mausstamm

Fur die Untersuchung der APP-Prozessierung wurde Hippocampus-Gewebe nach 2.2.4.2
aufgereinigt. Je 20 pg der Proteinproben wurden tiber eine SDS-PAGE aufgereinigt und durch
Western-Blot auf eine Nitrocellusose-Membran transferiert. Es wurden jeweils die I6sliche
Fraktion (S1), die alle zytosolischen Proteine beinhaltet und die unlésliche Fraktion (S2), die
alle Membranproteine beinhaltet, separat auf Gele aufgetragen. Die Detektion des I6slichen
SAPPa erfolgte mit dem 6E10-Antikorper und APPq sowie die C-terminalen Fragmente
(CTFs) wurden mit dem A8717-Antikdrper nachgewiesen. Eine mogliche Neuroinflammation
wurde in den Tieren mit dem GFAP-Antikorper untersucht, der CB1-Rezeptor wurde mit dem
kommerziellen CB1-Antikorper der Firma Cayman nachgewiesen. Als Referenzprotein wurde
in vier Monate alten Tieren das Aktin-Protein verwendet. In 20 Monate alten Tieren konnte
kein Referenzprotein gefunden werden, dass in allen Genotypen gleich stark exprimiert
wurde. Deshalb wurde fiir jedes Gel als Referenz eine Coomassie-Farbung zur Detektion der

Proteinbanden durchgefihrt und diese auch zur Quantifizierung verwendet.

Zu Beginn der biochemischen Untersuchungen wurden im APP23/CBN-Mausstamm nur
Tiere mit dem APP23/CB1"*, APP23/CB1”", CB1"*, CB1"-Genotyp analysiert. Aufgrund
der sehr hohen Mortalitatsrate der APP23/CB17-Mause wurden fiir weitere Untersuchungen

auch die heterozygoten Tiere in die Untersuchungen integriert.
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In vier Monate alten APP transgenen Tieren konnten verénderte APP-Spiegel beobachtet
werden (Abb. 3.2.2.5. A). APP23/CB1"-Mause zeigten um etwa 15 % verringerte Menge des
APPg-Proteins, verglichen zum APP23/CB1"*-Genotyp. Des Weiteren werden in
APP23/CB1™-Tieren signifikant weniger SAPPa (38 %) und CTFs (49 %) gebildet. Eine
Veranderung der endogenen APPg-Mengen zwischen CB1**- und CB1”-Mausen (Abb.
3.2.2.5 A) konnte in weiteren Analysen nicht bestétigt werden.

Eine Entzindung in Form einer Neuroinflammation konnte in vier Monate alten APP

uberexpremierenden Tieren nicht nachgewiesen werden, da alle Genotypen etwa gleich starke
GFAP-Spiegel aufwiesen.
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Abb. 3.2.2.5 A: APP-Prozessierung in 4 Monate alten Tieren des APP23/CBN-Mausstamms

20 pg Hippocampi-Gesamtprotein wurden auf einem 4-12% NuPAGE-Gradientengel aufgetrennt und Uber
Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Das APPg-Protein und die CTFs wurden mit dem
A8717-Antikorper, sSAPPo mit dem 6E10-Antikorper, Aktin, GFAP und CB1 mit den jeweils spezifischen
monoklonalen Antikdrpern detektiert. Es wurden die I6sliche (S1) und die Membranfraktion (S2) aufgetragen.
Als Ladekontrolle diente Aktin. Die graphische Auswertung erfolgte nach Auswertung der optischen
Bandenintensitdten mit dem ImageJ-Programm und ist dargestellt als prozentuale Verénderung zum
APP23/CB1""*-Genotyp. APP23/CB1™"-Méause zeigen eine signifikante Abnahme der APPg-Expression (n=5, p<
0,01), sowie in der Prozessierung von sAPPa- (n=10, p< 0,001) und der CTFs (n=5, p< 0,05).

Die biochemische Untersuchung der APP-Expression in 20 Monate alten Tieren zeigte eine
ahnliche Prozessierung verglichen mit den vier Monate alten Tieren. Die APP Menge (Apps)
in APP23/CB17-Mausen ist signifikant um 17 % reduziert im Vergleich zum APP23/CB1""-
Genotyp (Abb. 3.2.2.5 B). Auch die Bildung von sAPPa und den CTFs ist in den Genotypen
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unterschiedlich. Im Mittel wurde in APP23/CB17-Mausen 32 % weniger SAPPo. und 35 %
weniger CTFs im Vergleich zum APP23/CB1"*-Genotyp gebildet.

APP23/CB1""-Tiere zeigen keine Unterschiede in der APPg-Expression und nur die
Prozessierung von sAPPa ist signifikant um 23 % reduziert. Somit scheint die heterozygote
Expression des CB1-Rezeptors in APP transgenen Mdausen einen weniger starken Effekt auf
die APP-Prozessierung auszutiben. In allen Genotypen, die APP Uberexpremieren, ist eine
verstarkte Neuroinflammation in Form einer erhohten GFAP-Expression zu beobachten.

In allen 20 Monate alten APP transgenen Genotypen wurde das Verhaltnis von B- zu a-CTFs
ermittelt. Dabei wurden die Proteinmengen der a- und B-CTFs gemessen und jeweils auf die
CTF-Gesamtmenge (a- und B-CTFs) normiert. AnschlieBend wurde das Verhéltnis von -
CTFs zu a-CTFs ermittelt. APP23/CB1”-Mause bilden signifikant mehr CTF, als CTFy im
Vergleich zu den APP23/CB1"*- und APP23/CB1"-Genotypen. Somit scheinen
APP23/CB1"- verglichen mit APP23/CB1"*-Tieren APP starker im nicht-amyloiden Weg zu
prozessieren.

Die hier beschriebene Prozessierung des APP-Proteins wurde auch in 5 Monate alten Tieren
des APP23/CBN-Mausstamms beobachtet. Die verdnderte Prozessierung des APP-Proteins
zeigte sich auch in Gehirngeweben wie dem vorderen Cortex und dem Cerebellum (Daten
nicht gezeigt). Die endogenen APP-Spiegel in den CB1**-, CB1*" und CB1"-Tieren waren in
allen Genotypen gleich und es konnte keine Verénderung in der Prozessierung beobachtet

werden.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit im APP23/CBN-Mausstamm (ber Western-Blot die
APP-prozessierenden Enzyme BACEl, ADAMI10 oder Presenilinl in APP
uberexpremierenden Genotypen untersucht. Die Expression der Sekretasen war in allen
Genotypen gleich (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren wurde mit Hilfe des PHF-1-
Antikorpers, welcher an phosporyliertes Tau-Protein bindet, die Expression des Proteins im
APP23/CBN-Mausstamm durch Immunoblot untersucht. Es konnten keine Unterschiede in
den Proteinmengen in den untersuchten Genotypen festgestellt werden und zwischen den
Gruppen traten immer wieder Schwankungen auf, die kein einheitliches Bild erkennen lassen

(Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.2.2.5 B: APP-Prozessierung in 20 Monate alten Tieren des APP23/CBN-Mausstamms

20 pg Hippocampi-Gesamtprotein wurden auf einem 4-12% NuPAGE-Gradientengel aufgetrennt und uber
Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Das APPg-Protein und die CTFs wurden mit dem
A8717-Antikorper, sAPPa mit dem 6E10-Antikdrper, GFAP und CB1 mit den jeweils spezifischen
monoklonalen Antikorpern detektiert. Es wurden die l6sliche (S1) und die Membranfraktion (S2) aufgetragen.
Als Ladekontrolle dienten die jeweiligen Coomassie-Gele (Coom.). Die graphische Auswertung erfolgte nach
Auswertung der optischen Bandenintensitdten mit dem ImageJ-Programm und ist dargestellt als prozentuale
Veranderung zum APP23/CB1"*-Genotyp. APP23/CB1"-Méause zeigen eine signifikante Abnahme der APPy-
Expression (n=9, p< 0,05), sowie in der Prozessierung von sAPPa- (n=7, p< 0,001) und der CTFs (n=9, p<
0,001). Im APP23/CB1*-Genotyp konnte eine signifikante Abnahme nur in der Prozessierung von sAPPa (n=7,
p< 0,05) ermittelt werden. Die Proteinmengen der a- und -CTFs wurden gemessen und jeweils auf die CTF-
Gesamtmengen normiert. APP23/CB1™- (n=4, p< 0,01) bilden signifikant mehr CTF, als CTFg verglichen mit
APP23/CB1**- (n=7) und APP23/CB1"-Méausen (n=7).

3.2.2.6 Expression von APP im APP23/CBN-Mausstamm

Zur Untersuchung der APP-Expression im APP23/CBN-Tiermodell musste ein Gehirngewebe
untersucht werden, in dem der Thyl-Promotor stark exprimiert wird. Die hdchste Expression
des Promotors wird fur das Striatum, gefolgt von Hippocampus, Cerebellum und dem

Rickenmark beschrieben (Sturchler-Pierrat & Staufenbiel 2000). Der Hippocampus spielt
90



Ergebnisse

eine entscheidende Rolle bei der Informationsspeicherung vom Kurzzeit- ins
Langzeitgedéachtnis und ist an der Informationsspeicherung von rédumlichen Eindriicken
beteiligt (Sharma et al. 2010). Deshalb sollten alle Hippocampi-Gewebe in die biochemischen
Untersuchungen eingehen. Fir die molekularbiologischen Untersuchungen wurde
Kleingehirngewebe von 20 Monate alten Tieren verwendet. Die Expression des Thyl-
Promotors im Cerebellum ist dhnlich stark wie im Hippocampus und sollte somit
vergleichbare Analysedaten zur APP-Expression ermdglichen. Des Weiteren weisen die
biochemischen Daten (3.2.2.5) darauf hin, dass die Spiegel an APP und den APP-Fragmenten
in beiden Geweben dhnlich veréndert sind.

Aus den Geweben wurde RNA gewonnen, diese Uber eine Reverse Transkriptase in cDONA
umgeschrieben und APP mit spezifischen Primern in einer Real-time PCR nachgewiesen.

Die Analyse der relativen APP-Expression in APP23/CB1"" und APP23/CB1”-Mausen
erfolgte wie in 2.2.3.8 beschrieben. Als Referenz dienten bei dieser Untersuchung die Cs-
Werte der APP23/CB1**-Mause. Die relative Genexpression von APP wurde in jeweils vier
Tieren eines Genotyps untersucht und auf die APP23/CB1"*-Mause genormt (Abb. 3.2.2.6).
In keinem der Genotypen wurde eine verstarkte Hoch- bzw. Herabregulation des APP-Gens
beobachtet. Somit wirkt sich der entsprechende CB1-Genotyp nicht auf die Expression von
APP aus.

@ APP23/CB1" @APP23/CB1" m@APP23/CB1™"

Relative Genexpression von APP
[normiert auf APP23/CB1"]
(@) N
(@) - (6] N
1 1 1

0_

Abb. 3.2.2.6: Relative Genexpression von APP im APP23/CBN-Mausstamm

Jeweils vier 20 Monate alte APP23/CB1**-, APP23/CB1*" und APP23/CB1"-Mause wurden hinsichtlich der
APP-Expression durch Real-time PCR untersucht. Die RNA wurde aus dem Cerebellum gewonnen und je 500
ng fiir die cDNA Synthese eingesetzt. Die Analyse erfolgte wie unter 2.2.3.8 beschrieben und die Ct-Werte der
APP23/CB1"" und APP23/CB1”-Tiere wurden auf den APP23/CB1"*-Genotyp genormt. Es gibt keine
Verénderung des APP-Gens hinsichtlich der Expression zwischen den Genotypen.
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3.2.2.7 Analyse der Amyloid p Mengen im APP23/CBN-Mausstamm

Die Menge der extrazellularen AB40- und AB42 Peptide sollte im APP23/CBN-Mausstamm
mittels eines spezifischen colorimetrischen ELISAs nachgewiesen werden. Die Durchfiihrung
erfolgte wie unter 2.2.4.5 beschrieben. Es wurden jeweils die S1-Fraktionen von 4 und 20
Monate alten APP23/CB1**-, APP23/CB1*" und APP23/CB1”-Tieren im ELISA gemessen

und die AB40-und AB42-Proteinmengen anhand einer Standardreihe bestimmt.
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Abb. 3.2.2.7: AB-ELISA in 4 und 20 Monate alten Tieren des APP23/CBN-Mausstamms

Quantifizierung der im ELISA gemessenen AB40- und AB42-Proteinmengen in 4 und 20 Monate alten Tieren.
Im Vergleich zur APP23/CB1"*-Maus (n=10) wird in den APP23/CB1”-Genotypen (n=7) signifikant weniger
(ca. 50%) ApB40 prozessiert (p< 0,05). In den Ap42-Proteinmengen gibt es keine Unterschiede. In 20 Monate
alten APP23/CB1”- und APP23/CB1*-Tieren wird ebenfalls signifikant weniger AB40 prozessiert (p< 0,05). In
den untersuchten Genotypen treten keine Unterschiede in den AB42-Peptidmengen auf. Setzt man die Mengen
von AB40 und AB42 ins Verhdltnis so ergeben sich keine Unterschiede in den Genotypen.

Abbildung 3.2.2.7 zeigt die graphische Auswertung der im ELISA gemessenen Werte. Die
AP40-Menge war in den APP23/CB1”- im Vergleich zu APP23/CB1**-Tieren signifikant
reduziert. Dieser Befund korreliert mit den Ergebnissen der APP-Prozessierung (siehe Abb.
3.2.25A).
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Die Anzahl an AB42 ist in beiden Genotypen in etwa gleich (zwischen 0,08 und 0,09 ng/mg)
und es konnte nur eine sehr geringe Ap42-Proteinmenge detektiert werden.

Die Ap40-Spiegel in 20 Monate alten Tieren sind in der Gesamtmenge wesentlich héher. Die
reduzierten AB40-Proteinmengen in APP23/CB1”- (n=4) und APP23/CB1""-Mausen (n=7)
korrelieren mit der im Western Blot beobachteten reduzierten Menge an CTFg (siehe Abb.
3.2.2.5 B). Die AB40-Proteinmengen in den APP23/CB17- (n=4) und APP23/CB1""-Mausen

+/+

(n=7) liegen bei 4 ng/mg und 6 ng/mg im Vergleich zu 8 ng/mg in den APP23/CB1""-Tieren
(n=7). Die im ELISA gemessenen AB42-Proteinmengen sind in den beiden Genotypen im
Vergleich zum APP23/CB1**-Genotyp reduziert. Da die AB42-Mengen generell sehr niedrig
sind und sich an der Detektionsgrenze des ELISA-Kits befinden, konnten keine signifikanten
Unterschiede in den einzelnen Gruppen gemessen werden. Wertet man das Verhaltniss

zwischen AB40 und AB42 aus, zeigen sich keine Unterschiede.
3.2.2.8 Verhaltensuntersuchungen im Morris Wasserlabyrinth

Die Gehirnregion des Hippocampus ist vor allem fur die Verarbeitung von réaumlichen
Eindriicken verantwortlich. Eine Degeneration von Neuronen in der CAl- oder CA3-Region
des Hippocampus einhergehend mit einer altersabhéngigen Verschlechterung des
Lernverhaltens konnte in APP23 transgenen- und CB1-Rezeptor-Knockout-Mausen
beschrieben werden (Zimmer et al. 1999; Sturchler-Pierrat & Staufenbiel 2000; Bilkei-Gorzo
et al. 2005; Vloeberghs et al. 2006).

Das Morris Water-Maze Experiment ist ein Verhaltensversuch in dem das radumliche Lernen
in Tiermodellen untersucht werden kann. Aufgrund der vorher beschriebenen Symptome in
dem APP23/CBN-Mausstamm sollten die Tiere deshalb im Alter von 20 Monaten auf
Lerndefizite mit Hilfe des Morris Water-Maze analysiert werden. Die einzelnen
Versuchsreihen wurden wie unter 2.2.5.2 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden alle
Genotypen des APP23/CBN-Mausstamms im Morris Water-Maze untersucht. Tiere, die ein
krankliches &uReres Erscheinungsbild oder Probleme in den Schwimmbewegungen

aufzeigten, wurden nicht im Lernversuch getestet.

In Abbildung 3.2.2.8 sind die Ergebnisse aus allen Messungen graphisch dargestellt. An
jedem Tag wurde die Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattform gemessen und der Verlauf
der Latenzkurve Uber die vier Trainingsldufe (Testphase) fur jeden Genotyp aufgetragen. In

allen Genotypen konnte eine Abnahme der Latenz Uber die Zeit gemessen werden. Somit
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wurde in allen Tieren ein Lernerfolg in den 4 Trainingstagen erreicht. An Tag 5 wurde der
Testlauf (probe trail), bei dem die Plattform aus dem Becken entfernt wird, durchgeftihrt. Es
wurde die Latenzzeit bis zum Erreichen der vorherigen Position der Plattform und die
maximalen Kreuzungen dieser Position ausgewertet.

In den Trainingslaufen bendtigten APP23/CB1”-Mause eine signifikant langere Zeit im
Vergleich zu allen anderen Genotypen um die Plattform zu finden. Die Mause konnten dabei
ihr rdumliches Lernverhalten von Tag 1 bis Tag 4 um maximal 15 sec verbessern.
APP23/CB1**-, APP23/CB1*"- und CB1”-Mause benétigten eine signifikant langere Zeit

+/+

zum Erreichen der Plattform im Vergleich zur CB1™"-Kontrollmaus, was auf eine reduzierte
Lernleistung hinweist.

Die in dieser Arbeit verwendeten doppeltransgenen Tiere (APP23/CB1”) zeigten im
Vergleich zu den oben genannten einfach transgenen Tieren im Morris Water-Maze eine
nochmals verringerte Lernleistung. Dieser Befund wurde auch im Testlauf (probe trail)
bestatigt. APP23/CB17-Mause benétigten im Mittel 54 sec um die urspriingliche Position der
Plattform zu finden und kreuzten diese Position maximal einmal. Im Vergleich zu allen
anderen Genotypen bendtigten die APP23/CB17-Mause eine signifikant langere Zeit zum
Erreichen der Zielposition. Alle Genotypen, mit Ausnahme des APP23/CB1*" und CB17-

Genotyps kreuzten die Zielposition signifikant haufiger.

Die APP23/CB1""-Tiere zeigten im Morris Water-Maze eine vergleichbare Lernleistung wie
die APP23/CB1"*-Tiere. Ebenso zeigten die CB1**- und CB1*"-Tiere keine Unterschiede.
Somit fihrte die heterozygote Expression des CB1-Rezeptors zu keiner Abnahme der

Lernleistung im Morris Water-Maze.
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Abb. 3.2.2.8: Lernverhalten des APP23/CBN-Mausstamms im Morris Water-Maze

Das rdumliche Lernen der Tiere des APP23/CBN-Mausstamms wurde im Morris Water-Maze analysiert. In den
Traininglaufen wurde die Latenzzeit (sec) bis zum Erreichen der Plattform wéhrend vier Tagen untersucht. An
Tag funf wurde der Testlauf (probe trail), an dem die Plattform aus dem Becken entfernt wird, durchgefiihrt. Die
Latenzzeit bis zum Erreichen der vorherigen Position der Plattform und die maximalen Kreuzungen dieser
Position innerhalb von 60 sec wurden ausgewertet.

Fur jeden Testtag ist der + S.E.M angegeben. Signifikanzen wurden in den Trainingslaufen durch einen Two-
Way-Anova ermittelt (*** p< 0,001). Signifikanzen im Testlauf wurden durch den ttest bestimmt (* p< 0,05,

** p< 0,01, *** p< 0,001). Folgende Genotypen wurden untersucht: APP23/CB1™ (n=5), CB1"" (n=20),
APP23'CB1"* (n=14), CB1"*(n=10), APP23/CB1""(n=21) und CB1""(n=28). APP23/CB1”-Mause zeigten

+/+

signifikant starkere Defizite in den Trainingslaufen und im Testlauf verglichen mit den APP23/CB1™" -Tieren.
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3.2.2.9 Analyse von Synapsen- und Myelin-Markern

Die Untersuchung des APP23/CB1”-Genotyps im Morris Water-Maze zeigte eine reduzierte
Lernleistung im Vergleich zu allen weiteren Genotypen des APP23/CBN-Mausstamms. Die
geringe Anzahl an Amyloid-Plaques in den APP23/CB17-Mausen weist darauf hin, dass
extrazellulares Amyloid-Protein nicht die alleinige toxische Komponente in den APP-
transgenen Tieren darstellt.

Fir die APP23-transgene Maus ist ein Verlust von Synapsen beschrieben, der mit dem
Auftreten von amyloiden Plaques einhergeht (Sturchler-Pierrat & Staufenbiel 2000).
Aufgrund dieses Befundes sollten im APP23/CBN-Mausstamm spezifische Synapsenmarker
untersucht werden. Als Synapsenmarker wurden Antikdrper gegen Synaptophysin und PSD95
(postsynaptic density protein) verwendet. Das PSD95 Protein wird u.a. flr die synaptische
Plastizitat bendtigt. Synaptophysin ist ein synaptisches Vesikel-Glykoprotein und eignet sich
hervorragend zur Quantifizierung von Synapsen (Calhoun et al. 1996). Als Neuronenmarker
wurde ein Antikorper gegen das NeuN-Protein (neuron specific nuclear protein) verwendet,
welches erstmals von Mullen als spezifischer Marker flir Neurone in Vertebraten beschrieben
wurde (Mullen et al. 1992).

Im APP23/CBN-Tiermodell wurden die aus 20 Monate alten Tieren gewonnenen Hippocampi
biochemisch im Immunoblot mit Hilfe der oben beschriebenen Marker auf eine mdgliche
Verdnderung von Synapsen untersucht. Eine Degeneration von Synapsen oder Neuronen

konnte in keinen der bisher untersuchten Genotypen festgestellt werden (Abb. 3.2.2.9).

Des Weiteren wurde fiir das ECS System beschrieben, dass eine Aktivierung des CB1- oder
CB2-Rezeptors zu einer verstarkten Expression des ,,Myelin basic proteins (MBP)* fiihrt
(Arévalo-Martin et al. 2007). Dieses Protein ist wichtig fir den Aufbau von Oligodendrozyten
und am Aufbau der Myelin-Struktur, welche die Nervenstrange umgibt, beteiligt. Durch eine
Beschadigung der Myelinschicht wird die Weiterleitung von Nervenimpulsen im Gehirn
gestort. Dies kann zu einer Beeintrachtigung des Lernverhaltens fiihren. Des Weiteren konnte
die Arbeitsgruppe um Molina-Holgado zeigen, dass der CB1-Rezeptor auf Oligodendrozyten
exprimiert wird (Molina-Holgado et al. 2009). Der Knockout des CB1-Rezeptors konnte

somit auch die Myelin-Bildung beeinflussen.
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Zur Charakterisierung einer moglichen biochemischen Veranderung der Myelinstruktur im
APP23/CBN-Mausstamm wurden der MBP- (myelin basic protein) und der CNP-
(2’3’zyklische-Nukleotid-3’-Phosphohydrolase) AntikOrper verwendet. Beide Proteine sind
Bestandteile der Myelinschicht. Etwa 30 % der Gesamtmenge des Myelinproteins bestehen
aus dem MBP-Protein und MBP ist essentiell fir den Aufbau der Myelinschicht im ZNS
(Boggs 2006).

Deshalb wurden im APP23/CBN-Tiermodell Hippocampi aus 20 Monate alten Tieren
zusatzlich biochemisch im Immunoblot auf eine mogliche Veranderung der Myelinscheide
untersucht. Eine Reduktion an MBP und CNP konnte in einigen der APP23/CB17-Mause 3

+/+

von insgesamt 5 Tieren) im Vergleich zum APP23/CB1""-Genotyp festgestellt werden. Die
CB1"*-Tiere (Kontrollen) zeigten die starksten Signale. Dies sind erste Hinweise auf eine
mogliche Degeneration der Myelinschicht im APP23/CB1”-Genotyp. Aufgrund der geringen
Menge an untersuchten Tieren und leichter Schwankungen soll dieser Befund in weiteren

Studien genauer analysiert werden.
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Abb. 3.2.2.9: Synapsen- und Myelinmarker im APP23/CBN-Mausstamm

Je 20pg Hippocampi-Gesamtprotein wurden auf einem 4-12% NuPAGE-Gradientengel aufgetrennt und (ber
Western-Blot auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Als Synapsenmarker diente der Synaptophysin- und
der PSD95-Antikorper. Der NeuN-Antikdrper diente als Neuronenmarker, MBP- und CNP dienten als
Myelinmarker. Es wurde die Membranfraktion (S2) aufgetragen. Als Ladekontrolle dienten die jeweiligen
Coomassie-Gele (Coom.). Die Menge der Synapsenmarker ist in allen Genotypen gleich. APP23/CB1"-Méuse
zeigen einen Abfall in der Menge des MBP- und CNP-Proteins im Vergleich zu APP23/CB1"*- und CB1"*-
Tieren.
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3.3 Der Einfluss von AAV-BRI-AB in CB1-Rezeptor-Knockout Méausen

Rekombinante AAV Vektoren sind ein populdres Werkzeug fur den Gentransfer ins ZNS. Die
Injektion dieser rekombinanten Viren in das Gehirn wird durch die in 2.2.5.3 beschriebene
stereotaktische Operation ermoglicht. Uber den AAV vermittelten Gentransfer konnten
Vektoren, die BRI-AB cDNA beinhalten, in den Hippocampus von Ratten erfolgreich injiziert
werden (Lawlor et al. 2007). Dies fuhrte zu einer gesteigerten Expression dieser Peptide in
der Gyrus dentatus- und in der CA1-Region des Hippocampus. Die gleichzeitige Gabe von
BRI-AB40- und BRI-AB42 cDNA flhrte 3 Monate nach der Injektion zu Defiziten im
raumlichen Lernverhalten (Morris Water-Maze) im Vergleich zu den Kontrolltieren.

In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe des viral-vermittelten Gentransfers in einem
zweiten Mausmodell der maogliche toxische Einfluss von Amyloid B-Peptiden in CB1-
defizienten Mausen durch AAV-Injektion mit den oben genannten Methoden untersucht
werden. Ein Vorteil dieses Mausmodells besteht darin, die moglichen toxischen Effekte von
Amyloid Peptiden direkt im Hippocampus und zeitspezifisch untersuchen zu kénnen. Die hier
untersuchten mannlichen Tiere wurden im Alter von drei Monaten bilateral mit AAV-BRI-
AP40- und BRI-AB42 cDNA injiziert, da in dieser Kombination die starksten Effekte im
Rattenmodell ermittelt wurden. Die Kontrolltiere wurden mit einem AAV-Leervektor ohne
rekombinante DNA in den Hippocampus injiziert.

Die Tiere wurden drei und sechs Monate nach Injektion im Morris Water-Maze auf mdgliche
Lerndefizite untersucht und anschliefend biochemisch und histologisch analysiert.

Die mit BRI-Ap cDNA behandelten Gruppen zeigten unabhangig vom Alter und Genotyp

keine Unterschiede im Gewicht.
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3.3.1 Verhaltensuntersuchung der Tiere im Morris Water-Maze

Drei und sechs Monate post Injektion wurden die Tiere im Morris Water-Maze auf rdumliches
Lernen untersucht (Abb. 3 3.1).

Drei Monate nach Injektion zeigten alle Gruppen einen Lernerfolg in den Trainingslaufen, da
sich die Latenzzeit wéhrend der Trainingstage verkurzte. Unabhdngig von der Behandlung

+/+

benétigten CB17-Mause eine langere Zeit die Plattform zu finden als die CB1**-Mause. Am
vierten Tag der Trainingslaufe lernten die CB1”-Kontrollmause signifikant schlechter als die
CB1"*-Kontrollmause. Im Testlauf bendtigten die CB1”-Kontrolltiere (Leervektor) eine
signifikant langere Zeit als die CB1*"*-Kontrolltiere und die CB1**-Genotypen, die mit AAV-
BRI-AB40- und BRI-AB42 cDNA injiziert wurden. Sechs Monate nach Injektion bendtigten

+/+

alle Tiere mit Ausnahme der CB1""-Kontrolltiere eine &hnliche Zeit in den Trainingslaufen
und zeigten ein signifikantes Lernverhalten. An Tag vier der Trainingsldufe zeigten die
CB1"*-Kontrolltiere das beste Lernverhalten. Signifikante Unterschiede im Testlauf zeigten

sich 6 Monate nach Injektion nur zwischen den Kontrollgruppen beider Genotypen.

Im Morris Water-Maze konnte kein Einfluss der AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42-Proteine
auf das Lernverhalten festgestellt werden. Vielmehr wurde das fur CB1-defiziente Mduse
beschriebene Lerndefizit in dieser Testreihe bestatigt (Zimmer et al. 1999; Bilkei-Gorzo et al.
2005).
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Abb. 3 3.1: Verhaltensanalyse im Morris Water-Maze

Das rédumliche Lernen der mit AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42 cDNA injizierten Tiere sowie die jeweiligen
Kontrolltiere (leerer AAV-Vektor) wurden im Morris Water-Maze untersucht. In den Trainingslaufen wurde die
Latenzzeit (sec) bis zum Erreichen der Plattform innerhalb von vier Tagen untersucht. An Tag finf wurde der
Testlauf (probe trail), an dem die Plattform aus dem Becken entfernt wird, durchgefihrt. Die Latenzzeit bis zum
Erreichen der vorherigen Position der Plattform innerhalb von 60 sec wurde ausgewertet. Signifikanzen wurden
in den Trainingslaufen durch einen Two-Way-Anova ermittelt (*** p<0,001). Signifikanzen im Testlauf wurden
durch den ttest bestimmt (* p<0,05, ** p<0,01). Folgende Genotypen wurden untersucht: CB1”- und CB1**-
Tiere. Die einzelnen Gruppen setzten sich aus jeweils finf Tieren zusammen. 3 Monate nach Injektion der AAV-
BRI-AB40- und BRI-AB42 cDNA oder des Leervektors, benétigten die CB1”-Genotypen in den Trainingslaufen

+/+

unabhéngig von der Behandlung ein langere Latenzzeit verglichen mit den CB1™ -Tieren. Eine Signifikanz

ergab sich an Tag vier zwischen den CB1”-Kontrolltieren und den CB1*"*-Kontrolltieren (* p<0,05). Im Testlauf

+/+

benétigten die CB1™-Kontrolltiere (Leervektor) eine signifikant langere Zeit als die CB1**-Kontrolltiere und die

CB1"*-Genotypen die mit AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42 cDNA injiziert wurden. 6 Monate nach Injektion

+/+

bendtigten alle Gruppen mit Ausnahme der CB1™"-Kontrolltiere ein dhnliche Latenzzeit in den Trainingsléufen.

+/+

An Tag vier zeigten sich signifikante Unterschiede in der Latenzzeit zwischen den CB1™"-Kontrolltieren und
allen anderen Gruppen (ttest, * p<0,05). Signifikante Unterschiede im Testlauf zeigten sich 6 Monate nach

Injektion nur zwischen den Kontrollgruppen beider Genotypen.

100



Ergebnisse

3.3.2 Weitere Untersuchung der Tiere

Nach Beendigung der Lernexperimente wurden alle Tiere fir die Gewebeanalyse geopfert
und die linke Gehirnhélfte fir histologische Untersuchungen verwendet. Es wurden die
Organe entnommen und die Hippocampi biochemisch aufgereinigt. Alle CB1”- und CB1*/*-
Tiere zeigten unabhé&ngig von der Behandlung im Immunoblot keine Verédnderungen in der
Expression des APP-Proteins oder von Myelin-Markern. Histologisch wurden die
Gehirnschnitte mit dem 6E10 Antikorper und einem fluoreszierenden Zweitantikdrper
behandelt (2.2.2.3). Dieser monoklonale Antikorper bindet an die AB-Peptide und kann somit
Hinweise auf einen moglichen Erfolg oder Misserfolg der durchgefiihrten Injektionen mit
AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42-cDNA in den einzelnen Tieren geben. In keinem der mit
AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42-cDNA injzierten Tiere (unabhéngig vom Genotyp) konnte
ein komplettes 6E10-Signal im gesamten Hippocampus detektiert werden. Im Gegensatz zu
den Kontrollen konnte ein verstérktes Signal in der CA1-, der CA3-Region, sowie im Gyrus
dentatus bei unterschiedlichen Tieren gesehen werden.

+/+

Abbildung 3.3.2 zeigt den Bereich des Gyrus dentatus von zwei CB1™"-Tieren. Es konnte ein
6E10-Signal nach Injektion von AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42-cDNA detektiert werden.
Im Kontrolltier hingegen konnte kein Amyloid p-Signal detektiert werden. Eine Aktivierung

von Mikrogliazellen konnte tber die Tomato-Lektin Farbung nicht beobachtet werden.
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CB1™ + AAV-BRI-AB40/AB42 CB1"" + AAV-BRI (Kontrolle)

100 ym

Abb. 3.3.2: Detektion von Amyloid p in CB1"*-Mausen nach Injektion von AAV

6 Monate nach Injektion mit AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42-cDNA oder dem AAV-Kontrollvektor wurden die
Tiere histologisch untersucht. Zur Detektion von Amyloid B wurde der 6E10-Antikorper an einen Cy3-
gekoppelten Zweitantikdrper gebunden. Zur Darstellung von aktivierten Mikrogliazellen wurde das FITC-
gekoppelte Tomato-Lektin verwendet. Die Zellkerne wurden mit DAPI visualisiert. Dargestellt ist der Bereich
des Gyrus dentatus. Die mit AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42-cDNA injizierte Maus zeigt ein 6E10-Signal. Im
Kontrolltier konnte kein 6E10 Signal detektiert werden.
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3.3.3 Ausblick: Der Einfluss von AAV-BRI-Ap in CB1-Rezeptor-Knockout Mausen

Die Methode des Transfers von Genen in das zentrale Nervensystem (ber virale VVektoren
ermoglicht neue wissenschaftliche Ansétze in der Grundlagenforschung und in der Klinik bei
der therapeutischen Applikation. Beispielsweise wurde in einem Alzheimer-Mausmodell der
AAV-Transfer zur Einschleusung von Antikorpern gegen das Amyloid 42-Peptid verwendet.
Durch den Transfer konnte in den injizierten Regionen eine Erneuerung von

Oligodendrozyten und des Myelingertists beobachtet werden (Desai et al. 2010).

Mit Hilfe des viral-vermittelten Gentransfers wurde in dieser Arbeit in einem Mausmodell der
Einfluss von Amyloid B-Peptiden in CB1-defizienten Tieren untersucht. Injiziert wurden
AAV-Vektoren zur Hippocampus-spezifischen Expression von AB40 und AB42. Die mit BRI-
AP cDNA behandelten Gruppen zeigten unabhdngig vom Alter und vom Genotyp keine
Unterschiede im Gewicht. Die biochemischen Untersuchungen zeigten keine Unterschiede in
der APP-Expression und Prozessierung, sowie von Myelin-Markern. Mit Hilfe der
histologischen Analyse konnte Amyloid  in der CA3- und CA1-Region des Hippocampus
mittels Fluoreszenzfarbung (6E10) in den mit BRI-AB cDNA behandelten Gruppen
nachgewiesen werden. Die Behandlung der Tiere mit AAV-BRI-AB40- und BRI-AB42-cDNA
hatte keinen Einfluss auf das Lernverhalten im Morris Water-Maze.

In einem neuen Versuchsansatz mussten unterschiedliche Virentiter verwendet werden.
Dadurch ware es moglich, eine gleichmaRige Expression von AP40 und AB42 im
Hippocampus zu erhalten. Bisher zeigten die Tiere in den Verhaltensversuchen unabhangig
von der Behandlung keine Unterschiede. Dies kann daran liegen, dass die in dieser Arbeit
angewendete Methode noch nicht ausgereift ist. Eine genaue Interpretation der

Verhaltensergebnisse ist deshalb erst nach der Modifikation dieser Methode mdglich.

Der AAV-Transfer in CB1-defizienten Mdusen erweist sich als eine alternative Methode zur
Untersuchung einer mdglichen Toxizitdt von Amyloid B-Peptiden. Der Vorteil dieses
Mausmodells besteht darin, die mdglichen schadigenden Effekte von AP gewebe- und

zeitspezifisch zu untersuchen.
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4  Diskussion

Die Alzheimer Krankheit ist eine irreversible neurodegenerative Erkrankung des zentralen
Nervensytems und ist durch eine verdnderte neuronale Homoostase gepréagt. Bei Betroffenen
kommt es im Gehirn zur Bildung von amyloiden Plaques, neurofibrillaren Biindeln, zu
oxidativem Stress und zu erhohter Neuroinflammation. Die Auspréagung der Krankheit fuhrt
zu einem massiven Nervenzellverlust, zur Abnahme der Gehirnmasse, zur fortschreitenden
Verringerung der Hirnleistung und resultiert klinisch in dem kompletten Verlust der
Personlichkeit mit nachfolgendem Tod.

Die Aktivitstt des ECS im Gehirn ist bei pathologischen Prozessen veréndert.
Endocannabinoide nehmen eine wichtige Funktion bei der prasynaptischen
Neurotransmitterfreisetzung im Gehirn ein. Die Veranderung in der Menge an freigesetzten
Endocannabinoiden, Cannabinoidrezeptoren und der abbauenden Enzyme konnen zu
Storungen in der synaptischen Aktivitat fuhren. Fir das ECS wurde beschrieben, dass es
protektive Eigenschaften bei unterschiedlichen neuronalen Erkrankungen ausuben kann (siehe
Abschnitt 1.3).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des ECS in der Alzheimer Krankheit in vitro und in vivo
untersucht. In Zellkultursystemen wurde die Wirkung von Endocannabinoiden und
synthetischen Cannabinoiden auf die Prozessierung des Amyloid Vorlauferproteins tberpruft.
In einem APP23-transgenen Alzheimer Mausmodell wurde durch Generierung einer
APP23/CB17-Maus der Einfluss des CB1-Rezeptors auf die APP-Prozessierung untersucht
und durch AAV-Injektion der mogliche toxische Einfluss von AB-Peptiden in CB1-Rezeptor-
Knockout Mé&usen tberpraft.
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4.1 Der Einfluss des ECS auf das Amyloid Vorlauferprotein

Bei der Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins werden im amyloiden Weg Amyloid (-
Peptide erzeugt, welche in der Zelle zu einer neuronalen und synaptischen Dysfunktion flihren
konnen. Uber die Stimulierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren kann die APP-
Prozessierung zugunsten des nicht-amyloiden Wegs verandert werden, was in einer erhéhten
Menge des als neuroprotektiv beschriebenen sAPPa resultiert ( Lezoualc'h et al. 2000; Kojro
et al. 2006).

Die Manipulation der APP-Prozessierung auf dem nicht amyloiden Weg ermdglicht die durch
Amyloid B verursachten Schaden in der Zelle zu vermeiden. Fir das SAPPa-Protein konnten
zahlreiche neuroprotektive und neurotrophe Eigenschaften gefunden werden (Mattson 1997).
Dazu gehort die Verbesserung der Langzeitpotenzierung in hippocampalen Schnittkulturen,
Gedéachtnisverbesserung in normalen Mausen und M&usen mit Amnesie, Verminderung der
gestorten Langzeitpotenzierung sowie der kognitiven Defizite in ADAM10- und APP
doppelt-transgenen Mausen, Stimulierung der Neuritenbildung, sowie der Schutz
hippocampaler und corticaler Neurone gegen durch Amyloid B- oder Glutamat induzierte
Toxizitat (Schubert & Behl 1993; Small et al. 1994; Furukawa et al. 1996; Ishida et al. 1997,
Meziane et al. 1998; Postina et al. 2004).

Uber die pharmakologische Manipulation des CB1-Rezeptors als Gjo-Protein gekoppeltem
Rezeptor konnte die APP-Prozessierung zugunsten des nicht-amyloiden Wegs verschoben
werden. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde die APP-Prozessierung in vitro in
neuronalen Zelllinien, sowie in vivo in einem APP transgenen Mausmodell mit zusétzlichem
CB1-Rezeptor Knockout untersucht. In beiden Modellen wurde eine Modifikation der APP-
Prozessierung mit unterschiedlichen Auswirkungen beobachtet. In humanen Zelllinien wurde
durch Inkubation mit Cannabinoiden ein signifikanter Anstieg der SAPPa- bei gleichzeitiger
Abnahme der Amyloid B 40-Menge erreicht. In vivo konnte eine verringerte Expression des
APPyg-Proteins und eine reduzierte Prozessierung, sowie daraus resultierend, geringere
Amyloid B-Mengen in APP23/CB17- und APP23/CB1"-Mausen im Vergleich zu
APP23/CB1*"*-Tieren beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.2.2.6 und Abschnitt 3.2.2.7). Die
in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse verdeutlichen, dass es einen direkten Zusammenhang
zwischen dem CB1-Rezeptor, dessen Aktivierung und dem Amyloid Vorlauferprotein geben

Muss.

105



Diskussion

4.1.1 APP-Prozessierung in neuronalen Zelllinien

In den untersuchten Zelllinien konnte durch Inkubation mit AEA und Win2 im Zelliberstand
auf Proteinebene ein signifikanter Anstieg der SAPPa-Menge im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (Abb. 3.1.3 A, C) beobachtet werden. Durch die zusétzliche Behandlung der Zellen
mit Rimonabant, einem CB1-Rezeptor Antagonist, konnte dieser modulierende Effekt auf die
APP-Prozessierung blockiert werden (Abb. 3.1.3 B). Somit wurde gezeigt, dass der durch die
Cannabinoide stimulierende Effekt auf die SAPPa- Spiegel tatsachlich Uber die Aktivierung
des CB1-Rezeptors generiert wird.

Die Cannabinoidbehandlung zeigte einen Einfluss auf die SAPPa-Prozessierung, wohingegen
die Menge des APPy Proteins in allen Versuchsdurchgéngen konstant blieb. Dadurch konnte
gezeigt werden, dass die erhdhte sAPPa-Expression nicht durch einen Anstieg in der
Expression des APP Holoproteins verursacht wird. Zusétzlich wurde in dieser Arbeit der
Einfluss von Cannabinoiden auf die Generierung von Amyloid B-Peptiden untersucht, welche
zu einem Induktor von oxidativen Stress zahlen. Diese losen in der Zelle eine erhdhte H,0,-
Produktion und eine Oxidation von Lipiden aus, wodurch es zur Lyse der Zellmembran
kommen kann (Behl et al. 1994; Behl 1997). Im Zellkultursystem konnte eine signifikante
Reduktion von AB40 nach Cannabinoidbehandlung erreicht werden (Abb. 3.1.4). Die
Behandlung mit Cannabinoiden hatte keinen Einfluss auf die Aktivitat der APP-schneidenden
Enzyme (Abb. 3.1.5) und ein Anstieg in der Expression der a- und B-Sekretase wurde nur
kurzzeitig beobachtet (Abb. 3.1.6). Somit scheinen die erhohten sAPPa-Spiegel und die
geringere AB-Produktion nicht durch eine erhdhte Expression der a-Sekretase, sowie einer

erniedrigten Expression der B-Sekretase generiert zu werden.

Durch die Behandlung neuronaler Zelllinien mit Cannabinoiden wurde auf Proteinebene eine
Verénderung der APP-Prozessierung zugunsten von sAPPa bei gleichzeitiger Reduktion von
Amyloid B erreicht. Bisher ist jedoch noch offen wie genau Cannabinoide die Prozessierung
auf dem nicht-amyloiden Weg einleiten konnten. Uber die Aktivierung des CB1-Rezeptors
kdnnen verschiedene Signaltransduktionswege wie der PKA- oder MAPK-Weg angeschaltet
werden (Pagotto et al. 2006). Die Aktivierung dieser Signalwege kdnnte mit einer erhdhten
Sekretion des sAPPa-Proteins in Verbindung stehen. Zur Gruppe der MAPK gehdren unter
anderem die p38 Kinase, die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und die extrazellular regulierte
Kinase 1/2 (ERK 1/2). In Studien konnte gezeigt werden, dass der ERK 1/2 Signalweg an der
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APP-Prozessierung beteiligt ist (Camden et al. 2005; Ma et al. 2005).

Einen weiteren Hinweis flr diese Hypothese konnte u.a. von Goodenough et al. geliefert
werden. Durch die Stimulierung von Zelllinien mit Ostrogen und Testosteron konnte eine
erhohte Sekretion von sAPPa. gezeigt werden. Uber die Phosporylierung von ERK 1/2 durch
Estradiol konnte dabei die Aktivierung des MAPK-Signalwegs eingeleitet werden, was zu
einer erhdhten Sekretion von sAPPa fuhrte (Goodenough et al. 2000; Manthey et al. 2001,
Goodenough et al. 2003).

In Alzheimer Patienten wurde dariiber hinaus eine erhdhte Aktivitat des MAPK-Signalwegs
in vulnerablen Neuronen beschrieben (Zhu et al. 2002). Somit scheint die Aktivierung des
MAPK-Signaltransduktionswegs durch ERK 1/2 mit grol3er Wahrscheinlichkeit an der durch

Cannabinoide induzierten verstarkten Bildung von sAPPa beteiligt zu sein.

Eine Uberprifung dieser Hypothese ware durch die Inkubation von Zelllinien mit
Cannabinoiden bei zusatzlicher Gabe eines MAPK-Inhibitors mdglich. Eine Regulation der
APP-Prozessierung zugunsten von sAPPao konnte auch in der Neuroblastoma-Zelllinie SK-N-
SH, welche humanes APP695 uberexprimiert, durch Aktivierung des MAPK-Signalwegs tber
ERK 1/2 bestéatigt werden (Peng et al. 2007). Durch die Inkubation der Zellen mit Huperzine
A, einem Acetylcholinesterase Inhibitor wurde vermehrt sAPPa sekretiert. Die erhohte
Bildung von sAPPa konnte durch Inkubation mit dem MAPK-Inhibitor UO126 verhindert
werden, wodurch die Beteiligung der MAPK an der Generierung von sAPPa bestatigt wird.
Eine Veranderung der Ap Mengen durch Inkubation mit Huperzine A konnte in dieser Studie
nicht festgestellt werden.

Des Weiteren zeigte eine in vitro Studie einen durch den CB1-Rezeptor vermittelten
neuroprotektiven Effekt von Endocannabinoiden gegen einen durch Amyloid B induzierten
Zelltod. Dieser Effekt konnte durch einen CB1-Antagonisten, sowie durch einen MAPK-
Signalweg-Inhibitor unterdriickt werden (Milton 2002). Eine weitere Studie zeigte, dass auch
der Protein Kinase C (PKC) Weg die erhohte Sekretion von sAPPa in SH-SY5Y-Zellen
einleiten kann (Cedazo-Minguez et al. 1999). Uber die Administration von Nicergoline,
einem Antidementivum, konnte 30 min und zwei Stunden nach Inkubation der Zellen ein
Anstieg der sAPPa-Menge von bis zu 200 Prozent erreicht werden und Uber die Gabe von
spezifischen Inhibitoren konnte eine Beteiligung spezieller PKC-Isoformen an der erhdhten
SAPPa-Sekretion nachgewiesen werden. Eine Modulation des PKC-Weges durch einen
spezifischen Aktivator (TPPB) in PC12- und SH-SY5Y*™®%_Zellen wurde auch von Yang et
al. gezeigt (Yang et al. 2007). Die Behandlung der Zellen mit TPPB fiihrte dabei zu einer
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erhdhten a-Sekretase Aktivitat bei gleichzeitiger Reduktion von Amyloid B im Zellmedium.
In einem Alzheimer-Mausmodell konnte dariiber hinaus bestétigt werden, dass sowohl die
Aktivierung von ERK 1/2 sowie des PKC Signalwegs zur APP-Prozessierung im nicht-
amyloiden Weg fiihren kann (Caccamo et al. 2006).

Die Bindung von Cannabinoiden an den Cannabinoid 1 Rezeptor flhrt zur Aktivierung des
Gijo-Proteins, wodurch Signaltransduktionswege wie der MAPK- oder PKC-Weg aktiviert
werden konnen. Diese Signalwege konnten eine Veranderung der APP-Prozessierung
zugunsten von sAPPa einleiten. Deshalb sollte in weiteren Studien die Aktivitat des MAPK-
Signaltransduktionswegs sowie eine mogliche Beteiligung des PKC-Wegs genauer Uberpriift

werden.

Die bisherigen Hinweise in den Zellstudien zeigen einen direkten Einfluss des CB1-Rezeptors
auf die Prozessierung des APP-Proteins. Es ist jedoch nicht auszuschlie3en, dass weitere
Rezeptoren an der Signaltransduktion beteiligt sein konnten. Endocannabinoide kénnen u.a.
an Rezeptoren wie dem Vanilloid- (TRPV 1) oder den ,,peroxisom proliferation receptors®
(PPAR-Rezeptor) binden (Di Marzo et al. 1998; Zygmunt et al. 1999; Bouaboula et al. 2005;
Sun et al. 2006). Die Stimulierung von PPAR-Rezeptoren scheint ebenfalls zu
neuroprotektiven Effekten in der Zelle zu fuhren. Durch Aktivierung des PPARy-Rezeptors
mit dem Partialagonisten Telmisartan wurde ein verbessertes Lernverhalten in einem
Alzheimer-Mausmodell nach vorheriger AP40-Injektion und eine Abnahme der AB40-
Konzentration im Gehirn beschrieben (Mogi et al. 2008; Tsukuda et al. 2009). Des Weiteren
wurde ein protektiver Effekt der PPARy Aktivierung nach Acetaldehyd-induzierter Toxizitét
in SH-SY5Y-Zellen gezeigt (Jung et al. 2006) und eine Stimulation des Rezeptors scheint das
Ausreifen von Neuronen positiv zu beeinflussen (Miglio et al. 2009). Das Endocannabinoid
AEA kann u.a. den PPARy-Rezeptor aktivieren (Sun et al. 2006). Deshalb wére es durchaus
maoglich, dass der CB1-vermittelte Effekt auf die APP-Prozessierung zusatzlich durch eine
Aktivierung des PPARy-Rezeptors erhoht wird. In weiteren Zellstudien wére es deshalb
interessant die Signalwege und Rezeptoren, welche die Prozessierung des APP-Proteins im
nicht-amyloiden Weg einleiten, genauer zu untersuchen. Die Expression und die
enzymatische Aktivitat der B-Sekretase ist in Alzheimer-Patienten erhdht. Ein wichtiger
Hinweis, dass der PPARy-Rezeptor an der APP-Prozessierung beteiligt sein kdnnte wurde
von Sastre und Kollegen geliefert (Sastre et al. 2006). Maus Fibroblasten mit einer PPARYy-

Rezeptor Defizienz zeigten eine erhdhte Promotor Aktivitat der p-Sekretase. Dies weist auf
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eine mogliche Repressor-Funktion von PPARy auf die p-Sekretase hin. Eine Ubersicht zur
transkriptionellen und translationellen Regulation der B-Sekretase durch den PPARy-Rezeptor
gibt der Artikel von RoRner et al. (Rossner et al. 2006).

AEA/Win2 Rimonabant

PKC/MAPK- PKC/MAPK-
Aktivierung Aktivierung
APP- APP-
Prozessierung Prozessierung
* Amyloid p — Amyloid B

Abb. 4.1.1: Hypothetische protektive Wirkung des CB1-Rezeptors auf die APP-Prozessierung

Die Bindung von Liganden (AEA/Win2) an den CB1-Rezeptor filhren zur Aktivierung des Gy,-Proteins.
Dadurch konnten die MAPK- oder PKC-Signaltransduktionswege die APP-Prozessierung auf dem nicht-
amyloiden Weg einleiten, was in einer gesteigerten Expression von sAPPa bei gleichzeitiger Reduktion des
zellschadigenden Amyloid B resultiert. Durch Blockierung des CB1-Rezeptors kénnte dieser protektive Effekt
inhibiert werden.

In dieser Zellstudie konnte die APP-Prozessierung durch die Aktivierung des CB1-Rezeptors
zugunsten des nicht-amyloiden Wegs moduliert werden. Die Manipulation des APP-Proteins
uber Endocannabinoide stellt somit eine Moglichkeit dar, die Prozessierung zugunsten von
SAPPa zu lenken (Abb. 4.1.1). Die Vorteile dieser korpereigenen Substanzen liegen darin,
dass sie einer schnellen Degradation unterliegen und somit die oft durch Pharmazeutika

hervorgerufenen Nebenwirkungen vermieden werden kdnnten.
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4.1.2 Der Einfluss des CB1-Rezeptors im APP23 transgenen Mausmodell

In Alzheimer-Patienten wurde eine Abnahme von Cannabinoidrezeptoren vor allem in
Bereichen mit einer hohen Dichte an amyloiden Plaques und aktivierten Mikogliazellen
beschrieben. Im Rattenmodell konnte durch die intracerebroventrikulare Administration von
CB1-Rezeptoragonisten, die durch injiziertes Amyloid [ schédlichen Effekte
(Mikrogliaaktivierung, CB1-Rezeptorverlust, Absterben wvon Nervenzellen, kognitive
Defizite), verhindert werden (Ramirez et al. 2005).

Der Einfluss des CB1-Rezeptors wurde bisher in keinem Alzheimer-Mausmodell untersucht.
Durch die Verpaarung von APP23 transgenen- und CB1-KO-Madusen wurde somit erstmals

ein Mausmodell generiert in dem das ECS in vivo analysiert werden konnte.

Der zusétzliche Knockout des CB1-Rezeptors im APP23 transgenen Hintergrund fuhrte zu
weitreichenden Veranderungen. APP23/CB1”-Tiere zeigten eine erhohte Mortalitat,
biochemische Verdnderungen in der Gesamtmenge und Prozessierung des APP-Proteins,
sowie ein verschlechtertes raumliches Lernen.

APP23  transgene- und CB1-defiziente Tiere wurden in  unterschiedlichen
Kreuzungskombinationen miteinander verpaart und in allen Kreuzungsvarianten wurde eine
erhdhte Mortalitatsrate fiir den APP23/CB1™- und den APP23/CB1"*-Genotyp erhalten. Eine
erhodhte Sterberate in APP23 transgenen Mausen wurde auch durch Ittner et al. beschrieben
(Ittner et al. 2010b). Im Alter von zwOlf und fiinf Monaten zeigten die Mause im Vergleich
zum Wildtyp eine signifikant erhohte Mortalitat von etwa 35 Prozent. Damit werden die von
Ittner et al. beschriebenen Ergebnisse durch diese Arbeit bestdtigt. Die heterozygote
Expression des CB1-Rezeptors fiihrte zu keiner erhohten Mortalitdt verglichen mit
APP23/CB1**-Tieren. Somit scheint die heterozygote Expression des CB1-Rezeptors keinen
negativen Einfluss auf das Uberleben im APP23 transgenen Hintergrund auszuiiben. Fir die
CB1"-Mause ist in der Literatur eine erhthte Mortalitat von etwa 30 Prozent beschrieben,
welche in dieser Arbeit nicht bestatigt werden konnte (Zimmer et al. 1999). Die in dieser
Arbeit verwendete CB1”-Maus (Marsicano et al. 2002) hat einen unterschiedlichen
genetischen Hintergrund zu der von Zimmer et al. verwendeten Maus und deshalb sind diese

Mausstamme nur bedingt miteinander vergleichbar.
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Der CB1-Rezeptor Knockout in APP23 transgenen Tieren fuhrt zu einer gesteigerten
Mortalitat. Aufféllig ist der frilhere Tod der Tiere im Alter von zwei bis sechs Monaten. In
weiteren Studien mussten deshalb Tiere in diesem Alter im Detail analysiert werden, da in
diesem Zeitabschnitt mogliche biochemische Verénderungen ein frithes Versterben der Tiere

einleiten konnten.

Alle Genotypen des APP23/CBN-Mausstamms mit Ausnahme der CB1*" Tiere zeigten eine
Reduktion des Durchschnittsgewichts im Vergleich zu den CB1** Kontrolltieren (Abb.
3.2.1.3) und die Kreuzung von APP23 transgenen- mit CB1-defizienten Tieren fuhrte zu einer
weiteren Reduktion des Korpergewichts. Trotz dieser hohen Gewichtsabnahme zeigten die
Tiere aber keine sichtbaren phanotypischen Einschrankungen. Aufgrund des reduzierten
Gewichtes konnten die Tiere aber Uber eine verminderte korperliche Fitness verfuigen, und
dadurch in der Hierarchie bei der Kafighaltung der Tiere im Vergleich zu den anderen
Genotypen benachteiligt sein.

Dass der CB1-Rezeptor eine Funktion in der Regulation des Gewichts einnimmt wurde durch
den CB1-Antagonisten Rimonabant gezeigt (Idelevich et al. 2009). Durch die Blockade des
Rezeptors konnte eine Gewichtsabnahme in Tiermodellen und bei Patienten mit Fettleibigkeit
beobachtet werden. Deshalb ist es auch nicht verwunderlich, dass ein Knockout des CB1-
Rezeptors zu einer Gewichtsabnahme in APP23/CB1"- und CB1"-Tieren fiihrte. Im CB2-
Rezeptor Knockout-Mausmodell wurde u.a. ein Einfluss des ECS auf die Regulation der
Knochendichte geschildert (Ofek et al. 2006). Somit kdnnte die Abnahme des Korpergewichts
auf eine eventuelle Reduktion der Knochendichte in den in dieser Arbeit untersuchten
APP23/CB1™- und CB1"-Genotypen zuriickgefiihrt werden. Des Weiteren nimmt der CB1-
Rezeptor Einfluss auf die Nahrungsaufnahme und die Sattigung im Korper (Cota et al. 2003).
Deshalb konnte es auch sein, dass die Tiere durch den Knockout des CB1-Rezeptors weniger
Appetit verspuren, was als Folge zu einer Reduktion des Korpergewichts flihrt. Die
Veroffentlichung von Van Gaal et al. unterstitzt diese Annahme (Van Gaal et al. 2005). In
dieser Kklinischen Studie wurde eine Gewichtsabnahme in Patienten mit Adpositas durch

Applikation des CB1-Rezeptor Antagonisten Rimonabant erreicht.

Zusatzlich zu den eben beschriebenen Veranderungen fiihrte der Knockout des CB1-
Rezeptors in APP23 transgenen Tieren zu biochemischen Verdnderungen in der
Gesamtmenge an APP sowie bei dessen Prozessierung. In 20 Monate alten APP23/CB17-

und APP23/CB1'"-Mausen war die Plaque-Anzahl um mehr als 50 Prozent reduziert,
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verglichen mit APP23/CB1**-Tieren (Abb.3.2.2.1 B). Des Weiteren wurde in APP23/CB17-
Méusen eine reduzierte Neuroinflammation (Abb. 3.2.2.2) ermittelt. Ein offensichtlicher
Neuronenverlust wurde im APP23/CBN-Mausstamm nur in direkter Umgebung zu den
Plagues gezeigt (Abb. 3.2.2.3). CB1”-M4use wurden nicht auf eine Abnahme von Neuronen
untersucht. Eine Neuronen-Degeneration in der CAl- und CA3-Region des Hippocampus
wurde in einer Studie in jungen-, adulten- und alten CB1-Knockout M&usen gezeigt (Bilkei-
Gorzo et al. 2005). In der APP23 transgenen Maus (14 und 18 Monate) wurde ein Verlust von
pyramidalen Neuronen in der CAl-Region des Hippocampus beschrieben (Calhoun et al.
1998). Interessanterweise verfugen APP23 transgene Tiere vor der Detektion amyloider
Plaques Uber eine erhohte Neuronen-Anzahl, im Vergleich zu Wildtyptieren (Bondolfi et al.

2002) und ein Neuronenverlust tritt erst nach der Plaque-Pathologie auf.

In der biochemischen Analyse wurde in den APP23/CB1"- und APP23/CBl+"-Genotypen
eine verringerte Expression des APPg-Proteins und seiner Fragmente beobachtet. Fir keinen
der APP Uberexpremierenden Genotypen des APP23/CBN-Mausstamms wurden
Unterschiede in der Genexpression ermittelt. Dieser Befund zeigt, dass die geringen APP-
Mengen auf Proteinebene in APP23/CB17- und APP23/CB1*-Mausen nicht durch eine
geringere APP-Expression auf RNA-Ebene bedingt sind und somit andere Mechanismen wie
z.B. der Proteintransport vom Golgi-Apparat zur Zellmembran zur verédnderten APP-Menge
fuhren konnten. Eine veranderte APP-Prozessierung im Zuge der Alterung wurde von Kern et
al. in Fibroblasten beschrieben (Kern et al. 2006). Im APP23/CBN-Mausstamm wurde eine
geringere Menge an APP und dessen Fragmenten sowohl in vier- und zwanzig Monate alten
APP23/CB1"- und APP23/CB1""-Mausen beobachtet. Diese Veranderungen der APP-

Mengen treten somit nicht im Zuge des Alterns ein.

Sowohl APP als auch der CB1-Rezeptor sind in der Zellmembran verankert. Die Ergebnisse
aus den biochemischen Untersuchungen zeigen, dass der CB1-Rezeptor einen mdglichen
regulatorischen Einfluss auf die Gesamtmenge und Prozessierung von APP auslbt. Diese
Hypothese kann zusétzlich durch die Annahme gestiitzt werden, dass das APP-Protein eine
konservierte G-Protein-Bindungssequenz besitzt, womit APP wie der CB1-Rezeptor als G-
Protein-gekoppelter Rezeptor agieren kann (Mahlapuu et al. 2003). Eine gegenseitige
Regulation dieser beiden Proteine sollte deshalb aufgrund dieser Gemeinsamkeiten durchaus
madglich sein. Eine verringerte Sekretion und Prozessierung des APP-Proteins wurde fir den

APP23/CB1™-Genotyp erstmals beschrieben. In weiteren Studien waére es deshalb interessant
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die regulatorische Funktion des CB1-Rezeptors auf APP in Zellkulturstudien im Detail zu

analysieren.

Anhand des Morris Water-Maze Verhaltensexperiments sollte das radumliche Lernen der Tiere
des APP23/CBN-Mausstamms uberprift werden. Der Morris Water-Maze Test bietet einen
Vorteil gegentiber anderen Lernversuchen, da die Tiere in diesem Experiment nicht zusatzlich
durch Futter motiviert werden missen. Des Weiteren ist der CB1-Rezeptor an der Regulation
der Nahrungsaufnahme beteiligt. Die Lernversuche konnten deshalb aufgrund einer
moglichen unterschiedlichen Motivation der Genotypen zur Futtersuche verfalscht werden.

Der Hippocampus ist an der Verarbeitung von rdaumlichen Eindriicken beteiligt. Genau in
dieser Region zeigen APP23 Tiere amyloide Plaques und einen Verlust von Neuronen
(Sturchler-Pierrat & Staufenbiel 2000; Vloeberghs et al. 2006). In verschiedenen
Lernversuchen zeigten APP-uberexprimierende Tiere Defizite im Lernen (Spires & Hyman
2005), die u.a. aus der Aggregation von amyloiden Plagues, welche die Struktur der Neuronen
storen, resultieren kénnten (Schilling et al. 2008). Verhaltensversuche mit CB1-Knockout-
Méusen zeigten ebenfalls Lerndefizite in diesen Tieren (Zimmer et al. 1999; Bilkei-Gorzo et
al. 2005). Deshalb war es wichtig, den APP23/CBN-Mausstamm im Morris Water-Maze

beziiglich des Lernverhaltens zu untersuchen.

Im Vergleich zum Wildtyp (CB1*"*) zeigten APP23/CB1**- und CB1”-Tiere eine signifikant
reduzierte Lernleistung. APP23/CB1”-Mause zeigten eine sehr schlechte Lernleistung Giber
die Zeit und ein signifikant reduziertes Lernverhalten zu allen Genotypen des APP23/CBN-
Mausstamms (Abb. 3.2.2.8). Damit wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass durch eine Kreuzung
von APP23 transgenen- mit CB1 defizienten-Tieren die Fahigkeit zum rdumlichen Lernen

nochmals beeintrachtigt wird.

Im APP23/CBN-Mausstamm wurde gezeigt, dass eine Defizienz des CB1-Rezeptors die
Lernleistung negativ beeinflusst. Der Einfluss des CB1-Rezeptors auf das Gedachtnis wurde
zuvor von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben. Eine Arbeitsgruppe zeigte, dass eine
Stimulation des CB1-Rezeptors anti-inflammatorisch wirkt und im Tiermodell zu einer
besseren Lernleistung fiihrt (Marchalant et al. 2007; Marchalant et al. 2008). Die chronische
Verabreichung von zelltoxischen Lipopolysacchariden (LPS) in den Hippocampus, bei
gleichzeitiger Gabe von Win2, fiihrte in einem Rattenmodell zur Reduktion von aktivierten

Mikrogliazellen und einer Verbesserung des rdumlichen Lernens im Morris Water-Maze. Im
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Gegensatz zur Studie in 23 Monate alten F-344 Spraque-Dawley Wildtyp Ratten von
Marchalant et al. zeigte der APP23/CB1"-Genotyp des APP23/CBN-Mausstamms trotz einer
reduzierten Anzahl von Mikro- und Astrogliazellen im Hippocampus eine sehr schlechte
Lernleistung. Dies verdeutlicht, dass die APP-Prozessierung, die AP-Menge, sowie die
Gliaaktivierung im APP23/CB1”-Genotyp nicht die auslésenden Faktoren fiir eine schlechte
Lernleistung darstellen. Deshalb kdnnten andere Stoffwechsel-Verédnderungen die potentiell
schlechte Lernleistung herbeiftihren.

Des Weiteren fiihrt der starke Gewichtsverlust der APP23/CB1”-Tiere zu einer mdglichen
Abnahme in der Fitness der Tiere. Ein geringes Korpergewicht kann im Wasser zu einer
schnellen Unterkuhlung der Tiere fihren und evtl. kann durch eine verringerte Muskelkraft

die Schwimmleistung der APP23/CB17-Mause eingeschrankt sein.

Zusétzlich wird in den letzten Jahren die Funktion der amyloiden Plaques als mdgliche
toxische Komponente kontrovers diskutiert. Die Rolle der extrazelluldren Ablagerung wird
vielmehr als Schutzfunktion diskutiert, welche die Zelle vor den stdrker toxischen Ap-
Oligomeren schiitzen kdnnte. Die Veroffentlichungen von Cohen et al. unterstltzen diese
Hypothese (Cohen et al. 2006; Cohen et al. 2009). In dem Tiermodell von Cohen et al. fuhrte
die Reduktion von IGF-1 (Insulin-Wachstums-Faktor 1), einem wichtigen Signalmolekul bei
der Alterung von Invertebraten und Vertebraten, in Alzheimer-transgenen Mé&usen zu einer
verbesserten Lernleistung, obwohl die Tiere dichter gepackte AB-Plaques im Vergleich zu den
Kontrollen (normale Alzheimer-transgene Mause) aufwiesen. Die Autoren ordneten diese
Hyperaggregation im Alter als Schutzmechanismus ein, der die Zelle vor den weitaus
toxischeren AB Oligomeren schiitzen konnte. Die Ubersichtsstudie von Abbott et al.
unterstutzt ebenfalls diese Theorie, in welcher die AB Plaques nicht als alleinige toxische
Komponente in der Alzheimer Krankheit eingestuft werden (Abbott 2008).

Die seit einigen Jahren postulierte modifizierte Form der Amyloid-Hypothese spricht der
intrazelluldaren Akkumulation von Amyloid B-Peptiden in Neuronen eine zentralere Rolle als
den extrazelluldren Plagueablagerungen zu (Wirths et al. 2004) und konnte in mehreren
Studien bestatigt werden.

In klinischen Studien und anhand von Tiermodellen wurde gezeigt, dass intrazellulére
amyloide Oligomere schon vor der Ablagerung potente Neurotoxine darstellen und Synapsen
beschadigen (Walsh & Selkoe 2007). Diese Hypothese wurde auch in einem APP/PS1
transgenen Mausmodell bestatigt, bei dem die Akkumulation der toxischen Amyloid B-

Peptide zur synaptischen Instabilitdt, einem Neuronenverlust und zu einer Beeintrachtigung
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des Lernverhaltens fuhrten (Bayer & Wirths 2008). Des Weiteren wurde anhand von
Hirnschnitten aus Ratten, APP-Knockout Mdausen und menschlichem Gehirngewebe, eine
Akkumulation von Ap42-Peptiden in sog. ,,Multivesicular Bodies* innerhalb des
prasynaptischen und postsynaptischen Zwischenraums beschrieben, welche zu einer
pathologisch veranderten Morphologie der Synapsen flihrte (Takahashi et al. 2002). Diese
Verdnderungen zeigten sich bereits vor dem Auftreten von extrazellularen amyloiden Plaques.
Eine neuere Studie mit AICD transgenen Tieren zeigte, dass die AICD-Doméne des APP-
Proteins eine Neuroinflammation und gestorte hippocampale Neurogenese herbeifiihren kann,

die unabhédngig von Amyliod B induziert wird (Ghosal et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch in den APP23/CB1”-Tieren insgesamt weniger
Amyloid Plaques und Ap-Spiegel in der l6slichen Fraktion detektiert. Eine gestorte
extrazellulare Ablagerung wurde in diesem Tiermodell nicht beobachtet und kann deshalb
nicht das schlechte Abschneiden der Tiere im Lernversuch begrtinden.

Zusétzlich wird die amyloide Prozessierung des APP-Proteins von der Phosphorylierung des
Tau-Proteins begleitet, die zur Aggregation von Neurofibrillenblndeln fuhrt (siehe
Einleitung). Man nimmt an, dass als Folge der Phosphorylierung die Symptome der
Alzheimer Krankheit nochmals verstarkt werden. Dies wurde im APP23 transgenen
Mausmodell mit einer zusatzlichen Tau-Defizienz gezeigt, welche im Vergleich zu normalen
APP23 Maéusen langer lebten und im Morris Water-Maze eine bessere Lernleistung
ablieferten (Ittner et al. 2010b). Deshalb sollte erwéhnt werden, dass die Kombination aus
intrazellularem Amyloid B und Neurofibrillenbiindeln wichtige Indikatoren der Alzheimer

Krankheit darstellen.

Die schlechte Lernleistung der APP23/CB1™-Tiere im Morris Water-Maze konnte auch durch
die Schadigung der Pyramidenzellen im Hippocampus verursacht werden. Die
Pyramidenzellen des Hippocampus nehmen eine wichtige Rolle bei der Verarbeitung von
raumlichen Eindriicken und bei der Uberfilhrung vom Kurzzeit- ins Langzeitgedachtnis ein.

Eine Schadigung dieser Regionen kdnnte die Lernleistung der Tiere einschranken.

Zusatzlich zu den schlechten Lernleistungen der APP23/CB1”-Tiere konnte in dieser Arbeit
fir den CB1"-Genotyp ein Defizit im raumlichen Lernen wahrend der Trainingslaufe und im

Testlauf des Morris Water-Maze aufgezeigt werden. Dieses Defizit wurde in einem dhnlich
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durchgefuihrten Morris Water-Maze Experiment zumindest in den Testlaufen bestéatigt (\Varvel
& Lichtman 2002). In dieser Studie zeigten die CB17-Mause wahrend der Trainingsphase
von insgesamt sieben Tagen keine Unterschiede im rdumlichen Lernen im Vergleich zum
Wildtyp. Wurde die Plattform in den Testldufen jedoch in eine neue Position des Beckens
gegeben, bendtigten die Tiere eine signifikant langere Zeit und legten einen langere
Wegstrecke zuriick. Verschiedene Tierexperimente mit CB1’-Mausen zeigten ein
altersabhéngiges Lernverhalten des Mausstamms (Bilkei-Gorzo et al. 2005). Im Vergleich
zum Wildtyp lernten die CB17-Mause im Alter zwischen sechs und sieben Wochen sogar
zum Teil besser. Interessanterweise zeigten drei bis finf Monate alte CB1”-Tiere ein

+/+

Lernverhalten, das dem einer 14 bis 17 Monate alten CB1™"-Maus entspricht. Zusétzlich wird
dieses Defizit im Lernverhalten von einem Neuronenverlust im Hippocampus begleitet. Diese
Befunde zeigen, dass der CB1-Rezeptor vor allem im Alter einen Einfluss auf das
Lernverhalten hat und werden durch die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt, in der gezeigt
werden konnte, dass der CB1 Knockout im APP23 transgenen Hintergrund (20 Monate alte

Tiere) die Lernleistung der Tiere nochmals herabsetzt.

Des Weiteren konnte die Degeneration von Synapsen und der Myelinschicht im APP23/CB1™
-Genotyp die Signalweiterleitung storen. Als Folge wirde sowohl die saltatorische
Erregungsleitung sowie die Ubertragung am synaptischen Spalt gestort werden, was in einer
Einschrankung der Lernleistung resultiert.

Deshalb wurden Myelin- und Synapsenmarker im APP23/CBN-Mausmodell untersucht (Abb.
3.2.2.9). Die ersten proteinbiochemischen Untersuchungen zeigten, dass die Expression der
Synapsenmarker in allen Genotypen des APP23/CBN-Mausstamms konstant blieb.
Untersuchungen in APP23 transgenen Tieren unterstiitzen dieses Ergebnis. In drei- und 25
Monate alten Maé&usen wurden keine Unterschiede in der Expression des
Synaptophysinmarkers zwischen APP23 transgenen- und Wildtyp-Tieren festgestellt
(Boncristiano et al. 2005). Die Expression von Myelinmarkern war in den APP23/CB1""*-,
APP23/CB17- und CB1”-Genotypen reduziert. Somit kénnte eine Degeneration der
Myelinschicht zu einer eingeschrénkten Lernleistung flhren. Einige Studien unterstiitzen die
hier postulierte Hypothese. Eine Reduktion der Myelinschicht wurde in der Alzheimer
Krankheit und eine Beteiligung des ECS bei Prozessen der Myelinreifung beschrieben
(Galve-Roperh et al. 2007; Bartzokis 2009). Lee et al. zeigte, dass Ap eine Degeneration der
Oligodendrozyten durch Aktivierung des neutralen Sphingomyelinase-Ceramid-Signalwegs

auslost (Lee et al. 2004). Des Weiteren wurde fir das ECS System beschrieben, dass eine
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Aktivierung des CB1- oder CB2-Rezeptors zu einer verstarkten Expression des ,,Myelin basic
proteins (MBP)* fuhrt (Arévalo-Martin et al. 2007). MBP ist am Aufbau der Myelin-Struktur

beteiligt und eine Beschéadigung der Myelinschicht fiihrt zur gestorten Weiterleitung von

Nervenimpulsen. Jackson et al. zeigte, dass die Caspase 3-Aktivitat, ein Regulator des

neuronalen Zelltods, in CB1-Rezeptor-Knockout Mdusen erhoht ist und eine Induktion einer

CREAE (,,chronic relapsing experimental autoimmune encephalomyelitis®) in den Tieren zu

einer massiven Abnahme des MBP-Proteins fuhrt (Jackson et al. 2005).

Alle in diesem Kapitel aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass der CB1-Rezeptor Knockout in

APP23 transgenen Tieren zu weitreichenden Verinderungen im Uberleben, in der Biochemie,

sowie im Lernverhalten der Tiere filhrte und sind zusammenfassend in Tabelle 4.1.2

dargestellt.
APP23/CB1
Mortalitat +++ ++ ++
Gewicht - - -
APP-Expression + +++ ++
AB + +++ ++
AP Plaques + +++ ++
Raumliches Lernen --- - -

Tabelle 4.1.2: Effekt des CB1-Rezeptor Knockout in APP23 transgenen Tieren
Die Zeichen + (Zunahme) und — (Abnahme) geben die Intenstitéten der Veranderung im Vergleich zum CB1

an. Bei APP und dessen Prozessierungsprodukte bezieht sich die Bewertung auf den APP23/CB1

+/+

+/+

-Genotyp
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4.2 Der Einfluss des Cannabinoidsystems in der Alzheimer Krankheit

Das Cannabinoidsystem nimmt eine wichtige Funktion bei der prasynaptischen
Neurotransmitterfreisetzung im Gehirn ein und eine Stérung des Endocannabinoid-
Stoffwechsels oder der Cannabinoidrezeptoren kann eine eingeschrankte synaptische
Aktivitat herbeigefihren.

Fir das ECS konnten weitreichende schiitzende Eigenschaften in verschiedenen Alzheimer
Modellen, wie Schutz vor Lipidoxidation, AB-Toxizitat, VVerbesserung der Lernleistung,
reduzierte Mikrogliaaktivierung oder die Inhibition der Acetylcholinesterase-Aktivitét

beschrieben werden (siehe 1.3.1).

Eine Storung des ECS konnte bei der Untersuchung von Gehirnen von an Alzheimer
verstorbenen Patienten festgestellt werden. In Bereichen mit einer hohen Dichte an amyloiden
Aggregaten und aktivierten Mikogliazellen wurde in Alzheimer Gehirnen eine Abnahme von
Cannabinoidrezeptoren beschrieben. Durch die Verabreichung von Dronabinol, einer Ldsung
von A%-THC in Ol, kam es zu einer Besserung des gestdrten Verhaltens, zur Verbesserung der
nachtlichen Unruhephasen und zur Stimulation des Appetits bei Alzheimer-Patienten (\Volicer
et al. 1997; Walther et al. 2006).

Des Weiteren wurde eine Storung des ECS durch Nitrosylierung von Proteinen (u.a. des CB1-
und CB2-Proteins) in Gehirnen von an Alzheimer verstorbenen Patienten beschrieben
(Ramirez et al. 2005). Diese Nitrosylierung der CB1-Rezeptoren kdnnte zu einer Stérung bei
der Kopplung an weiter ,,downstream* liegenden Effektor-Signalmolekilen fiihren. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Schadigung von Neuronen zu einem Anstieg der Endocannabinoid-
Produktion fiihrt und Zellen ohne CB1-Rezeptor vulnerabler fir neuronale Schéden sind
(Stella et al. 1997; Marsicano et al. 2003). Diese Studien verdeutlichen, dass das ECS direkt
an Prozessen wie dem Schutz von Neuronen beteiligt sein muss. Diese mogliche
Schutzfunktion konnte auch in Studien mit AB-induzierter Toxizit4t bewiesen werden, in der
die Aktivierung des CB1-Rezeptors durch Cannabinoide die schadigende Wirkung dieser
Peptide reduzierte (Milton 2002; van der Stelt et al. 2006).

Zugleich konnte aber auch der gegenléufige Effekt gezeigt werden, bei dem die Inhibition des
CB1-Rezeptors durch Rimonabant eine Besserung des Lernverhaltes im Nagermodell nach
Administration von AB hervorrief (Mazzola et al. 2003). Somit musste auch eine Blockade

des CB1-Rezeptors als mdgliche therapeutische Malinahme tberdacht werden.
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In der Alzheimer Krankheit kommt es des Weiteren zu einer gesteigerten Exzitotoxizitat
welche durch die Dysregulation der Ca** Homdostase sowie durch die erhdhte Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren hervorgerufen wird. Manche Cannabinoide (z.B. HU-211) koénnen
direkt den NMDA-Rezeptor durch Inhibition regulieren und somit vor Exzitotoxizitat
schutzen (Eshhar et al. 1993; Nadler et al. 1993). Ebenfalls die Aktivierung des CB1-
Rezeptors durch Cannabinoide kann vor Exzitotoxizitat schitzen (Shen & Thayer 1998;
Abood et al. 2001), was nochmals den Einsatz von Cannabinoiden als mogliches
Therapeutikum bei Alzheimer-Patienten untermauert.

Abgesehen vom CB1-Rezeptor wird dem CB2-Rezeptor eine wichtige Schutzfunktion bei
neuronalen Schadigungen zugeschrieben. In Alzheimer-Patienten wurde eine Hochregulation
dieser Rezeptoren in aktivierten Mikrogliazellen beschrieben (Benito et al. 2003; Ramirez et
al. 2005). Der Aktivierung von CB2-Rezeptoren in solchen pathologischen Situationen
werden unter anderem antiinflammatorische und neuroprotektive Eigenschaften
zugeschrieben (Ehrhart et al. 2005; Fernandez-Ruiz et al. 2007). Es gibt noch zahlreiche
weitere schutzende Eigenschaften des ECS in der Alzheimer Krankheit, welche
zusammenfassend in dem Ubersichtsartikel von Campbell und Gowran et al. dargestellt sind
(Campbell & Gowran 2007).
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4.3 Klinische Relevanz des Cannabinoidsystems in der Alzheimer Krankheit

In den Kapiteln 1.3 und 4.2 sind zahlreiche Beispiele zur Aktivitat des ECS in der Alzheimer
Krankheit aufgefihrt. Die Neuroinflammation und der oxidative Stress sind schadigende
Prozesse der Alzheimer Krankheit. Neue Therapien zur Behandlung der Alzheimer Demenz
konnten auf Basis der antioxidativen und antiinflammatorischen Eigenschaften der
Cannabinoide entwickelt werden.

Zurzeit werden vor allem Acetylcholinesterase-Inhibitoren (z.B. Donepezil, Galantamin) zur
Steigerung der Acetylcholinmengen und NMDA-Rezeptor Antagonisten wie Memantine (z.B.
Namenda, Ebixa) zur Besserung der Symptome bei Alzheimer-Patienten eingesetzt. Uber die
Manipulation des ECS konnen &hnliche schiitzende Effekte erreicht werden und deshalb
bieten diese Stoffe zumindest eine Alternative zu den bisher auf dem Markt verwendeten
Therapeutika. In der Alzheimer Krankheit wird durch Dysregulation der Ca** Homdostase,
sowie durch die erhdhte Aktivierung von NMDA-Rezeptoren eine gesteigerte Exzitotoxizitat
hervorgerufen. Der CB1-Rezeptor ist an der Regulation von spannungsabhangigen Ca®'-
Kanalen beteiligt und nimmt Einfluss auf die intrazellulare Ca®*-Konzentration (siehe 1.2.3).
Uber die Manipulation des ECS kénnte deshalb auch die Ca?* Homdostase bei Alzheimer-
Patienten reguliert werden. Als Folge konnten die Zellen vor erhdhter Exzitotoxizitét
geschutzt werden.

Ein auf Cannabinoiden basierendes Spray (Sativex) wurde auch schon erfolgreich bei der
Behandlung von Multipler Sklerose oder bei neuropathischem Schmerz angewendet (Perez
2006). Deshalb ware es in naher Zukunft durchaus moglich, dass weitere auf Cannabinoiden-

basierende Stoffe Ihre Anwendung in der Medizin finden.

Der Einsatz von Cannabinoiden als Therapeutikum ist jedoch umstritten, da neuere klinische
Alzheimer-Studien keine Unterschiede an Endocannabinoid-Mengen im Plasma von
Alzheimer-Patienten und gesunden Kontrollgruppen feststellen konnten (Koppel et al. 2009).
Des Weiteren missten eventuelle psychoaktive Nebenwirkungen vorher durch intensive
klinische Studien im Tiermodell untersucht werden. Das ECS ist an zahlreichen
physiologischen Funktionen beteiligt (siehe Punkt 1.2.4). Deshalb konnen zusétzliche
Stoffwechselverdnderungen bei einer Manipulation dieses Systems nicht ausgeschlossen
werden.

Der Einsatz von Endocannabinoiden koénnte dieses Risiko minimieren. Endocannabinoide

werden nur bei Bedarf produziert und unterliegen einer schnellen Degradation. Die
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Manipulation des ECS durch Endocannabinoide stellt eine neue Maoglichkeit dar, die
Nebenwirkungen, welche oft durch die Administration von exogenen Cannabinoiden oder von

Pharmazeutika hervorgerufen werden, zu verhindern.
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5 Zusammenfassung

Die Alzheimer Krankheit ist eine der hdufigsten neurodegenerativen Erkrankungen, deren
Ursache, abgesehen von einem geringen Prozentsatz vererbter Formen, bisher nicht bekannt
ist. Ein wichtiges Ziel der Grundlagenforschung liegt derzeit in der Modulation der APP-
spaltenden Enzyme. Durch die Modulation dieser Enzyme konnten weniger schadigende
Amyloid B-Peptide entstehen. Die Aktivitdt des ECS ist in vielen neurodegenerativen
Krankheiten veréndert. Protektive Eigenschaften der Cannabinoidrezeptoren wurden bei der
Alzheimer Krankheit beschrieben. Deshalb sollte in dieser Arbeit der Einfluss des ECS auf
die Pathogenese der Alzheimer Erkrankung untersucht werden. In Zellkultursystemen wurde
der Einfluss von Cannabinoiden auf die Prozessierung des Amyloid-Vorlauferproteins
analysiert. Durch Inkubation der Zellen mit CB1-Rezeptor Agonisten konnte die APP-
Prozessierung zugunsten von sAPPa moduliert werden. Gleichzeitig flhrte die Inkubation mit
Cannabinoiden zur reduzierten Amyloid B Menge im Medium der Zellen. In dieser Arbeit
konnte die APP-Prozessierung durch die Aktivierung des CB1-Rezeptors zugunsten des nicht-
amyloiden Wegs moduliert werden.

In einem Tiermodell wurde der Einfluss des CB1-Rezeptors in APP23 transgenen Mé&usen
untersucht. Der Knockout des CB1-Rezeptors fiihrte in APP23 transgenen Tieren zu
weitreichenden biochemischen Veranderungen. APP23/CB1”-Tiere zeigten eine erhohte
Mortalitat und ein sehr geringes Durchschnittsgewicht. Im Vergleich zu APP23/CB1""-
Tieren flhrte der CB1-Rezeptor Knockout zur Reduktion der APP-Expression und dessen
Prozessierungsprodukten. In den histologischen Untersuchungen wurde eine reduzierte
Anzahl an amyloiden Plaques, sowie eine reduzierte Neuroinflammation ermittelt.
Biochemische Untersuchungen zeigten, dass der CB1-Rezeptor einen moglichen
regulatorischen Einfluss auf die Expression und Prozessierung von APP auslbt. Die Tiere mit
der geringsten Plaque-Menge (APP23/CB17) und einer reduzierten Prozessierung von
SAPPa- und den CTFs zeigten die schlechteste Lernleistung im Morris Water-Maze. Deshalb
mussen andere Faktoren (z.B. die Degradation der Myelinschicht) fur die schlechte
Lernleistung verantwortlich sein. Mit einem zweiten Tiermodell konnte in CB1-Knockout
Mausen durch den viral-vermittelten Gentransfer eine mogliche Toxizitdt von AP Peptiden
untersucht werden. Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen, dass der CB1-Rezeptor
an der Regulation der APP-Prozessierung beteiligt ist und zu proteinbiochemischen

Veranderungen im Zell- und Tiermodell fihrt.
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Abstract

Today, Alzheimer’s pathology is one of the most prominent neurodegenerative diseases. The
origin of the disease is still unknown, aside from some disease-causing mutations and genetic
polymorphisms that increase the risk to develop Alzheimer’s disease. In Alzheimer’s disease,
the processing of the amyloid precursor protein (APP) is changed. One aim in research is to
modulate APP cleaving enzymes. The modulation of these enzymes can change APP
processing towards the non-amyloidogenic pathway which results in a decrease of the cell-
toxic ALl peptides. Changes of the ECS activity have been described in many
neurodegenerative diseases. Moreover, a potential protective role of cannabinoid receptors in
Alzheimer’s disease has been shown by basic research.

Based on these previous findings, this thesis aimed to investigate the role of the ECS in
Alzheimer’s pathology. In cell-culture systems the influence of cannabinoids on APP
processing has been analyzed. The treatment of cell lines with CB1 agonists resulted in an
increased amount of the neuroprotective SAPP ] and has been accompanied by decreased AP
peptide levels. These results show that the activation of the CB1 receptor can change APP
processing to the non-amyloidogenic pathway.

In the second part of this thesis, the influence of the CB1 receptor has been analyzed in a
well-established Alzheimer’s disease model (APP23 mouse). The knockout of the CB1
receptor resulted in extensive changes. APP23/CB1"" mice showed a high mortality and a very
low body weight. Compared to the APP23/CB1*"* genotype, the CB1 receptor knockout lead
to a reduction of APP expression and processing. Histological analyzes showed that altered
APP-levels were accompanied by a reduced amyloid plaque load and glial inflammation. The
biochemical results show that there might be a regulatory influence of the CB1 receptor on
APP expression and processing. The animals with the lowest amyloid plaque load
(APP23/CB1" mice) and reduced processing of sAPPLI and of CTFs showed impaired
learning and memory in the Morris Water-Maze. These data indicate that other factors than
AR plaques, such as a degradation of the myelin layer may cause the impaired learning and
memory of APP23/CB1” mice. In a second animal model, the potential toxicity of AL
peptides has been investigated via adeno-associated virus (AAV)-based gene transfer. These
findings indicate that the CB1 receptor has a potential role on the regulation of APP
processing and the absence of this receptor leads to biochemical changes in cell- and animal

models.
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