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Zusammenfassung

Die induzierbare Form der Stickoxidsynthase (iNOS) wird bei entziindlichen Stimuli
transkriptionell hochreguliert und kann in Gehirnen von Patienten mit Morbus
Alzheimer (AD; ,,Alzheimer’s disease®, auch Alzheimer-Demenz) nachgewiesen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der genetischen oder
pharmakologischen Ausschaltung der iNOS in Amyloid-Vorlduferprotein/Préasenilinl
(APP/PS1; ,,amyloid precursor protein/presenilinl‘)-transgenen Maiusen auf das
rdumliche Gedéachtnis, die hippokampale Langzeitpotenzierung (LTP; ,long term
potentiation‘‘), amyloide Pathologie, Astrogliose sowie den neuronalen Verlust hin
untersucht. Ebenfalls wurde die Aktivitit Amyloid B-degradierender Enzyme sowie
synaptosomaler Mitochondrien und deren Modifikationen durch Stickstoffmonoxid
(NO) analysiert. APP/PS1-tg iNOS™” Miuse sowie Maiuse, die mit dem iINOS-
spezifischen Inhibitor L-N°-(1-iminoethyl)-Lysin (L-NIL) behandelt wurden, zeigten
sowohl im Alter von drei, als auch zwolf Monaten im Radialarm-Labyrinth eine
signifikante Reduktion von Arbeitsgeddchtnis- und Referenzgedichtnisfehlern.
Ebenso konnte eine Verbesserung der LTP oben genannter Tiere verglichen mit rein
APP/PS1 transgenen Tieren zum Zeitpunkt von drei Monaten gezeigt werden.
Dariiber hinaus konnte im Alter von zwdlf Monaten sowohl mittels ,,enzyme-linked
immunosorbent  assay”“  (ELISA) eine  signifikante = Reduktion  der
Amyloid-B (AB)-Menge sowohl in den entsprechenden Ganzhirn-Lysaten, als auch
mittels Thioflavin-S-Fiarbung sowie AR-Antikorper-Immunofluoreszenzfirbung in
der  GroBhirnrinde und im  Hippocampus  nachgewiesen  werden.
Immunohistologische Untersuchungen zeigten des Weiteren, dass APP/PS1-tg
iNOS" Miuse, verglichen mit APP/PS1-transgenen Tieren, eine reduzierte ,,glial
fibrillary acidic protein® (GFAP) Expression, jedoch eine erhohte ,,neuronal nuclei*
(NeuN) Immunoreaktivitit im Alter von zwoOlf Monaten in den genannten
Gehirnregionen aufweisen. Korrespondierend zu dem Nachweis nitrosylierten
Glukose-regulierten Proteins 75 (GRP 75) lieB sich eine reduzierte Aktivitit
synaptosomaler Mitochondrien durch Zugabe von NO (-Derivat)-Donoren in vitro
nachweisen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Expression von iNOS zu
einer Verschlechterung der AD-Symptome wie neuropathologische Verdnderungen,
kognitive Leistung und der damit verbundenen elektrophysiologischen Parameter in

diesem etablierten Modell der AD fiihrt. Da die pharmakologische Inhibition der
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iNOS identische Effekte wie der genetische ,.knock out“ zeigt, konnte iNOS

zukiinftig als therapeutisches Ziel zur Behandlung der AD dienen.

Abstract

The inducible form of the nitric oxide synthase (INOS), is transcriptionally
upregulated in response to inflammatory stimuli and can be found in the brains of
patients suffering from Alzheimer's disease (AD). In this study we determined the
effects of INOS deficiency in amyloid precursor protein/presenilinl (APP/PS1)
transgenic mice on spatial memory, hippocampal long term potentiation (LTP),
amyloid pathology, astrogliosis and neuronal loss. Additionally, the aktivity of
amyloid B-degrading enzymes as well as of synaptosomal mitochondria and their
modifications by nitric oxide (NO) was determined. APP/PS1-tg iNOS""” mice as
well as APP/PS1-tg mice treated with the iNOS inhibitor L-N°-(1-iminoethyl)-lysine
(L-NIL), showed a significant reduction of working memory and reference memory
errors in the radial arm maze-test at three and twelve months of age as well as
improvement of LTP at three months of age. Furthermore, APP/PS1-tg iNOS""
mice revealed decreased amyloid B (AP) burden at twelve months, as detected by
thioflavin-S and AP-antibody immunostaining. AB;4o and ABj.4 levels in brain
extracts of these mice were reduced as assessed by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Immunohistochemical staining also demonstrated that APP/PS1-tg
iNOS™" mice had a reduced glial fibrillary acidic protein (GFAP) expression, while
neuronal nuclei (NeuN) immunoreactivity was increased when compared to
APP/PS1-tg mice. Corresponding to the detection of nitrosylated glucose-regulated
protein 75 (GRP75), a lowered activity of synaptosomal mitochondria by NO
(-derivative)-donors could be found in vitro. These results suggest that iINOS
expression aggravates AD like neuropathological changes, cognitive performance
and related electrophysiological parameters in an established animal model of AD.
Since pharmacological iNOS inhibition showed identical effects than iINOS gene

deficiency, iNOS may serve as a future therapeutic target in AD.
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3/5 [sprich: drei Strich / fiinf Strich]
(Desoxy-)Ribosen-Kohlenstoffposition der Phosphatgruppe
eines Nukleotids;
auch: Polaritit und Orientierung eines DNA/RNA-Stranges

5-FAM 5-Carboxyfluoreszein

6-OHDA Oxidopamin

o2M a-2-Makroglobulin

aCSF artifizielle cerebrospinale Fliissigkeit

AP(1-2012) Amyloid-B-Peptid (mit 40 respektive 42 Aminosiuren
Linge)

AD Alzheimer-Demenz; auch ,,Alzheimer’s disease*,
Alzheimer-Krankheit, Morbus Alzheimer

ADP Adenosindiphosphat

ADAM »a disintegrin and metalloproteinase®, ein Disintegrin und
eine Metalloproteinase

AG Arbeitsgruppe

AICD »amyloid intracellular domain®, amyloide, intrazelluldre
Domine

AK Antikorper

Ala Alanin

ANOVA ,One-way analysis of variance*

AP-1 Aktivator Protein-1

Aph-1 »anterior pharynx defective, homolog of , 1*

APLP!! »amyloid precursor like protein“, Amyloid-Vorldufer-
dhnliches Protein [-defizient]

Apo E Apolipoprotein E

APPI! »amyloid precursor protein“, Amyloid-Vorlduferprotein [-
defizient]

APP/PS PV )] »amyloid precursor protein/presenilin1®,
Amyloid-Vorlduferprotein ~ /Prisenilinl[-defizient / -
transgen]|

APP/PS1-tg »amyloid precursor protein/presenilin1-
transgene/trangenic*, Amyloid-Vorlduferprotein
/Présenilin]-transgen

APP,, Schwedische APP-Mutante

Arc »activity-regulated cytoskeleton-associated protein®,
Aktivitédts-reguliertes Zytoskelett-assoziiertes Protein

Art. Nr. Artikelnummer

AS Aminosdure(n)

Asn Asparagin

AUC ,area under the curve®, Integral

BACE ,,B-site APP cleaving enyme®, -Sekretase

bp Basenpaare

BCA ,,bicinchoninic acid*, Bicinchoninsdure

BSA bovines Serumalbumin

BST basale synaptische Transmission

°C Grad Celsius

C Cystein
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Clq ,»complement 1q“, Komplementfaktor 1q

C3 ,»complement 3, Komplementfaktor 3

ca. circa, etwa

CA Cornu ammonis

CamK II Ca**/calmodulin-abhingige Protein Kinase II

Cb Cerebellum

Cc Corpus callosum

CC(L/R) B-Chemokin (Ligand) und Rezeptor mit CC-Motiv

CD-14 cluster of differenciation-14

cDNA ,»complementary DNA*, komplementire DNA

CGA Chromagranin A

cGMP »cyclic guanosine monophosphate®, zyklisches
Guanosinmonophosphat

cm Zentimeter

COX Cyclooxygenase

CSF »colony stimulating factor*, koloniestimulierender Faktor

CTF C-terminales Fragment

Cx Cortex, GroBhirnrinde

CX;3C(L/R) v-Chemokin (Ligand) und Rezeptor mit CX3C-Motiv

CXC(L/R) a-Chemokin (Ligand) und Rezeptor mit CXC-Motiv

A delta, Differenz zweier Werte

AE9 Delta-Exon 9 Mutante des PS1

d diem, Tag

ddH,O bidestilliertes Wasser

d.h. das heiB3t

DMEM ,Dulbecco’s modified eagle medium*

DNA ,deoxyriboncleic acid, Desoxyribonukleinsdure

DOC Desoxycholsidure

Drpl »dynamin-related protein 1%, Dynamin-dhnlichen Proteins 1

DTT Dithiothreitol

ebd. ebenda

ECL ,,enhanced chemiluminescence®, verstirkte Chemilumineszenz

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA »enzyme-linked immunosorbent assay*

eNOS »~endothelial  nitric  oxide synthase”, endotheliale
Stickstoffmonoxidsynthase

EOFAD »early onset familial Alzheimer’s disease®, frithe familidre
Alzheimer-Demenz

ER endoplasmatisches Retikulum

etc. et cetera, und so weiter

F F-Wert-Verhiltnis zweier Mittelwertquadrate

F(ab’) »fragment antigen-binding*, Antigen-bindendes Fragment

FAD familidre Alzheimer-Demenz

Fc »fragment crystallizyble*, kristallisierbares Fragment

FCS ,fetal calf serum®, fotales Kilberserum

fEPSP feld-exzitatorisches postsynaptisches Potential

FG Freiheitsgrade

g Gramm

gDNA genomische DNA

GFAP ,glial fibrillary acidic protein*, saures Gliafaserprotein
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GRP
GTP
HBSS

Hc
HEPES
HG

HRP
HSP
Hz
IDE
ie.
IFG
IFN

1L
iNOS [(-/9)]

IvC

1ZKF
Jnk 1
kDa

KG
kHz

LC
Leu
L-NIL
LOAD
LPS
LRP
LTP
Lys

ug

ul

um
uM
MQ

M

mA
MAC
Maldi-TOF-MS

MAPK 1
max.
Met

Glukose-reguliertes Protein

Guanosintriphosphat

»Hanks’ buffered salt solution, Hanks’ gepufferte
Salzlosung

Hippocampus

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure
,high glucose®, 1000 mg/1 Glukose in DMEM (,,Dulbecco’s
modified eagle medium*)

,horse raddish peroxidase‘‘, Merrettich-Peroxidase
Hitze-Schock Protein

Hertz

Insulin-degradierendes Enzym

id est, das hei3t

Integrierte Funktionelle Genomik (Serviceeinheit des IZKF
Miinster)

Interferon

Interlaukin

,inducible  nitric oxide synthase®,
Stickstoffmonoxid-Synthase[-defizient]
»individually ventilated cages”, individuell ventilierte
Kifige

Interdisziplinédres Zentrum fiir Klinische Forschung

c-Jun N-terminale Kinase 1

Kilodalton

Kilogramm

Korpergewicht

Kilohertz

Liter

Locus coeroleus

Leucin

L-N°-(1-iminoethyl)-Lysin

,late onset Alzheimer’s disease®, spite Alzheimer-Demenz
Lipopolysaccharid

Lipoprotein Rezeptor-verwandtes Protein

»long term potentiation®, Langzeitpotenzierung

Lysin

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol pro Liter

Megaohm

Mol pro Liter

Milliampere

,membrane attack complex‘‘, Membranangriffskomplexes
»matrix-assisted laser desorption /ionization time of flight
mass spectrometry*, Matrix-unterstiitzte Laser-
Desorption / Ionisation Flugzeitmassenspektrometrie
MAPK 1 Mitogen-aktivierte Protein Kinase 1

maximal; Maximum

Methionin

induzierbare
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MW?2
MWM

NaV03
NB

NC
NDS
NeulN
NF«B

nm

nM
NMDA
NMDA-R
nNOS

NO
NOS
ns
NSAID
NTF
NY

0.

0.g.
ONOO
PAGE

PAPA-NONOat

PBS(T)

PD
PGD;
PGE,
PGH,
PGI,
PEN2
Pen-Strep
PFA
Phe
PHP
PIC

Milligramm

Minute(n)

minimal; Minimum

Milliliter

Millimeter

Millimol pro Liter

,,mastermix‘’,

Megaohm

Mittelwert

Mittelwertquadrat

,»Morris watermaze*‘, Morris-Wasserlabyrinth
Anzahl

Natriumorthovanadat

Nucleus basalis

Nitrocellulose

,normal donkey serum*, normales Eselserum
,,neuronal nuclei*

»huclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells®, Transkriptionfaktor kB

Nanometer

Nanomol pro Liter

N-Methyl D-Aspartat

N-Methyl D-Aspartat-Rezeptor

,,heuronal nitric oxide synthase®, neuronale
Stickstoffmonoxidsynthase

,nitric oxide®, Stickstoffmonoxid

,»nitric oxide synthase®, Stickstoffmonoxid-Synthase
nicht signifikant

,.non-steroidal antiinflammatory drug*

N-terminales Fragment

Nitrotyrosin

oder

oben genannte(n/r)

Peroxynitrit

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Z2)-1-[N-3-aminopropyl]-N-(n-propyl)amino]diazen-
1-ium-1,2-dolat

»phosphate buffered saline*, phosphatgepufferte Salzlosung
(mit 0,1 % Triton® X-100)

,Parksinson’s disease‘, Parkinson-Erkrankung
Prostaglandin D,

Prostaglandin E,

Prostaglandin H,

Prostaglandin I, Prostazyklin

»presenilin enhancer 2%, Prisenilin Verstérker2
Penicillin-Streptomycin

Paraformaldehyd

Phenylalanin

»paired helical filaments*, gepaarte helikale Filamente
Proteasen-Inhibitor-Cocktail
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PKC
PLL
PMG
PPARY
PPF
PrP
PS(1/2)!!
PSD 95
PVDF
q

R2

rcf

resp.
RIPA

RME
RNA
ROI
ROS
rpm
RT
22

S

S.
SAA
sAPPa
sAPP

SDS
SEM
sGC
SIN-1
SNAP
SNO-C
SNP
STAT

suppl. / Suppl.
T

TACE
TBS(T)

Tc

TG

TGFp

Temp

Proteinkinase C

Poly-L-Lysin

primére Mikroglia
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor y
“paired pulse” Faszilitierung

Prion-Protein

Prisenilin (1/2) [-defizient]

,»post-synaptic density protein‘

Polyvinylidenfluorid

Verhiltniswert

Bestimmtheitsmal}

,relative centrifugal force*, Relative
Zentrifugalbeschleunigung

respektive

,,radio iImmunoprecipitation assay*,

Rontgenimmunoprizipitations- Untersuchung

,reference memory error, Referenzgedichtnisfehler
,,riboncleic acid*, Ribonukleinsidure

,region of interest*, Region von Interesse

,reactive oxygen species*

»revolutions per minute*, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Summenquadrat

Sekunde

siche

systemisches Amyloid A

nicht-amyloidogenes, 10sliches APP (,,soluable APP*),
Spaltprodukt der a-Sekretase

nicht-amyloidogenes, 10sliches APP (,,soluable APP*),
Spaltprodukt der B-Sekretase

,»sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

,,standard error of mean*, Standardfehler

,»soluble guanylate cyclase®, l16sliche Guanylatcyclase
3-Morpholino-Sydnonimin
S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin

S-Nitroso-Cystein

,»,Ssodium nitroprusside‘, Natrium Nitroprussid

»signal transducers and activators of transcription®,
Signaltransdukoren und Transkriptionsaktivatoren
supplementir; Supplement

Zeit

»lumour necrosis factor a converting enzyme®, TNF a-
konvertierendes Enzym

»1ris buffered saline, Tris-gepufferte Salzlosung (mit
0,1 % Tween-20)

Truncus cerebri

Tris-Glycin-Puffer

»transforming  growth factor B, tranformierender
Wachstumsfaktor 3
Temperatur
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TMB
TMPD
TNF o
Tris
u.a.
UKB
UKM
US.A.
UV Licht
A%

Val
VAMP
VS

% (VIv)
WB
WME
WT

% (WIV)
WwU
ZNS

Trimethylbenzidin

Tetramethylphenylendiamin

Tumor Nekrose Faktor o
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

unter anderem/ anderen

Universitdtsklinikum Bonn

Universitdtsklinikum Miinster

,United States of America“, Vereinigte Staaten von Amerika
ultraviolettes Licht

Volt

Valin

Vesikel-assoziiertes Membran Protein

versus, gegen

,»% volume per volume*, Volumenprozent

,, Western blot*

,»working memory error*, Arbeitsgedidchtnisfehler
Wildtyp

,»% weight per volume*, Gewichtsprozent
Westfilische Wilhelms-Universitit

zentrales Nervensystem
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Vorwort

Morbus Alzheimer, erstmals 1907 von Alois Alzheimer beschrieben, ist klassisch
charakterisiert durch pathologische Verdnderungen im Gehirn insbesondere von
Menschen im Alter von iiber 65 Jahren. Diese manifestieren sich zum einen durch
extrazellulire Aggregate, sogenannte ,,Plaques, bestehend aus APP (,,amyloid
precursor protein“, Amyloid-Vorlduferprotein) Proteinfragmenten verschiedener
Linge (u.a. APi.33, APi4o und APl4r) und zum anderen durch Neurofibrillen
(,, Tangles*), primér intra- und spiter extrazellulidre, faserartige Aneinanderlagerung

des Tau-Proteins.

Kognitiv sind unter anderem Storungen des Kurz- und Langzeitgedédchtnisses sowie

Wortfindungsstorungen und Personlichkeitsverdnderungen kennzeichnend.

Durch das zunehmende Durchschnittsalter der Weltbevolkerung sowie der
Bevolkerungszunahme insgesamt, werden sich Demenzerkrankungen in Zukunft zu
einer der hiufigsten und kostenintensivsten Erkrankungen weltweit entwickeln, je

nach Schitzung mit einer Pravalenz von iiber 50 Millionen Betroffenen.

Die Erforschung der Ursachen dieser somit bedeutender werdenden Erkrankung,
insbesondere die Erforschung der Entstehung und der daraus resultierenden
moglichen Prédvention, haben daher hohen Stellenwert fiir das Gesundheitssystem

und somit auch fiir die zukiinftige, allgemeine Lebensqualitit.

Die vorliegende Arbeit soll helfen, die Ursachen der Entstehung der Alzheimer-
Erkrankung zu verstehen und somit der Entwicklung wirksamer Therapien Vorschub

zu leisten.
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1 Einleitung

Im Jahr 1907 gelang es Alois Alzheimer, im Rahmen der Beschreibung einer
neurodegenerativen, progressiven Demenzerkrankung (Morbus Alzheimer), erstmals
den Verlust kognitiver Fahigkeiten mit pathologischen Verdnderungen des Gehirns
zu korrelieren [Alzheimer, 1907]. Charakteristisch fiir diese Pathologien waren
Amyloidablagerungen (so genannte ,Plaques®), extrazellulire Neurofibrillen
(Aneinanderlagerungen des Tau-Proteins) und allgemein die neuronale Degeneration
des Gehirns. Einhergehend mit den bereits frith einsetzenden Defiziten des
Kurzzeitgedidchtnisses treten sukzessive Storungen des Langzeitgedédchtnisses, des
rdumlichen und zeitlichen Orientierungsvermogens, Halluzinationen sowie der
Verlust logischen Denkens hinzu [Ferris und Kluger, 1997; Geldmacher und
Whitehouse, 1997; Bracco et al., 1998]. Jedoch sind Progression der kognitiven
Defizite, als auch Dauer der Krankheit hochvariabel zwischen einzelnen Patienten
[Reisberg, 1996; Wisniewski et al., 1998]. Klinische Untersuchungsmoglichkeiten
sind hierbei auf neuropsychologische Tests sowie bilddiagnostische Verfahren
beschrinkt. Die endgiiltige Diagnose kann erst post mortem im Rahmen einer
histopathologischen Obduktion gestellt werden [Hendriks und Van Broeckhoven,
1996]. Insgesamt liegt die Rate der korrekten Vordiagnosen mittlerweile durch

Verbesserungen der Methodik bei ca. 90 % [ Vasto et al., 2008].

Prognosen des ,,World Alzheimer’s Report 2009 zufolge wird sich die Anzahl der
Menschen mit einer Demenzerkrankung von 35,56 Millionen im Jahr 2010 auf
115,38 Millionen im Jahr 2050 mehr als verdoppeln [Prince et al., 2009]. Mit einer,
fiir die Vereinigten Staaten von Amerika ermittelten, Hiufigkeit von 67 Fillen pro
1.000 Einwohner [Hirtz et al., 2007] und unter Beriicksichtigung der von Hebert et
al., 2003 ermittelten Zunahme der Inzidenz, inbesondere bei Menschen iiber
85 Jahre ist Morbus Alzheimer mit 50-70% die hiufigste Form der Altersdemenz
[Rocca et al, 1991]. Dass das Alter als Hauptrisikofaktor fiir Morbus Alzheimer
allein jedoch nicht notwendigerweise zur Entwicklung einer Demenz fithren muss,
zeigt der Fall emer 115-jdhrigen Frau in den Niederlanden [den Dunnen et al.,
2008]: Neurologische Untersuchungen im Alter von 112-113 Jahren zeigten bei ihr,
ebenso wie histopathologische Untersuchungen post mortem, vergleichbare Werte
wie die von gesunden Vergleichspersonen 1im Alter von 60-75 Jahren

(psychologische  Untersuchungen), respektive  60-80 Jahren  (Amyloid -
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Ablagerungen, Tau-Phosphorylierung sowie Locus coeruleus Neuronenzahl). Im
Gegensatz dazu sind bei der Alzheimer-Demenz (AD; auch: ,,Alzheimer’s disease*)
Priasenilinmutationen bekannt, die bereits im Alter von 28 Jahren zum Tode fiihrten

[Wisniewski et al., 1998].

1.1 Histopathologische Aspekte

Histopathologisch ist Morbus Alzheimer durch extrazellulire Aggregate, sogenannte
»Plaques®, bestehend aus Proteinfragmenten des Amyloid-Vorliduferprotein (APP,
,amyloid precursor protein*) mit 36 - 43 Aminoséduren (AS) und zum anderen durch
Neurofibrillen, zunichst intrazelluldre, faserartige Aneinanderlagerung des Tau-

Proteins (,, Tangles*‘) gekennzeichnet.

1.1.1 Tangles

Tangles treten zunichst in der transentorhinalen Region und nur vereinzelt in der
CAl-Region des Hippocampus (Hc) auf (StadienI-II [Abbildung 1-1 a)]),
wohingegen die limbischen Stadien (Stadien III-IV [Abbildung 1-1b)]) durch die
Progression der Tangles nicht nur in die entorhinalen Cortex (Cx)-Bereiche, sondemn
auch in die CA2 - CA4-Regionen des Hippocampus gekennzeichnet sind [Braak und
Braak, 1991a, b]. Im Laufe der neokortikalen Stadien (Stadien V-VI [Abbildung 1-
1 ¢)]) kommt es im gesamten Isocortex zur Tangle-Bildung und zum Fortschreiten

ebendieser im Hippocampus [ebd.].

a) Transentorhinale Stadien b) Limbische Stadien c) Neokortikale Stadien
-1l " -1v V-Vi

Abbildung 1-1: Schema der Progression neurofibrilldrer Pathologien, modifiziert nach Braak und
Braak, 1991b
Cb - Cerebellum, Cc - Corpus callosum, Cx - Cortex, Hc - Hippocampus, Tc - Truncus cerebri
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Immunhistochemisch werden Tangles in drei Typen unterteilt [Bondareff er al.,

1994]:

Typ 1 Intrazellulire Aneinanderlagerungen in pyramidalen Neuronen
Typ 2 Extrazelluldre, kompakte Ablagerungen nach Zelltod der Neuronen
Typ 3 Extrazelluldre, durch astroglialen Abbau diffuse Ablagerungen

Hierbei korrelieren Verbreitung und Menge der Tangles mit der Schwere klinischer

Symptome [Lee und Trojanowski, 1999].

Die Tangles bestehen hauptsichlich aus hyperphosphorylierten, gepaarten, helikalen
Filamenten (PHF, ,,paired helical filaments*) von Tau [Grundke-Igbal et al., 1986],
einem ubiquitdr exprimierten Protein [Gu und Oyama, 1996], welches die
Polymerisation der Mikrotubuli moduliert [Brion et al., 1985; Pollock et al., 1986].
Die Affinitdt von Tau an die Mikrotubuli ist abhéingig vom Phosphorylierungsstatus
der Mikrotubuli-Interaktions-Doméine [Drewes et al, 1995], welche auch die
Dynamik von Tau reguliert [Alonso ef al, 1994; Igbal et al., 1994; zur Ubersicht:
Maas et al., 2000].

Die Hyperphosphorylierung von Tau spielt, neben einer Reihe von weiteren
neurodegenerativen Tauopathien, auch bei Morbus Alzheimer eine entscheidende
Rolle beziiglich des neuronalen Verlustes im Rahmen dieser degenerativen
Erkrankung [zur Ubersicht: Igbal er al, 2005]. Ebenso konnte die Pridsenz von
Tangles sowie die von loslichem Tau mit kognitiven Defiziten korreliert werden

[Oddo et al., 2006; Santacruz et al., 2005].

1.1.2 Plaques

Im Jahre 1984 konnten Glenner und Wong, 1984 das Hauptpeptid der Alzheimer-

Plaques erstmals sequenzieren.

Diese neuritischen Plaques bestehen aus einem dichten Amyloidkern, in dessen
Nihe sich dystrophe Neuriten, reaktive Astrozyten sowie aktivierte Mikroglia
nachweisen lassen [Braak und Braak, 1996; McGeer und McGeer, 1998].
Hauptbestandteil des Amyloid-Kerns ist das Amyloid B (AB), das sowohl fibrillér (8-
10 nm), aber auch amorph vorliegen kann [Glenner und Wong, 1984; Masters et al.,
1985]. Uber 30 weitere Proteinkomponenten des amyloiden Kerns (u.a.

ol -Antichymotrypsin, Vitronectin, Clusterin, Protectin sowie
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Lipoprotein Rezeptor-dhnliches Protein (LRP) und dessen Liganden wie
Apolipoprotein E  (ApoE) und a-2-Makroglobulin (a2M)) sind mittlerweile
nachgewiesen worden [Dickson et al., 1997; McGeer et al., 1994; Rebeck et al.,
1995; Roher et al., 1993b]. Braak und Braak, 1994 zeigten, dass im Verlauf der
Krankheit nahezu alle neokortikalen Bereiche von diesen Peptid-Ablagerungen

betroffen sind.

Analog zur Klassifizierung der Progression neurofibrillidrer Pathologien unterteilten
Braak und Braak, 1991b das Voranschreiten amyloider Plaques in unterschiedliche

Phasen:

Phase A amyloide Ablagerungen in den basalen Bereichen des Isocortex
(Frontal-, Temporal- sowie Occipitallappen) [s. Abbildung 1-2 a)]

Phase B mit Ausnahme der priméren Projektionsfelder Ablagerungen im
gesamten Isocortex, insbesondere im Assoziationskortex; wenige
Plaques im HiCornu ammonis ( [s. Abbildung 1-2 b)]

Phase C  Ablagerungen im gesamten Isocortex inklusive der Primirareale

sowie vereinzelt in subkortikalen Strukturen [s. Abbildung 1-2 ¢)].

a) Phase A b) Phase B c) Phase C

Abbildung 1-2: Schema der Progression amyloider Plaques, modifiziert nach Braak und Braak,
1991b
Cb - Cerebellum, Cc - Corpus callosum, Cx - Cortex, Hc - Hippocampus, Tc - Truncus cerebri

Das aus Plaques sowie vaskuliren Ablagerungen isolierte AP variiert in seiner
Peptidlinge [Glenner und Wong, 1984; Masters et al., 1985], wobei AB-Peptide mit
einer Linge von 40 und 42 AS (APi-40 und AB;.42) dominieren [Miller et al., 1993;
Mori et al., 1992; Roher et al., 1993a]. Hierbei zeigt AB;.4» eine wesentlich hohere
Fibrillenbildung als AB;.40 [Yankner, 1996]. Dies erkldrt unter anderem, dass AP
den dominierenden Anteil des Plaque-AQp stellt [Teplow, 1998].
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In vitro konnte die Neurotoxizitit von AR mit dem Aggregationszustand der Peptide
korreliert werden [Busciglio et al., 1992; Mattson et al., 1993; Pike et al., 1993; Pike
et al, 1992]. Wihrend 16sliche ABi.40- sowie APj.so-Monomere eine lediglich
geringe Toxizitdt bei PC12-Zellen respektive primiren Rattenneuronen zeigten,
wirkte die Inkubation mit fibrillirem AP;.40/1.42 bereits ab einer Konzentration von
20 UM (APi-40) respektive 40 uM (APi.42) zytotoxisch [Howlett er al, 1995;
Lorenzo und Yankner, 1994]. Ebenso wie 16sliche AB-Oligomere zeichnen Fibrillen-
Vorstufen [Walsh und Selkoe, 2007] auch verantwortlich fiir Reduzierungen der
Lanzeitpotenzierung (LTP, ,long term potentiation®) sowie der synaptischen

Plastizitdt [Haass und Selkoe, 2007; Klyubin et al., 2008; Walsh et al., 2005].

a) Cortex b) Hippocampus

Abbildung 1-3: Klassische Amyloid-Plaques im Gehirn einer APP und PS1 (APP/PS1)-transgenen
Maus im Alter von zwolf Monaten
Die Detektion der Amyloid-Plaques erfolgte mit Hilfe der Thioflavin-S-Féarbung
(2.5.2 Thioflavin-S-Firbung)

1.2 Die Generation von Amyloid-g

Die Klonierung der gesamten cDNA- (,,complementary DNA®, komplementire
DNA) Sequenz durch Beyreuther und Kollegen zeigte, dass das AB-Peptid Teil eines
Typ-1 Transmembranproteins, des APP ist [Kang er al., 1987]. Spéter konnten zwei
weitere Mitglieder dieser Genfamilie, das Amyloid-Vorldufer-dhnliche Protein
(APLP, ,,amyloid precursor like protein*“)-1 und das APLP-2 identifiziert werden
[Wasco et al., 1992 Sprecher et al., 1993]. APP-Homologe konnten dariiber hinaus
in Drosophila melanogaster [Rosen et al, 1989] und Caenorhabditis elegans
[Daigle und Li, 1993] nachgewiesen werden. Allerdings ist die AB-Doméne
zwischen verschiedenen Species variabel [Selkoe, 1989; Wasco et al., 1992; Wasco

et al., 1993a; Wasco et al., 1993b]. Aus diesem Grund ist die Prozessierung murinen
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APPs zu AP, welches sich in lediglich drei AS-Resten innerhalb der AB-Domine
vom humanen APP unterscheidet, wesentlich geringer [De Strooper et al., 1995].
Auf Grund des ansonsten recht hohen Grades der Homologie der APP-Gene kann
eine wichtige biologische Funktion dieser Gene abgeleitet werden, welche mit Hilfe

verschiedener Modellorganismen analysiert wurde:

Die Storungen der Fligelentwicklung durch humanes APP, exprimiert in
D. melanogaster, lieBen auf eine Funktion des APP bei der Zell-Zell-Interaktion
schlieBen [Fossgreen et al, 1998]. Bei homozygot APP-defizienten (APP('/'))
Miusen zeigten sich ontogenetische Storungen, Defizite im Lernverhalten sowie ein
geringeres Korpergewicht, im Vergleich mit gleichaltrigen WT-Tieren [Muller et al.,
1994; Zheng et al., 1995].

Zwar zeigten aus APP/APLP-1/ APLP-2 dreifach defizienten
(APP('/') APLP-1"" APLP-2""))  Stammzellen differenzierte Neurone keinerlei
funktionelle Auffélligkeiten [Bergmans er al, 2010], hingegen waren Miuse mit
einem APP” APLP2™ beziehungsweise APLP1”” APLP2™”, jedoch nicht mit einem
APP™” APLP1™” Genotyp perinatal letal [Anliker und Muller, 2006; Heber et al.,
2000; Herms et al., 2004; Von Koch et al, 1997]. Dies ldsst auf eine zwar
fundamentale, jedoch redundante Funktion der Proteine innerhalb der APP-

Genfamilie schlielen.

APP ist strukturell ein Oberflichenrezeptor mit einer langen N-terminalen
Ectodomine, einer Transmembrandoméne (welche die AB-Sequenz beinhaltet) und
einem kurzen zytoplasmatischen Carboxy-Terminus [s. Abbildung 1-4:
Prozessierungswege des Amyloid- Vorlduferproteins]. Durch alternatives Splicing einer pri-
mRNA werden unterschiedliche Isoformen synthetisiert [Golde et al., 1990; Kang et
al., 1987; Kitaguchi et al., 1988; Tanzi et al., 1988; zur Ubersicht: Menendez-
Gonzalez et al., 2005]: Wihrend in peripherem Gewebe APP-Isoformen mit 751 AS
und 771 AS iiberwiegen, dominiert in Neuronen APP mit 695 AS [Neve et al.,
1988]. Neben regulatorischen Funktionen des Carboxyterminus der APP-
Ectodoméne beim Neuritenwachstum und der synaptischen Plastizitit sowie einer
moglichen Funktion als Rezeptormolekiil in der Signaliibertragung heterotrimerer
Guanosintriphosphat-(GTP)-bindende Proteine sind Alterationen der neuronalen
Erregbarkeit, intrinsischen Plastizitidt, sowie der Physiologie verschiedener glialer

Zellen und Neuron-Glia Interaktionen weitere Funktionen des APP [Milward et al.,
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1992; Nishimoto et al, 1993; Saitoh et al, 1989; zur Ubersicht: Randall et al.,
2010].

Prozessierung des APP

APP wird auf zwei verschiedenen Wegen durch drei Enzyme prozessiert, die als o-,
B- und 7y-Sekretase bezeichnet werden. In Folge entstehen Proteolyseprodukte,
welche nicht nur unter pathologischen Bedingungen, sondern auch unter
physiologischen Bedingungen generiert werden. Diese konnten sowohl im Plasma,

als auch im Liquor von Kontrollpatienten nachgewiesen werden [Seubert et al,
1992; Shoji et al., 1992].

APP
I
sAPPo sAPPR
Extrazellularraum
p3l I A
p> | A
+
| ﬂ I
Zytoplasm a
AICD o-CTF (C83) C B-CTF (025 ACD

y-Sekretasen-Sekretase  B-Sekretase y-Sekretase

nicht-amyloidogene amyloidogene
Prozessierung Prozessierung

Abbildung 1-4: Prozessierungswege des Amyloid- Vorlduferproteins
Bei dem o-sekretorischen Weg fiihrt die Prozessierung des Amyloid-Vorlduferproteins (APP,
»amyloid precursor protein®) durch o- und y-Sekretase zur Produktion der Fragmente p3 und
16slichem sAPPa (,,soluble APPa).
Die Prozessierung des APP durch B- und 7y-Sekretase produziert hingegen sowohl die
amyloidogenen Peptide AB1-40 und AB1-42, als auch das nicht-amyloidogene, verkiirzte sAPPJ
(,,soluble APP(*).
Intrazelluldar kommt es bei beiden Prozessierungen zur Abspaltung der amyloiden, intrazelluldren
Domine (AICD, ,,amyloid intracellular domain®).

Allgemein lassen sich fiir APP der a-sekretorische und der amyloidogene

Prozessierungsweg unterscheiden:
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1.2.1 o-sekretorischer Weg
Die a-Sekretase

Nachdem bereits 1989 die Proteolyse des APP durch eine o-Sekretase zu einem
16slichen, ca. 95 Kilodalton (kDa) groBen, N-terminalen Peptid des APP, zu sAPP«
(,,soluble APPo‘)[Weidemann er al, 1989] bekannt war, konnten noch vor der
Identifizierung der Sekretase die neuroprotektiven Eigenschaften dieses Peptids
nachgewiesen werden [Furukawa et al., 1996; Mattson et al., 1999; Meziane et al.,
1998]. Als sAPPa-spezifische Sekretasen konnten die Disintegrine und
Metalloproteinasen (ADAM; ,,a disintegrin and metalloproteinase®) 9 [Koike et al.,
1999; Roghani et al., 1999], ADAMI10 [Lammich et al, 1999] und ADAMI17
(=TNF a (Tumor Nekrose Faktor a)-konvertierendes Enzym, TACE, ,,Tumour
necrosis factor a converting enzyme*) [Blacker er al., 2002; Buxbaum et al., 1998;
Merlos-Suarez et al., 1998] identifiziert werden. Insgesamt kann der Schluss
gezogen werden, dass vermutlich verschiedene Mitglieder der ADAM
Proteinfamilie in die APP Prozessierung, teilweise mit funktioneller Redundanz,
eingebunden sind [Allinson et al, 2003; Fahrenholz und Postina, 2006]. Zudem
erfolgt die Spaltung inmitten der AB-Sequenz des APP, so dass eine Bildung von A

ausgeschlossen ist [Sisodia et al., 1990].
Die y-Sekretase

Nach Generation des C-terminalen Fragments (CTF) a sowie des sAPPa erfolgt eine
weitere Spaltung des CTFa zu den Peptiden p3 (3 kDA; N-terminales Spaltprodukt)
und der amyloiden, intrazelluliren Doméne (AICD, ,,amyloid intracellular domain*;
5 kDA; C-terminales Spaltprodukt) [Muller et al., 2008]. Weitere Informationen zur
y-Sekretase,  insbesondere im  Kontext der CFTB-Proteolyse, siche

1.2.2 Amyloidogener Weg | Die y-Sekretase.

1.2.2 Amyloidogener Weg
Die B-Sekretase

1999 klonierten gleich mehrere Gruppen die cDNA der ersten [3-Sekretasenisoform
(BACEL, ,,B-site APP cleaving enymel®) und charakterisierten das Enzym in vivo
[Hussain et al., 1999; Sinha et al., 1999; Vassar ef al., 1999; Yan et al., 1999]. Kurz
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darauf gelang die Klonierung der zweiten Isoform, BACE2 [Acquati et al., 2000;
Saunders et al., 1999; Xin et al., 2000].

Die beiden Isoformen gehoren zur Familie der A1l Aspartyl Proteasen, stellen
innerhalb dieser aber auf Grund ihrer Transmembrandomainen und
Disulfidbriickenverteilungen eine neue Subgruppe dar. Beide Enzyme konnen APP
an der AB-Schnittstelle in AP und sAPPp (,,soluble APPB*) spalten, jedoch spaltet
BACE2 bevorzugt zwischen Aminosiuren Phe® und Phe®®! oder Phe®' und Ala®*
innerhalb der AR Sequenz. Mittlerweile gilt BACE1 als hauptsichliche B-Sekretase
der AP-Prozessierung. Die gezielte Depletion von BACEIl in APP-transgenen
Miusen fithrte zur Reduzierung der Produktion und Ablagerung von AP [Vassar,

2004; zur Ubersicht: Stockley und O'Neill, 2007].

Konzentrationen von BACEI] sind bei Patienten mit Morbus Alzheimer bis zu
zweifach erhoht [Fukumoto et al, 2002; Li et al., 2004; Yang et al., 2003]. Wegen
der Bedeutung von BACEI] fiir die Langzeitpotenzierung ist die Inhibition dieses
Enzyms jedoch kein prominenter therapeutischer Ansatz [Vassar et al., 2009; Wang

et al., 2008].
Die y-Sekretase

Durch die finale Proteolyse der CTFf durch die y-Sekretase am C-terminalen Ende
der AB-Domine nach Val®® oder Ala** wird zum einen ein 3 kDa-Fragment, das
sogenannte p3, und zum anderen AP;49 oder ABi4, sekretiert [Haass et al., 1993;
Haass und Selkoe, 1993]. Nachdem De Strooper et al., 1998 die proteolytische
Prozessierung von APP durch Prisenilin 1 (PS1) sowohl an homozygot PSI-
defizienten (PS1“"”) hippocampalen Neuronen sowie PSI1“” Fibroblasten
nachweisen konnten, sind mittlerweile ebenso Prisenilin 2 (PS2), Nicastrin,
,anterior pharynx defective, homolog of , 1* (Aph-1) sowie ,,presenilin enhancer 2
(Pen-2, Prisenilin Verstdrker 2) als Komponenten des vy-Sekretase-Komplexes
identifiziert worden [zur Ubersicht: Krishnaswamy et al, 2009; Li et al., 2007,
Pardossi-Piquard et al., 2005; Verdile et al., 2007]. Ebenso wie Mutationen im APP-
Gen konnten AD-spezifische Mutationen auch fiir PS1 und PS2 nachgewiesen

werden [s. 1.3 Genetische Aspekte].
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1.2.3 Amyloid-B-,Clearance"™ oder -Fibrillierung

Die Entstehung der Fibrillen (Durchmesser von 6-10 nm) aus den Monomeren von
AP140 und AB;.4; ist zum einen Folge einer reduzierten A-Monomer-Degradation
durch Neprilysin [Iwata et al., 2001; Kanemitsu et al., 2003] und/oder dem Insulin
degradierenden Enzym (IDE) [Farris et al., 2003; Qiu et al., 1998], sowie der
geringeren Degradation von Oligomeren, [s. Abbildung 1-5; Leissring et al., 2003;
zur Ubersicht: Ling et al, 2003]. Die Monomeren und Oligomeren lagern sich zu
groBeren Protofibrillen zusammen, aus deren Aneinanderlagerung dann die Fibrillen
hervorgehen konnen [s. Abbildung 1-5; Thal et al, 2006; zur Ubersicht: Fiala,
2007].

A Inid Vorlauferprotein (APP)
I I

Prozessierung s.
1.2 Die Generation von Armylaid-p

e =
— EE gy B T,
FKomplexierung = == Froteoktisc he
u.a.mit Apo E, o2 = Degradation durch
1 / \ .2 IDE, Meprikisin
Filarillierunn ApoE-, o2m-Komplexierung
| [ [ [ [ | LRP-mediiette
[——— Endocytose
Transzytose oder
lyzosomale Degradation
-“‘H ]
O0p
it
0,0l
I:ll:lllll]lll:ll]|:| 3]" uuﬂ
seniler Plague Af-,Clearance”

Abbildung 1-5: Uberblick iiber mogliche "pathways" zur entweder AB-,,Clearance* oder Fibrillierung
und Plaquebildung
modifiziert nach Ling et al., 2003
02M = a-2-Makroglobulin, Apo E = Apolipoprotein E , IDE = Insulin-degradierendes Enzym,
LRP = Lipoprotein Rezeptor-verwandtes Protein

Co-Faktoren der Fibrillierung sind u.a. a2M [Blacker et al., 1998; Du et al., 1998;
Hughes ef al., 1998; Qiu et al., 1996] sowie ApoE [Bertram et al., 2010; Strittmatter
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et al., 1993]. Insbesondere dessen Isoform ApoE4 wird mit der spite Alzheimer-
Demenz (LOAD, ,late onset Alzheimer’s disease®) in ursdchliche Verbindung
gebracht [Schmechel er al, 1993; Strittmatter et al., 1993; zur Ubersicht: Huang,
2010; Kim et al., 2009]. Das LRP und dessen Liganden a2M und ApoE konnten

bereits durch Rebeck ef al., 1995 in senilen Plaques nachgewiesen werden.

Allerdings tragen ebendiese Proteine auch durch LRP-vermittelte Endozytose zur
,»Clearance* von AP bei [Kang et al., 2000; Kounnas et al., 1995; Narita et al., 1997,
Nazer et al., 2008]. Dariiber hinaus wird eine Rolle von LRP als kompetitives

Substrat der y-Sekretase diskutiert [Lleo et al., 2005].

1.3 Genetische Aspekte

Etwa zehn Prozent aller Morbus Alzheimer sind genetisch determiniert [Sorbi et al.,
2001]. Je nach Verlauf wird zwischen einer frithen, familidren Alzheimer-Demenz
(EOFAD, ,.early onset familial Alzheimer’s disease*) mit einem Auftreten vor dem
65. Lebensjahr und einer ApoE-abhédngigen LOAD mit einem Auftreten der AD
nach dem 65. Lebensjahr unterschieden [s. 1.2.3 Amyloid-B-,,Clearance oder
-Fibrillierung, sowie zur Ubersicht: Bertram et al., 2010; Blacker und Tanzi, 1998;
St George-Hyslop, 2000].

Fir drei Genloci konnten Mutationen in Zusammenhang mit der familiiren
Alzheimer-Demenz (FAD) gebracht werden [Price und Sisodia, 1998; Price et al.,
1998; zur Ubersicht Hardy, 2006]: das APP-Gen (Chromosom 21) [Goate et al.,
1991], das PS1-Gen (Chromosom 14) [Sherrington et al., 1995], sowie das PS2-Gen
(Chromosom 1) [Levy-Lahad et al., 1995]. Pathogene Mutationen in dem APP- und
den PS-Genen beeinflussen die Prozessierung von APP in Richtung einer Erh6hung
des sezernierten AP;4, und somit dessen verstirkter Aggregation. Diese Tatsache
fiihrte zur Entwicklung der ,,Amyloidkaskade*“-Hypothese, nach der die
Uberproduktion beziehungsweise der verminderte Abbau von AP und dessen
anschlieBende Aggregation zu Morbus Alzheimer fiihrt [zur Ubersicht: Pimplikar,
2009; Wirths et al., 2004].

Im Tau-Gen sind bislang keine Mutationen bekannt, die zur Ausbildung von
familidrem Morbus Alzheimer fithren. Jedoch wurden verschiedene Muationen von
Tau beschrieben, die mit Chromosom 17 gekoppelter, frontotemporaler Demenz und

weiteren priasenilen Demenzen einhergehen [Hong er al, 1998; Hutton et al., 1998;
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Spillantini und Goedert, 1998; Vogel, 1998]. Bei diesen Demenzerkrankungen
kommt es ebenfalls zum Auftreten von neurofibrilliren Biindeln, die denen der AD
dhnlich sind, jedoch werden hier keine Amyloidplaques beobachtet [zur Ubersicht:
Arvanitakis, 2010; Goedert und Jakes, 2005; Shepherd et al., 2009].

1.3.1 Down Syndrom und Mutationen im APP-Gen

Down Syndrom-Patienten entwickeln bereits in der spidten Kindheit [Mann et al.,
1989; Tanzi, 1996] Amyloidablagerungen, die ab etwa 40 Jahren neuropathologisch
nicht von Alzheimerbefunden zu unterscheiden sind [Mann et al., 1989; Olson und
Shaw, 1969]. Dies fiihrte friih zu der Vermutung, dass die Uberexpression eines auf
Chromosom 21 lokalisierten Genes auch fiir die Entwicklung von Morbus Alzheimer

verantwortlich sein konnte.

Bei Untersuchungen an Familien mit FAD wurden bei der Sequenzierung des auf
Chromosom 21 gelegenen APP-Gens verschiedene Mutationen charakterisiert, die
fiir das Auftreten der FAD bei einem mittleren Erkrankungsalter von 40 Jahren
verantwortlich sind [zur Ubersicht: Hendriks und Van Broeckhoven, 1996; Levy et
al., 1990; Selkoe, 1998; Shepherd et al., 2009; Van Dam und De Deyn, 2006].

Die meisten der bislang entdeckten, FAD-auslosenden Mutationen im APP-Gen sind
auf den Bereich der B-Amyloiddomine sowie angrenzenden Aminosiuresequenzen
begrenzt. Sie befinden sich unter anderem an, beziehungsweise sehr nahe bei den
Schnittstellen fiir die drei APP prozessierenden Sekretasen [s. Abbildung 1-6:
Bekannte Mutationen des APP; [Shepherd er al., 2009; Van Dam und De Deyn,
2006]. Untersuchungen an verschiedenen Zellkulturmodellen zeigten, dass APP-
Mutationen die Prozessierung des APP durch die Sekretasen in unterschiedlicher
Weise beeinflussen konnen [Cai et al., 1993; Citron et al., 1992; Haass et al., 1994,
Haass et al., 1995; zur Ubersicht: Vassar et al., 2009].
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Abbildung 1-6: Bekannte Mutationen des APP
Die Position der AS- Sequenz des AP1-40/42 und deren Position innerhalb des BAPP sind
hervorgehoben. o, und y bezeichnen die Lage der entsprechenden Sekretasespaltstellen.
Die bekannten Mutationen sind unterhalb des vergrossert gezeichneten Bereichs eingetragen [Van
Dam und De Deyn, 2006].
N"= Aminoterminus, C = Carboxyterminus

Die schwedische Mutante

Bei der ,,schwedischen Mutante* (APPsw) handelt es sich um eine Mutation der fiir
die zwei AS N-terminal der B-Sekretasespaltstelle kodierenden Sequenz und fiihrt
zum Aminosdureaustausch von Lys595Asn und Met™Leu [Mullan et al., 1992]. In
vitro wurde, da diese Mutante offensichtlich ein besseres Substrat fiir die B-
Sekretase darstellt, eine 10- bis zu 100-fachen Erhohung des Gesamt-Af beobachtet,
wohingegen das APj.ou2-Verhiltnis im Wesentlichen unverindert bleibt [Ancolio et
al., 1999; Cai et al., 1993; Citron et al., 1992; Dovey et al., 1993; Vassar et al.,
2009]. Die Ursache hierfiir ist, dass im Falle des APPsw der Schnitt durch die B-
Sekretase bereits im Golgi-Apparat und nicht erst im endoplasmatischen Retikulum
(ER) erfolgen kann [Haass et al, 1995; Thinakaran et al., 1996], wodurch es

innerhalb des selben Kompartiments zu einer Kompetition zwischen B- und o-
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Sekretase kommt. Daher stehen grolere Menge an CTFp fiir die Spaltung durch die
v-Sekretase zur Verfiigung [Haass et al., 1995].

1.3.2 Mutationen in den Presenilin-Genen

Nachdem in genetischen Studien an FAD-Patienten festgestellt wurde, dass neben
Mutationen im APP auch andere Faktoren an der FAD beteiligt sein miissen, begann
die Suche nach weiteren Genloci [Schellenberg er al, 1992; St George-Hyslop,
2000; Van Broeckhoven et al, 1992], welche mit Hilfe genetischer
Kopplungsstudien das PS1-Gen als moglichen Ausloser der familidren Form der AD
fand [Sherrington et al., 1995]. Durch Vergleiche mit DNA-Sequenzdatenbanken
wurde spiter das PS2-Gen identifiziert [Levy-Lahad und Bird, 1996; Levy-Lahad et
al., 1995; Rogaev et al., 1995]. Mehrere Punktmutationen [Hardy, 1997; Perez-Tur
et al., 1996; Tanzi, 1996] in den beiden humanen PS-Genen haben den Austausch
einer Aminoséure zur Folge. Wie auch bei den APP-Mutationen kommt es in Folge
der PS-Mutationen zu einem Anstieg der AP;4ouz-Ratio, wihrend die Menge an
Gesamt-AP konstant zu bleiben scheint. Dies konnte sowohl an transfizierten Zellen,
als auch an Fibroblasten von Patienten mit PS-Mutationen nachgewiesen werden
[Citron er al., 1997; Scheuner et al., 1996; Steiner et al., 1999b; Tomita et al., 1997,
Xia et al., 1997; zur Ubersicht: Steiner ef al., 1999a]. Bei den betroffenen PS1-FAD
Patienten liegt eine erhohte AP.4-Plasma- Konzentration vor [Scheuner et al.,
1996], zudem weisen die Gehirne dieser Patienten gegeniiber Patienten mit
sporadischer AD eine signifikant erhohte Menge an A4 Ablagerungen auf
[Lemere et al., 1996].

Fir Maiuse, die fir APPsw und PS-FAD-Mutationen transgen waren, konnte
nachgewiesen werden, dass AP frither ablagert als in Miusen, die nur fiir APPsw

transgen waren [Borchelt et al., 1997].

Neben den ,.klassischen* Punktmutanten existiert in PS1 eine Mutation, die einen
Fehler des mRNA-Splicing induziert (AE9, Delta-Exon 9) [Sato et al., 1998].
Hierbei kommt es zur Generierung einer aberranten Splice-Site, die neben dem
Verlust des Exon 9 die Einfiilhrung einer Punktmutation zur Folge hat. Durch
Riickmutation der mutierten Aminosdure zur Wildtyp-Sequenz konnte gezeigt
werden, dass auch in dieser Mutante auschlieflich die Aminosiduresubstitution,

unabhingig vom Verlust der durch das Exon9 codierten Domiéne, fiir die
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pathologische Erhohung der AP-Generierung verantwortlich ist [Steiner et al.,

1999a].

1.4 Entziindliche Prozesse

Bereits 1992 konnten McGeer und Kollegen erhohte Inflammationsmarker-Level
und die Anwesenbheit aktivierter Mikroglia in post mortem-Gehirnen von Alzheimer-
Patienten nachweisen [McGeer und Rogers, 1992]. Zwar berichteten Itagaki et al.,
1989 sowie Rozemuller et al., 1989 iiber engen Kontakt aktivierter Mikroglia mit
amyloiden Fibrillen, machten jedoch keine Angaben zu chronischen

inflammatorischen Parameter.

Im gleichen Jahr ihres Nachweis entziindlicher Prozesse in Alzheimer-Patienten-
Gehirnen beschrieben Rogers et al.,, 1992 die Immunstimulierung der Komplement-
Kaskade durch AP. Diese Aktivierung wird jedoch nur durch fibrillires AP
hervorgerufen, hingegen nicht durch monomeres AP [Snyder et al, 1994]. Dies
konnte auch der Grund dafiir sein, dass Itagaki und Rozemuller keine
inflammatorischen Marker in diffusen, niederfibrilliren Plaquestadien nachweisen
konnten. Die mikrogliale Aktivierung an den Plaques wird iiber
,cluster of differenciation-14* (CD-14), Komponente des Lipopolysaccharid (LPS)-
Rezeptors und Immunzellaktivator, vermittelt [Fassbender er al., 2004]. Dessen
Bindung an Ap;.4, fiihrt zur nachfolgenden mikroglialen Beseitigung geschadigter
Neuronen [Bate er al., 2004].

Ein weiteres krankheitsrelevantes Immunstimulanz ist Chromogranin A (CGA)
[Taupenot et al., 1996]. Dieses 48-52 kDa grofle Glykoprotein konnte in Plaques
sowie in distrophen Neuriten nachgewiesen werden [Brion et al, 1991]. Zudem trug
die nachfolgende mikrogliale Aktivierung zum neuronalen Zelltod bei [Ciesielski-
Treska et al, 1998]. Die entziindlichen Prozesse werden zudem durch
krankheitsbedingte Neurodegeneration in aminergen Hirnstammregionen wie Locus
coeroleus (LC) und Nucleus basalis (NB) begiinstigt [Wenk et al., 2003; Zarow et
al., 2003; zur Ubersicht: Grudzien et al., 2007; Heneka und O'Banion, 2007].

1.4.1 Zellulare Beteiligung des Nervensystems
Astrozyten und Neuronen

Astrozyten tragen zusitzlich zu ihrer reguliren trophischen Versorgung der

Neuronen im Rahmen der AD zur Degradation sowie zur intrazelluldren
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Akkumulation von A4, bei, was indirekt zudem zur Astrogliose in Ndhe amyloider
Plaques fiihrt [Nagele et al, 2003; Wyss-Coray et al, 2003; zur Ubersicht:
Rodriguez et al, 2009]. Seit den Untersuchungen von Vodovotz et al., 1996,
Wallace et al., 1997 sowie Heneka et al., 1998, welche die ersten Nachweise einer
Expression der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS, ,,inducible nitric
oxide synthase) in plaquenahen Astrozyten und Neuronen erbrachten, und den
Experimenten durch Weldon er al., 1998, die zeigen konnten, dass die iNOS-
Expression sowohl in Astrozyten, ebenso aber auch in Mikroglia nahe der
Injektionsstelle des im Laufe der Studie applizierten fibrilliren AR zunimmt, riickte
zunehmend die inflammatorische Rolle von iNOS und Stickstoffmonoxid (NO,
,nirtic  oxide*) wihrend der Progression der Alzheimer-Erkrankung in den
Vordergrund [zur Ubersicht: Heneka und Feinstein, 2001].
Mikroglia

Mikroglia  als  Immunzellen des  Gehins  sind  spezialisiert — auf
Gewebsschiddendetektion sowie die Abwehr eindringender Pathogene. Durch
Stimulation u.a. durch neurodegenerative Erkrankungen #4ndern sie ihren
»Aktivitdtsstatus®, welcher im Verlauf der Erkrankung weiter zunehmen kann
[Hanisch und Kettenmann, 2007; O'Banion, 1999; Ransohoff, 2009]. Unter
aktivierten Bedingungen sezernieren sie eine Vielzahl an Zytokinen, ,reactive
oxygen species”“ (ROS), Komplementfaktoren, neurotoxischen Sekreten, freien
Radikalen sowie NO [Griffin et al, 1998; zur Ubersicht: Heneka und O'Banion,
2007].Neben diesen inflammatorischen Eigenschaften tragen Mikroglia ebenso auch
zur AB-,,Clearance” durch Phagozytose und Degradation durch IDE-Sekretion bei
[s. Amyloid-B-,,Clearance* oder -Fibrillierung; Frautschy et al, 1998; Qiu et al.,
1998; zur Ubersicht: Yan et al., 2003].

1.4.2 Das Komplement-System

Die Aktivierung des Komplements erfolgt im Kontext der AD entweder klassisch
iiber Komplementfaktor 1q (Clq, ,,complement 1q*) via Antigen-Antikorper-
Komplexe und/oder durch Interaktion u.a. mit fibrillirem AP [Rogers et al., 1992]
oder aber iiber Komplementfaktor 3 (C3, ,,complement 3*)-Opsonierung (den
alternativen ,,pathway*) [zur Ubersicht: Van Beek et al, 2003]. Physiologische

Funktionen des Komplementsystems sind Erkennung, Opsonierung, entziindliche
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Stimulation und Zytolyse der Zielzelle mit Hilfe des Membranangriffskomplexes
(MAC, ,,membrane attack complex*) [McGeer und McGeer, 2002; Quigg, 2002].

Die Aktivierung des Komplements trigt sowohl iiber kristallisierbares Fragment-
(Fc, ,fragment crystallizyble*)-abhéngige sowie Fc-unabhingige Mechanismen
[Bacskai er al., 2001; Bard et al, 2000] auch zur ApB-,,Clearance* u.a. in Folge
passiver Immunisierung bei [Schenk et al, 1999; zur Ubersicht: Van Beek et al.,

2003].

1.4.3 Zytokine, Chemokine und Prostanoide
Zytokine

Zytokine wie Interferone (IFN), Interleukine (IL), koloniestimulierende Faktoren
(CSF, ,colony stimulating factors“) TNFa und der tranformierende
Wachstumsfaktor B (TGFp, ,transforming growth factor B*) sowie Chemokine
werden sowohl von Mikroglia als auch Astrozyten und Neuronen im ZNS produziert
[Hopkins und Rothwell, 1995]. IL-1B, IL-6, TNFa und TGFB werden in
Abhingigkeit von Kernfaktor kB-(NFkB, ,nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells*) im AD-Gehirn exprimiert [Akiyama et al., 2000;
Moore und O'Banion, 2002; Wilson ef al, 2002; zur Ubersicht: Tuppo und Arias,

2005]. Zudem formulierten Guo et al, 2002 nach Untersuchungen an einem
systemischen Amyloid A (SAA) Tiermodell einen potentiellen ,,feedback*

Mechanismus via Amyloiddeposition und sukzessiver fokaler Entziindung.
Chemokine

Die Familie der Chemokine besteht aus einer Vielzahl an chemotaktischen
Proteinen, die je nach AS-Umgebung der ersten zwei Cysteine (C) in mindestens
vier verschiedene Untergruppen eingeteilt werden, welche spezifische G Protein—
gekoppelte Rezeptoren an der Zelloberflache binden [Baggiolini, 1998; Baggiolini e?
al., 1997; Kennedy et al., 1995; zur Ubersicht: Rot und von Andrian, 2004]:
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1. CXC-Motiv (a-Chemokine): die ersten zwei N-terminalen Cysteine
(welche bei allen Untergruppen mit jeweils
anderen Cysteinen Disulphidbriicken bilden)

sind durch eine andere AS (,,X*) getrennt

2. CC-Motiv (B-Chemokine):  die ersten zwei N-terminalen Cysteine folgen

direkt aufeinander

3. C-,Motiv* (y-Chemokine): Die zwei Chemokine dieser Untergruppe
besitzen insgesamt nur zwei Cysteine, die,
entfernt voneinander liegend, lediglich eine

Disulphidbriicke ausbilden

4. CX3C-Motiv (6-Chemokine): zwischen den ersten zwi Cysteinen liegen drei
andere AS

Sowohl B-Chemokine als auch a-Chemokine mediieren die
Leukozytenakkumulation am Entziindungsort [zur Ubersicht: Owens et al., 2005;
Ransohoff, 2009]. So fiihrt der genetische ,,Knock-out* des CC-Ligand 2 (CCL2)
Rezeptors (CCR2) zu einer Progression AD-dhnlicher Pathologien sowie
verringerter mikroglialer Akkumulation in einem APP,-tg Tiermodell [El Khoury e?
al., 2007]. Fuhrmann et al., 2010 konnten zeigen, dass der ,,Knock out* des CX3C-
Rezeptors-1 (CX3CR1) vor mikroglial bedingtem Neuronenverlust schiitzt.

Cyclooxygenase und Prostanoide

Die zwei Cyclooxygenasen (COX) COX1 und COX2 produzieren durch ihre
Cyclooxygenase- und Peroxidase-Aktivitdt aus Arachidonséure, Eicosapentaensiure
oder Dihomogammalinolensidure das Prostaglandin H, (PGH,) [O'Banion, 1999].
Dieses wird durch gewebsspezifische Isomerasen in andere Prostanoide wie PGE;,
PGD», PGI, (Prostazyklin) sowie Thromboxan konvertiert [ebd.]. Sowohl aktivierte
Mikroglia als auch AB-stimulierte Astrozyten exprimieren COX2 [O'Banion et al.,
1996] und allgemein ist COX2 in vielen inflammatorischen Erkrankungen
hochreguliert [Dubois er al, 1998]. Zwar reguliert via COX2 PGE; u.a. die
Expression von IL-6 [Blom et al, 1997; Fiebich et al., 1997; Hinson et al., 1996],
der Einfluss von COX2 im Rahmen der AD ist jedoch nicht eindeutig [zur
Ubersicht: Heneka und O'Banion, 2007]
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1.4.4 Antiinflammatorische Therapieansatze

Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor y (PPARy) als therapeutisches

Ziel fiir ,,non-steroidal antiinflammatory drugs‘ (NSAIDs)

Viele der durch NO transkriptionell beeinflussten Faktoren wie COX2 sowie diverse
Zyto- und Chemokine konnen durch pharmakologische Modulation der PPARYy-
Aktivitidt reguliert und das Ausmaf} der neurodegenerativen Effekte reduziert werden
[Breidert et al., 2002; Camacho et al., 2004; Feinstein et al., 2002; Heneka et al.,
2003; Heneka et al., 2005; Heneka et al., 2001a; in t' Veld et al., 2001; Landreth und
Heneka, 2001; Sastre et al., 2003; Stewart ef al., 1997; zur Ubersicht: Heneka und
Landreth, 2007; Kummer und Heneka, 2008]. Insbesondere die Arbeit von Ricote et
al., 1998 konnte eine transkriptionelle Regulation der iNOS-Expression via
Inhibition von NFxB sowie von Mitgliedern der Signaltransdukoren und
Transkriptionsaktivatoren- (STAT, ,signal transducers and activators of
transcription®)- und Aktivator Protein-1- (AP-1)-Familie zeigen. Dariiber hinaus
wurden von Camacho et al., 2004 auch Reduzierungen der AB-Menge, insbesondere
von AP0, nach PPARy-Antagonist-Behandlung, nachgewiesen. PPARY war und ist
daher ein wichtiger therapeutischer Ansatzpunkt in einer Vielzahl

neurodegenerativer Erkrankungen mit inflammatorischen Komponenten.
NO-Inhibition als moglicher Therapieansatz

Mittlerweile sind negative Einfliisse von NO und iNOS iiber die oben genannten
klassischen inflammatorischen Prozesse hinaus bekannt. Im Kontext von Morbus
Azheimer sind Auswirkungen auf die mitochondriale Atmung [Beal, 2000],
synaptische Aktivitit und neuronalen Verlust [Cho et al., 2009; Hara et al., 2005;
Uehara et al., 2006; Yao et al, 2004] nachgewiesen, unter anderem Cystein- und
Tyrosin-Modifikationen durch das NO-Derivat Peroxynitrit (ONOQO) [Butterfield et
al., 2007; Castegna et al., 2003; Fernandez-Vizarra et al., 2004; Luth et al., 2002;
Tohgi et al., 1999]. Insbesondere die S-Nitrosylierung thiolhaltiger AS-Reste fiihrt
zu Fehlfaltungen der Proteine sowie zu neurotoxischen Effekten [Nakamura und
Lipton, 2009]. Die Nitrierung von Tyrosinresten fiihrt hingegen vornehmlich zu

Anderungen der Aktivitit AB-degradierender Enzyme [Souza et al., 2008].

Nathan er al., 2005 konnten bereits zeigen, dass Astrozytose, Mikrogliose sowie

Plaquebildung bei iNOS-defizienten, APP und PS1(APP/PS1)-transgenen Tieren im
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Vergleich zu iNOS-kompetenten APP/PS1-transgenen Tieren reduziert sind,
wohingegen Colton et al., 2006 in Tieren, die lediglich APP-transgen, nicht jedoch
transgen fiir Prisenilinl waren, eine Amyloid-B-Erh6hung in zugleich iNOS-
defizienten Tieren nachweisen konnten. Insbesondere der erhohte Anteil unloslichen
Amyloids- war offensichtlich fiir die im Vergleich mit iNOS-kompetenten, APP-
transgenen  Tieren erhohten AB-Level verantwortlich. ,,Enzyme-linked
immunosorbent assays™ (ELISAs) zeigten, dass das Verhiltnis ABj.40 zu ABj42 um

ein Mehrfaches in diesen Tieren erhoht war.

1.5 Verwendete Tiermodelle und Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Studie wurden von David Borchelt entwickelte, APP/PS1-
transgene (APP/PS1-tg) Miuse [Jankowsky ef al., 2001] verwendet, da diese bereits
im Alter von vier Monaten erste Thioflavin-positive Plaques aufweisen [Garcia-
Alloza et al., 2006]. Dieses transgene Tiermodell enthélt die cDNA fiir humanes PS1
mit Exon 9-Deletion sowie jene fiir im AP Bereich humanisiertes (d.h. eine im
Bereich der y-Sekretase-Schnittstelle der menschlichen Sequenz angepassste DNA-
Sequenz), murines Amyloid-Vorlduferprotein mit schwedischer Mutation (APPsy),
jeweils unter der Kontrolle eines murinen Prion-Protein (PrP)-Promoters, welcher
die Expression des Transgens vornehmlich in Neuronen des zentralen
Nervensystems (ZNS) zur Folge hat [s. 2.1.1 Amyloid-
Vorlduferprotein/Prisenilinl -transgene Tiere]. Kognitiv zeigen diese Miuse bereits
im Alter von sieben Monaten signifikante Defizite bei rdumlichen
Gedichtnisleistungen im Barnes-Labyrinth [Reiserer et al., 2007] sowie im Alter

von zwOlf Monaten im Morris Wasser-Labyrinth [Lalonde et al., 2005].

Durch Kreuzung mit iNOS-defizienten (iNOS") Tieren vor genetischem C57BL/6
Hintergrund [Laubach et al, 1995; Weberpals et al, 2009] und nachfolgender
Riickkreuzung wurden APP/PS1-tg iNOS""” Tiere generiert, welche helfen sollten,
den Beitrag iNOS-produzierten NOs im Kontext der AD zu evaluieren.

Zudem wurden APP/PS1-tg Tiere ab dem zweiten Lebensmonat (Gruppe der drei
Monate alten Tiere) oder ab dem sechsten Lebensmonat (Gruppe der zwolf Monate
alten Tiere) mit dem iNOS-spezifischen Inhibitor L-N°-(I-iminoethyl)-Lysin
(L-NIL) [Hampl et al., 2006; Hansel et al., 2003; Law et al., 2001] behandelt.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war die Determination des Einflusses von
Modulationen der enzymatischen Aktivitit der iNOS in murinen und zelluliren

Modellen der Alzheimer-Erkrankung.

Die im Rahmen dieser Studie analysierten Parameter umfassten sowohl den Einfluss
von NO auf die motorischen und kognitiven Leistungen, die Langzeitpotenzierung,
die histopathologischen Unterschiede, die phagozytotische Aktivitit der Mikroglia,
die Enzymaktivitit AB-degradierender Enzyme, die Nitrierung und S-Nitrosylierung
von synaptosomalen Proteinen sowie die Aktivitdit der synaptosomalen

Mitochondrien.
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2 Material und Methoden

Mit Ausnahme der LTP-Messungen (freundlicherweise durchgefiihrt von
Thea Hammerschmidt), der Bestimmungen der enzymatischen Aktivitit des Insulin-
degradierenden Enzyms (IDE) und Neprilysin sowie der Ap-,,enzyme-linked
immunosorbent assays® (ELISAs) und -Blots (Dr. Markus Kummer), der
Maldi-TOF-MS (Prof. Dr. Simone Konig) sowie der Aktivitdtsbestimmung der
synaptosomalen Mitochondrien (Dr. Alexei P. Kudin, Prof. Dr. Wolfram S. Kunz)
wurden die im Folgenden beschriebenen Experimente von Michael Hermes

durchgefiihrt.

2.1 Tiermaterial

Alle im Projekt verwendeten Tiere wurden, soweit nicht anders angegeben, von The
Jackson Laboratory (via Charles River Laboratories, Sulzfeld) bezogen und in IVC
(,,individually ventilated cages®, individuell ventilierte Kéfige) Systemen der Firma
Tecniplast (Buguggiate, Italien) bei 22 °C (£ 1 °C) mit freiem Zugang zu Futter und
Wasser ad libitum gehalten. Die Versuche wurden unter Einhaltung der ethischen
Grundsitze der Deklaration von Helsinki und nach zustimmender Bewertung durch

die zustdndigen Behorden und Ethik-Kommisionen durchgefiihrt.

2.1.1 Amyloid-Vorlauferprotein/Prasenilinl-transgene Tiere

APP/PS1-transgene (APP/PS1-tg) Tiere wurden von The Jackson Laboratories (via
Charles River Laboratories, Sulzfeld; stock number 004462) [Jankowsky et al.,
2001] bezogen und mit C57BL/6 Wildtyp Méusen (The Jackson Laboratory via
Charles River Laboratories, Deutschland, Sulzfeld; stock number 000664) zwecks
Erhaltungszucht verpaart. Nachkommen mit APP/PS1-PCR-Amplifikat wurden
sowohl  zur  Generierung der APP/PS1-tg  iINOS-defizienten  Tiere
(s. 2.1.4 Genotypisierung und Kreuzung), als auch in den Experimenten verwendet.

Nicht-transgene Wurfgeschwister wurden als Wildtyp (WT)-Kontrollen verwendet.

2.1.2 induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase-defiziente Tiere

Die von Laubach et al, 1995 durch ,targeted disruption® generierte Mauslinie
wurde urspriinglich zur Untersuchung der Rolle der iNOS wihrend eines septischen
Schocks, ausgelost durch intraperitoneale LPS-Injektion, hergestellt. iNOS-
defiziente (iNOS ") Tiere (The Jackson Laboratory via Charles River Laboratories,

2 Material und Methoden 22



Sulzfeld; stock number 002609) wurden mit C57BL/6 Wildtyp Maéusen (The
Jackson Laboratory via Charles River Laboratories, Sulzfeld; stock number 000664)
gekreuzt, um heterozygote iNOS™*” Miuse mit genetischem C57BL/6 Hintergrund
zu erzeugen. Durch nachfolgende, reziproke Kreuzungen wurden homozygote
iNOS""” auf C57BL/6 Hintergrund erzeugt [Weberpals et al., 2009], welche dann
zur Generation der APP/PS1-tg/iNOS"”-Miuse (s.2.1.2.1 Generierung der
APP/PS1-tg iNOS™"-Miuse) verwendet wurden.

2.1.2.1 Generierung der APP/PS1-tg iINOS(/)-M&use

Durch Kreuzung von APP/PS1-tg Tieren (2.1.1 Amyloid-
Vorliuferprotein/Prisenilin1-transgene Tiere) mit den homozygoten iNOS"” Tieren
vor C57BL/6 Hintergrund (2.1.2 induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase-
defiziente Tiere) in der Parentalgeneration und anschlieBender Riickkreuzung der
APP/PS1-transgenen Nachkommen der ersten Filialgeneration mit homozygot
INOS-defizienten Tieren der Parentalgeneration waren etwa 25 % der Nachkommen
der zweiten Filialgeneration APP/PS1-transgene, homozygot iNOS-defiziente Tiere

[s. Abbildung 2-1].

APP/PS1¢7) APP/PS1t7)
iINOSH*) iINOS™")
50 % 50 %
| |
APP/PS1t7) APP/PS1¢7) APP/PS1(7)
iINOS™") iINOS™") iNOS™")
25 % 25 % 25 % 25 %
| | |
APP/PS1™ APP/PS1™ APP/PS1™" APP/PS1%"
iNOS) iNOS™? iNOS™” iNOS")

Abbildung 2-1: Kreuzungsschema zur Generation der APP/PS1-tg / iNOS™-Tiere

2.1.3 Pharmakologische Inhibition der induzierbaren

Stickstoffmonoxid-Synthase

Die L-N°-(1-iminoethyl)-Lysin (L-NIL; Cayman Chemicals via IBL International
GmbH, Hamburg) Konzentration im Trinkwasser betrug 8 mg/1, eine Konzentration,
die durch Hampl et al, 2006 als effektiv und selektiv ermittelt wurde. Durch
Uberwachung des Wasserkonsums der fiir die Experimente zu verwendenden
APP/PS1-transgenen Tiere wurde der Wasserbedarf pro Tier und Tag mit 5 ml sowie
das durchschnittliche Gewicht mit 30 g ermittelt [s. Tabelle 2- und Suppl. Tabelle 1:
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Determination des durchschnittlichen Korpergewichts sowie des durchschnittlichen

Wasserverbrauchs der mit L-NIL zu behandelnden APP/PS1-tg-Mduse].

Tabelle 2-1: Kalkulationen zur Determination der applizierten L-NIL-Menge und -Konzentration

Pharmakologische Inhibition

Vorgaben:

Inhibitions-Zielsynthase: iNOS
Inhibitor: L-NIL
Konzentration L-NIL*; 8 mg/I

Berechnung der L-NIL Konzentration pro kg Kérpergewicht

Zugrunde liegende Daten:

Korpergewicht (MW)**: 30¢
Wasserverbrauch pro Tag (MW)**: 5 mi
Konzentration L-NIL (260,20 g/M) pro kg Kérpergewicht**: 1,3 mg/kg KG/d

5,1 umol/kg KG/d

* nach Hampl et al., 2006

* Suppl. Tabelle 1: Determination des durchschnittlichen Kérpergewichts sowie des
durchschnittlichen Wasserverbrauchs der mit L-NIL zu behandelnden APP/PS1-tg-
Mause

Die applizierte L-NIL Konzentration betrug somit 1,3 mg pro kg Korpergewicht und
Tag (ie. 5,1 umol pro kg Korpergewicht und Tag).

2.1.4 Genotypisierung und Kreuzung

2.1.4.1 Isolation genomischer Desoxyribonukleinsdure (gDNA)

Den zu genotypisierenden Miusen wurden mittels steriler Schere ca. S mm des
distalen Schwanzendes amputiert und unmittelbar in 300 pl nicht-ionischen
Lysispuffer (Rezeptur 5: Lysispuffer (nicht-ionisch) - Proteinase K-Verdau® der
Schwanzbiopsien) transferiert. Nach Zugabe von Proteinase K (finale Konzentration
im Lysispuffer 10 mg/ml) wurden die Schwanzbiopsien iiber Nacht bei 55 °C und
350 rpm in einem Wiarmeblockschiittler (Thermomixer Comfort; Eppendorf AG,
Hamburg) inkubiert.
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Nach zehminiitiger Inaktivierung der Proteinase K bei 70 °C und 350 rpm wurden
die Proben bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge (BioFuge Pico; Heraeus,

Osterode) abzentrifugiert und der Uberstand bei +4 °C gelagert.
2.1.4.2 Polymerase Kettenreaktion

Drei ul des Uberstandes aus 2.1.4.1 (Isolation genomischer Desoxyribonukleinsiure
(gDNA)) wurden in der entsprechenden Genotypisierungs-PCR [s. Suppl. Tabelle 2:
PCR-Bedingungen zur Genotypisierung der verwendeten Genotypen] unter
Verwendung des GoTaq® Hot Start PCR Kits (Promega Corporation, Mannheim) als

Template eingesetzt.
2.1.4.3 Agarose-Gelelektrophorese

12,5 ul des PCR-Produktes aus 2.1.4.2 (Polymerase Kettenreaktion) wurden zur
Separation der Amplifikate auf ein 1,5 % (w/v) Agarose-Gel (Rezeptur 9: TBE' -
Laufpuffer und fliissige Phase des Agarose-Gels zur DNA-Separation) mit 1 : 1.000
0,1 % (v/v) Ethidiumbromid (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) aufgetragen
und mit Hilfe einer Gel-Elektrophorese-Einheit (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland)
bei max. 5 V/cm Laufstrecke entsprechend der relativen Fragmentgrofe aufgetrennt.
Die erhaltenen Amplifikatsbanden wurden unter UV Licht mit Hilfe des
ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Miinchen) und der Quantity One-Software (Version
4.6.6; Bio-Rad, Miinchen) detektiert und dokumentiert.
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2.2 Verhaltensbiologische Untersuchungen

Zur Determination kognitiver und/oder motorischer Defizite wurden die
verwendeten Tiere vor Beginn der verhaltensbiologischen Untersuchungen zwei
Wochen lang bei gewechseltem Tag-Nacht-Rhythmus' in einem komplett
verdunkelten Raum mit von 20:00 - 8:00 Uhr eingeschalteter Beleuchtung gehalten,
um die verhaltensbiologischen Experimente wihrend der aktiven Phase der

nachtaktiven Tiere durchfithren zu konnen.

Die verhaltensbiologischen Untersuchungen wurden jeweils mit Tieren im Alter von

drei und zwolf Monaten durchgefiihrt.

2.2.1 ,Open field"

Die ,,Open-field“-Untersuchungen wurden an drei aufeinander folgenden Tagen
nach mindestens 14-tdgiger Tag/Nacht-Umkehr durchgefiihrt. Sie dienten der
Evaluation des Explorations- und Angstverhaltens sowie der Untersuchung

lokomotorischer Fahigkeiten.

Die Tiere wurden ins Zentrum einer schwach beleuchteten (20-30 Lux) ,,Open field*
Box [s. Suppl. Abbildung 1: ,Open field* Untersuchung - Design ~ und
Auswerteparameter]  gesetzt. Jede  Sitzung wurde mit Hilfe der
verhaltensbiologischen =~ Dokumentations- und Auswertesoftware EthoVision
(Version 3.1.16; Noldus Information Technology b.v., Wageningen, Niederlande)

dokumentiert und nach Abschluss der Untersuchung ausgewertet.

Die Fliche der ,,Open field box* wurde virtuell in ein Zentrum, in einen Korridor
und Ecken, die zum Teil mit der Korridordoméne {iberlappten, unterteilt
[s. Suppl. Abbildung 1: ,Open field* Untersuchung - Design und
Auswerteparameter, a)-b)]. Die Anzahl der fiir jede Sitzung ermittelten
Koordinaten in diesen Zonen wurde detektiert und daraus die Parameter
,,Centertime*, ,,Comertime und ,,Corridortime* ermittelt. Aulerdem wurde die

motorische Aktivitit durch Monitoring der Anzahl der Eintritte in neun gleich grof3e

! Unter der Annahme, dass eine siebenstiindige, sukkzessive Vorverlegung der
Dunkelphase binnen fiinf Tagen seitens der Tiere kompensiert werden kann (A
Santoso, 2006. Cell proliferation and cell survival in the dentate gyrus of adult mice

under naturalistic conditions. Ludwig-Maximilians-Universitdit Miinchen.)
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Quadranten bestimmt [s. Suppl. Abbildung 1: ,,Open field*“ Untersuchung - Design
und Auswerteparameter, c)]. Das Experiment wurde an drei aufeinanderfolgenden

Tagen wiederholt.

2.2.2 Radiales 8-Arm-Labyrinth

Uber insgesamt fiinf Tage (zwei Tage vor und die drei Tage wihrend der
,,Open field*“-Untersuchungen) wurde der tigliche Futterbedarf jedes Tieres ermittelt
und nach Abschluss der Untersuchungen die tdglich gegebene Futtermenge nach
einem Tag kompletten Fastens auf 80 % der ermittelten Menge reduziert. Die Tiere
wurden an zwei aufeinander folgenden Tagen jeweils 6 min in das verwendete
Labyrinth [s. Abbildung 2-2] inklusive der visuellen Orientierungsmarken, jedoch
ohne Nipfe gesetzt, um sich an die neue Umgebung und das Prozedere zu
gewohnen. Hierzu wurde die Maus zunéchst fiir 60 s in ein Stiick Rohr (& 120 mm)
gesetzt und dieses abgedeckt, um eine Orientierung des Tieres basierend auf der
Richtung, in der es in das Labyrinth gesetzt wurde, ausschlieBen zu konnen. Nach
Ablauf der 60 Sekunden wurde das Rohr moglichst ohne Sichtkontakt der Maus zum
Experimentator angehoben und aus dem Labyrinth entfernt. 5 min nach Start der
Sitzung wurde das Tier dann wieder in den Kifig zuriickgesetzt und bekam die

individuell ermittelte Futterration.

Im Anschluss an die Gewohnungsphase wurden die Tiere bei vollzdhlig mit 50 pl
Kondensmilch bestiickten Népfen nach oben beschriebenem Prozedere entweder bis
zu 10 min oder bis zur Leerung aller Nédpfe in das Labyrinth gesetzt, je nachdem,
welcher Fall zuerst eintrat. Tiere, welche auch nach sieben Tagen keine
Kondensmilch zu sich nahmen, wurden aus dem Versuch ausgeschlossen. Hierdurch
wurde sichergestellt, dass ausschlieBlich Tiere in den Versuch eingeschlossen
wurden, welche die Kondensmilch als Futter und somit auch als Belohnung

annahmen.
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Abbildung 2-2: Schematische Darstellung des verwendeten radialen 8-Arm-Labyrinths und der
Verteilung der visuellen Orientierungsmarken (Cues) sowie der mit Kondensmilch bestiickten
Nipfen (Bait)

Nach Akzeptanz der Kondensmilch als Futter / Belohnung wurden zur Bestimmung
der Lernkurve des rdumlichen Arbeits- und Referenzgedichtnisses [Olton, 1987] der
verwendeten Tiergruppen nur noch vier Nipfe mit Kondensmilch bestiickt
(Arme 1, 2, 4und 6 [s. Abbildung 2-2]). Die zu bestiickenden Arme wurden so
gewihlt, dass sich keine axiale oder radiale Symmetrie ergab. Jede Sitzung wurde
mit Hilfe der verhaltensbiologischen Dokumentations- und Auswertesoftware
EthoVision (Noldus Information Technology b.v., Wageningen, Die Niederlande)
dokumentiert —und nach  Abschluss der  Untersuchung  ausgewertet
[s. Suppl. Abbildung 2: Radiales 8-Arm-Labyrinth - Design und Projektion der Tier-
Koordinaten einer Sitzung]. Nach Auffinden und Leeren aller vier bestiickten Nipfe,

spatestens jedoch nach 10 Minuten, war die Sitzung beendet.

Nach Abschluss der Untersuchung wurde das Tier in den Kifig zuriickgesetzt und
gefiittert, das Labyrinth mit einem Sterillium-befeuchteten (Bode Chemie GmbH,
Hamburg) Papierhandtuch gesdubert und um 22,5 Grad (einen Labyrintharm)
gedreht, um eine Orientierung des nachfolgenden Tieres anhand von vom Vorginger

hinterlassenen Duftmarken auszuschlieBen.
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2.3 Explantation der Gehirne nach Abschluss der

verhaltensbiologischen Experimente

Im Anschluss an die verhaltensbiologischen Experimente wurden die Tiere unter
Isofluran (DeltaSelect GmbH, Miinchen) Narkose mit eisgekiihlter, 1 : 1.000 % (v/v)
heparinisierter Ringerlosung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) perfundiert, um

ein moglichst blutfreies Explantat zu erhalten.

Hierzu wurde eine Schmetterlingskaniile, angeschlossen an eine 50 ml Spritze (BD
Plastikpak™, BD Biosciences, Heidelberg) mit der heparinisierten Ringerlosung, in
den linken Ventrikel eingefiihrt und das rechte Atrium mit einer Prédparierschere
eroffnet. Uber die Schmetterlingskaniile wurde das Tier bei moglichst geringem

Druck bis zur Entfarbung der Leber perfundiert.

Danach wurde das Tier dekapitiert und das Gehirn auf Eis explantiert sowie in seine
Hemisphéren geteilt. Fiir die spétere Proteinbiochemie (2.7 Proteinbiochemische
Untersuchungen) wurden Bulbus olfactorius, Kleinhirn und Stammbhirn entfernt, das
verbliebene Vorderhirn gewogen und in entsprechendem Puffer homogenisiert. Mit
Ausnahme der Synaptosomenisolate, fiir die die Vorderhirne nach Homogenisation
unmittelbar auf die Saccharose-Gradienten aufgetragen wurden (2.3.2 Isolation von
Synaptosomen), wurde das Homogenat im Anschluss an die Prédparation in
Fliissigstickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert (VIP™ Laboratory Freezer, SANYO Component Europe GmbH,
Miinchen).

Fir die spatere Anfertigung von  Gefrierschnitten (2.5 Histologische
Untersuchungen) wurde die gesamte Hemisphire auf Aluminiumschiffchen
luftblasenfrei mit Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek Germany
GmbH, Heppenheim) iiberzogen und iiber Fliissigstickstoff-gekiihltem Isobutanol
bis zur vollstindigen Tritbung der Probenmatrix gefroren. Bis zur Anfertigung des

Gefrierschnitte wurden die Hemisphiren bei -80 °C gelagert.

2.3.1 RIPA- und SDS-Extraktion zur AB-Detektion

Homogenate der schockgefrorenen Hemisphédren wurde mit modifiziertem RIPA-
Puffer (25 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5 % Na-Desoxycholat (DOC),
1 % NP-40) 30 Minuten auf Eis extrahiert. Nach Zentrifugation fiir 30 Minuten bei

10.0000-facher relativer Zentrifugalbeschleunigung (rcf, ,,relative centrifugal force®)
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und 4 °C in einer gekiihlten Laborzentrifuge (SIGMA Laborzentrifugen GmbH,
Osterode am Harz) enthielt der Uberstand die 16sliche Proteinfraktion. Das Sediment
wurde in 25mM Tris-HCl pH 7,5, 2 % Natriumodecylsulfat (SDS, ,,sodium
dodecylsulfate®) sonifiziert (8 x 1s bei 10% Leistung; Sonoplus, Bandelin

electronic GmbH & Co. KG, Berlin) und somit die unldslichen Proteine solubilisiert.

2.3.2 Isolation von Synaptosomen flr proteinchemische

Untersuchungen

Gewogene Vorderhirnexplantate (2.3 Explantation der Gehirne nach Abschluss der
verhaltensbiologischen Experimente) wurden mit 9-fachem Volumen (w/v)
Synaptosomenpuffer (Rezeptur 3: Homogenisations- & Gradientenpuffer -
Proteinbiochemie) mit Hilfe eines motorgetriecbenen Pistills (15 Impulse bei
700 Umdrehungen pro Minute (rpm, ,,revolutions per minute*); PSB 650 RE, Robert
Bosch GmbH, Gerlingen) bei 4 °C homogenisiert [modifiziert nach Stephan et al.,
2008]. Zwei ml des Homogenates wurden bei 800 x rcf und 4 °C fiir 5 Minuten in
einer gekiithlten Laborzentrifuge (SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode am

Harz) abzentrifugiert, um Gewebs- und Zelltrimmer zu sedimentieren.

Der Rest des Homogenats wurde nach 8 x 1 s Beschallung bei 10 % Leistung in
einem Ultraschall-Homogenisator (Sonoplus, Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin) in Fliissigstickstoff schockgefrostet und bis zur weiteren Verwendung bei

-80 °C gelagert.

Etwa 1.2 ml Uberstand des zentrifugierten Homogenats (,,crude fraction*) wurden
abgenommen, von denen 600 pl bei 16,000 X rcf und 4 °C fiir 20 Minuten
zentrifugiert wurden. Das Sediment wurde in 300 ul 0,32 M Saccharosepuffer
(Rezeptur 3: Homogenisations- & Gradientenpuffer - Proteinbiochemie; ,,washed
fraction*) resuspendiert. Ein diskontinuierlicher Gradient wurde mit
Homogenisationspuffer mit ansteigender Saccharosekonzentration (300 ul 1,4 M
Saccharose und 500 pl 1.0 M Saccharose) in 1.5 ml Eppendorf Reaktionsgefid3en fiir
10 min bei 9.100 X rcf und 4 °C zentrifugiert. Die untere Interphase (130 - 160ul)
wurde abgenommen, mit 1 ml ddH,O, 1 : 500 Phosphatase-Inhibitor Cocktail (PIC)
verdiinnt, und die somit erneut gewaschenen Synaptosomen (,,well-washed
fraction*) wurden 20 Minuten bei 16,000 x rcf und 4 °C (Ultrazentrifuge Optima™
MAX-XP; Beckman Coulter GmbH, Krefeld) sedimentiert. Das Sediment wurde im
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Anschluss mittels Fliissigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Zur
Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde das Sediment mit 50 - 150 ul RIPA-Puffer
(Rezeptur 7: RIPA" Puffer - Lysis der Proben fiir die PAGE; abhingig von der
weiteren Verwendung des Gels, 50 pul RIPA fiir Coomassie-Gele (2.7.4 Coomassie-
Farbung), 150 ul fiir ,,Western blot*“-Analysen (2.7.2 ,,Western blot*)) resuspendiert
und 20 Minuten auf Eis lysiert.

2.3.3 Isolation synaptosomaler Mitochondrien zur

Aktivitatsbestimmung

Zehn explantierte WT-Gehirne wurden nach einem modifizierten Protokoll von
Stephan et al., 2008 durch Homogenisation in Mitochondrienpuffer (Rezeptur 4:
Homogenisationspuffer - synaptosomale Mitochondrien) mit Hilfe eines
motorgetriebenen Pistills (zwolf Impulse bei 900 rpm; PSB 650 RE, Robert Bosch
GmbH, Gerlingen) und 4 °C homogenisiert. Zwei ml des Homogenates wurden
10 Minuten bei 1000 x rcf 4 °C in einer gekiihlten Laborzentrifuge (SIGMA

Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz) zentrifugiert.

Der Uberstand wurde auf Eis aufbewahrt, das Sediment mit 500 ul
Mitochondrienpuffer mittels Durchmischung auf einem Vortex (VWR International
GmbH, Darmstadt) resuspendiert, mit Mitochondrienpuffer auf 2 ml aufgefiillt und
erneut 10 Minuten bei 1000 x rcf 4 °C abzentrifugiert. Die beiden Uberstinde
wurden vereinigt und 15 Minuten in zwei 2 ml Eppendorf Reaktionsgefden bei

9.200 X rcf zentrifugiert.

Das Sediment bestand aus einem grauen, solideren Anteil am Boden des
Reaktionsgefdes und einem weillen, flockigerem Anteil dariiber. Letzterer wurde
durch Zugabe von 500 ul Mitochondrienpuffer und vorsichtigem Auf- und
Abpipettieren mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze einer Pipetman P200-Pipette
(Gilson Inc., Middleton, U.S.A.) selektiv resuspendiert. Die Losung wurde mit
Mitochondrienpuffer auf 2ml aufgefiillt und fiir 15 Minuten in 2ml
Reaktionsgefden bei 10.000 x rcf und 4 °C zentrifugiert.

Das Sediment wurde in 50 pul Mitochondrienpuffer resuspendiert, die einzelnen
Priparationen vereinigt und je ein Drittel mit 10 uM 3-Morpholino-Sydnonimin
(SIN-1) oder Peroxynitrit (ONOO) behandelt.
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2.4 Zellkultur

2.4.1 Kultivierung der Mausfibroblastenzelllinie

Mausfibroblasten der Linie L929 wurden bei 37 °C und 5 % CO, Atmosphire in
,Dulbecco’s modified medium ,High Glucose’* (DMEM HG; Gibco® via
Invitrogen, Karlsruhe) mit 10 % (v/v) fotalem Kilberserum (FCS, ,.fetal calf
serum®; Invitrogen, Karlsruhe) und 1 % (v/v) Penicillin-Streptavidin (Pen-Strep;
Biochrom AG, Berlin) in Zellkulturflaschen mit 75 cm? Grundfliche (BD Flacon™;
BD Biosciences, Heidelberg) kultiviert und alle drei bis vier Tage mit 1 x Trypsin
(Gibco® via Invitrogen, Karlsruhe) 1 : 8 subkultiviert. Am niichsten Tag wurde das
Medium (30 ml) gewechselt, nach drei bis vier Tagen zur spiteren Stimulation
primérer Mikroglia (PMG; 2.4.2 Isolation priméirer Mikroglia) abgenommen und bis
zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die

Zellen erneut gesplittet und weiterkultiviert.

2.4.2 Isolation primarer Mikroglia

Gehirne neonataler Méuse (bis max. drei Tage nach Geburt) wurden auf Eis
explantiert und in eine mit Hanks' Salzlosung (HBSS, ,,Hanks’ buffered salt
solution; Biochrom AG, Berlin) gefiillte 3 cm Petrischale (BD Flacon™; BD
Biosciences, Heidelberg) transferiert und die Meningen mit spitzen Pinzetten
entfernt [Hanisch et al., 2004]. Bis zu zwolf hirnhautfreie Prdparate wurden in
einem 50 ml Zellkulturrohrchen (BD Flacon™; BD Biosciences, Heidelberg) mit
HBSS gesammelt und im Anschluss drei Mal mit 10 ml HBSS gewaschen. Nach
Absaugen der HBSS wurde 1 x Trypsin (Gibco® via Invitrogen, Karlsruhe) 1 : 250
in PBS (Rezeptur 6: PBS'(T)"" - Trypsinisierung von Zellen in Kultur sowie fiir die
Histologie) zugegeben, auf einem Vortex (VWR International GmbH, Darmstadt)
kurz durchmischt und bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach einer weiteren
Durchmischung nach 5 Minuten wurde die Trypsinwirkung nach insgesamt
10 Minuten mit 7 -8 ml DMEM HG, 10% FCS, 1% Pen-Strep (Gibco® via
Invitrogen, Karlsruhe) gestoppt. Nach Zugabe von DNase I (0,001%; Gibco® via
Invitrogen, Karlsruhe) wurde die Zellsuspension zunichst mit einer 10 ml, danach
mit einer 5Sml sterilen Einwegpipette durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt.

Danach wurden die PMG erneut abzentrifugiert, in 30 ml Medium aufgenommen
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und je S5ml in 10 ml vorgelegten Mediums in mit 0,01 % Poly-L-Lysin (PLL;
Sigma-Aldrich, Steinheim) beschichteten 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert.

Ein bis zwei Tage nach der Prédparation, je nach Anwachsrate der Zellen, wurde das
Medium abgenommen, die Zellen drei Mal vorsichtig mit PBS gewaschen und
10 ml frisches Medium zugegeben. In der Folgezeit adhirierten primir Astrozyten
und Oligodendrozyten, wohingegen sich die Mikroglia auf diese astro- und

oligodendrozytire Schicht absetzten.

Etwa fiinf Tage nach Priparation wurden 5 ml 1L929-Uberstand (2.4.1 Kultivierung
der Mausfibroblastenzelllinie) zur Aktivierung des mikroglialen Wachstums

zugegeben.

Nach insgesamt acht Tagen wurden die Mikroglia das erste Mal vom astro- und
oligodendrozytiren Zellrasen abgeschlagen. Hierzu wurde ca. 5 Minuten mit der
flachen Hand gegen die Wand der Zellkulturflasche geschlagen und die Rate der
abgelosten Mikroglia regelmiBig im Binokular kontrolliert. Der Uberstand wurde
dann abgenommen und die PMG bei 12.000 rpm und 4 °C 5 Minuten sedimentiert.

Dieser Vorgang konnte bis zu vier Mal im Abstand von zwei bis vier Tagen
wiederholt werden, bevor Fibroblasten die Kulturen iiberwuchsen und

kontaminierten.

Die Zellzahl eines jeden Abschlags wurde mittels Trypanblau (0,4 %; Sigma-
Aldrich, Steinheim)-Fiarbung und Zihlung der lebenden Zellen mit einer Neubauer

Zihlkammer bestimmt und die PMG unmittelbar fiir die Experimente verwendet.

2.4.3 Phagozytoseassay

Primédre Mikroglia (2.4.2 Isolation primédrer Mikroglia) wurden in schwarzen
96-Loch Zellkulturplatten (,,Microtest, Black Flat Bottom*; BD Biosciences,
Heidelberg) in 200 ul DMEM HG ohne Phenolrot, 10 %FCS, 1 % Pen-Strep mit
20.000 Zellen / Loch ausgesdht und {iiber Nacht inkubiert, um sie an die

Zellkulturplatte adhérieren zu lassen.

Nach 24 h wurden den Zellen 100 ul Medium inklusive der ensprechenden Stimuli
und des zu phagozytierenden 5-FAM SE-gekoppelten APi.42 [s. Tabelle 2-2:
Konzentrationen der Stimuli und des fluoreszierenden AB] zugegeben. Lediglich

APi42, welches zur Aktivierung der Mikroglia dienen sollte, wurde sechs Stunden
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vor Zugabe des FAM-AP;42 zur Ermittlung der Phagozytoserate AP;4;-aktivierter
Mikroglia zu den Zellen gegeben.

Tabelle 2-2: Konzentrationen der Stimuli und des fluoreszierenden A

D%pﬁggﬁrgﬁﬂzefggag&%m* Finale Konzentration
L-NIL 20 uMm 10 uM
AB1-42 10 pM 5 uM
SNAP** 200 uM 100 pM
Cytochalasin D*** 10 uM 5 uM
FAM- ABy.40™*** 300 nM 150 nM

*high glucose®, 10 % FCS, 1 % Pen-Strep (Gibco® via Invitrogen, Karlsruhe)

**  S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-Penicillamin
(Cayman Chemicals via IBL International GmbH, Hamburg)

*** Sigma-Aldrich, Steinheim

e 5-FAM SE (5-carboxyfluoreszein)-gekoppeltes Amyloid-B 1-42-Peptid
(AnaSpec, San Jose, U.S.A))

Nach sechs Stunden Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen, Trypanblau
(0,4 %; Sigma-Aldrich, Steinheim) 1:16 mit PBS verdiinnt und je 100 ul fiir
1 Minute zum "Quenching" (Fluoreszenzloschung) zugegeben. Im Anschluss
wurden die Zellen ein Mal vorsichtig mit PBS gewaschen und vor der Messung
100 ul 1 % Natriumdodecylsulfat (SDS, ,,sodium dodecylsulfate) in 25 mM
Tris-HCI1 (pH 7,5) zugeben. Die Fluoreszenz des phagozytierten APj4, wurde mit
Hilfe des SpectraFluor Plus und der Magellan™-Software (Tecan Group Ltd.,
Minnedorf, Schweiz) bei 485nm Anregungswellenlinge und 535 nm

Emissionswellenlinge ermittelt.
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2.5 Histologische Untersuchungen

2.5.1 Anfertigung der Gefrierschnitte

Die nach Abschluss der verhaltensbiologischen Experimente explantierten und mit
Tissue-Tek®  O.C.T.™ Compound iiberzogenen Hemisphiren wurden im
Gefriermikrotom (Leica Microsystems, Wetzlar) bei -20 °C Kammertemperatur
akklimatisiert und mit einem Tropfen Tissue-Tek® auf einen Superfrost-Objekttriger
(R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Emmendingen) fixiert. Eine mit
freundlicher Unterstiitzung der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Luisa de Cola
(Physikalisches Institut der WWU) gefridste Form aus 1 cm Aluminiumblech mit
pyramidaler Aussparung wurde mit Hilfe zweier Edelstahl-Dokumentklammern mit
ithrer schmaleren Aussparung zum Objekttrager um die Hemisphire herum fixiert.
Die Form wurde luftblasenfrei mit Tissue-Tek® befiillt und im Gefriermikrotom
gefroren. Somit war es nach Entfernung des Objekttrigers moglich, die Hemisphére

sagittal von median nach laterad zu schneiden.

Die 10 um dicken Schnitte (-20 --21 °C Klingentemperatur) wurden durch das
Schmelzen des Tissue Tek® auf den Raumtemperatur (RT)-warmen,
vornummerierten Gefrierobjekttriger aufgezogen. Die Objekttrager wurden bis zur

Féarbung bei -80 °C gelagert.
2.5.2 Thioflavin-S-Farbung

Die Objekttrager wurden 30 Minuten bei RT getrocknet und 20 Minuten mit 4 %
Paraformaldehyd (PFA; Roti®-Histofix; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)
fixiert. Die Schnitte wurden danach drei Mal in ddH,O gespiilt und 35 Minuten in
0,01 % Thioflavin-S in 80% Ethanol, 20% PBS (Rezeptur6: PBS'(T)" -
Trypsinisierung von Zellen in Kultur sowie fiir die Histologie) gefarbt. Die
anschlieBende Differenzierung erfolgte fiir ca. 35 Minuten in 80% Ethanol in PBS.
Die Schnitte wurden 10 Minuten bei RT getrocknet und mit Mowiol 4-88

(Calbiochem, Darmstadt) eingedeckelt.

Die geférbten Praparate wurden bis zur mikroskopischen Dokumentation bei -20 °C

gelagert.

2 Material und Methoden 35



2.5.3 Immunhistochemische Farbungen
2.5.3.1 A/ CD11b Co-Farbung

Die Schnitte wurden 30 Minuten bei RT getrocknet, mit Roti®—,,Liquid Barrier*
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) umrandet, 20 Minuten mit 4 % PFA fixiert
und zunidchst 10 Minuten bei RT in ,,Mouse BD Fc-Block* (BD Biosciences,
Heidelberg), 0,1 % (v/v) in PBST, sowie danach eine Stunde in 5 % normalem
Eselserum (NDS, ,,normal donkey serum®) in PBST geblockt. Vor und nach jedem

Blocken wurden die Schnitte je drei Mal fiinf Minuten in PBST gewaschen.

Die primdren Antikorper, der polyklonale anti-Amyloid-f (1-40) Antikorper 2964
[Wahle et al., 2006] aus Kaninchen sowie monoklonaler anti-CD11b Antikdrper aus
der Ratte (AbD Serotec, Raleigh, U.S.A.) wurden 1:250 fiir eine Stunde in
1 % (w/v) bovinem Serumalbumin (BSA) in PBST parallel zum Blocken der
Schnitte vorinkubiert. Die Schnitte wurden aus der Blockierlésung genommen und
tiber Nacht in einer feuchten Kammer mit der Losung der priméren Antikorper bei

4 °C inkubiert.

Am nichsten Tag wurden die Schnitte in der feuchten Kammer 45 Minuten bei RT
akklimatisiert und drei Mal fiinf Minuten in PBST gewaschen. Im Anschluss wurden
sie eine Stunde bei RT mit den sekundiren Antikorpern (Alexa Fluor® 488 Antigen-
bindenden Fragments (F(ab'),, ,,fragment antigen-binding*) eines anti-Ratte IgG aus
der Ziege (1 : 500 in PBST; Bindung an den anti-CD11b-Erstantikorper) und Texas
Red® F(ab'), Fragment eines anti-Kaninchen Antikorpers (1:2.000 in PBST;
Bindung an den anti-AB;4o Erstantikorper; beide Sekundérantikorper Invitrogen,
Karlsruhe) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBST und kurzem Spiilen mit
ddH,O wurden die Schnitte mit Mowiol 4-88 (Calbiochem, Darmstadt)

eingedeckelt.
2.5.3.2 GFAP-Farbung

Die Schnitte wurden 30 Minuten bei RT getrocknet, mit Roti®—,,Liquid Barrier*
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) umrandet, 20 Minuten mit 4 % PFA fixiert
und eine Stunde in 5 % (v/v) NDS in PBST geblockt. Vor und nach jedem Blocken

wurden die Schnitte je drei Mal fiinf Minuten in PBST gewaschen.

Der primire, polyklonale anti-saures Gliafaserprotein (GFAP, ,,glial fibrillary acidic
protein®) Antikorper aus Kaninchen (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) wurde
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1:900 eine Stunde in 2 % (v/v) NDS in PBST parallel zum Blocken der Schnitte
vorinkubiert. Die Schnitte wurden aus der Blockierlosung genommen und iiber
Nacht in einer feuchten Kammer mit der Losung des primédren Antikorpers bei 4 °C

inkubiert.

Am nichsten Tag wurden die Schnitte in der feuchten Kammer 45 Minuten bei RT
akklimatisiert und drei Mal fiinf Minuten in PBST gewaschen. Im Anschluss wurden
sie eine Stunde bei RT mit dem sekundiren Antikorper (Texas Red® F(ab"),
Fragment eines anti-Kaninchen IgG (1:2.000 i PBST) inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBST und kurzem Spiilen mit ddH,O wurden die Schnitte
mit Mowiol 4-88 (Calbiochem, Darmstadt) eingedeckelt.

2.5.3.3 NeuN-Farbung

Die Schnitte wurden 30 Minuten bei RT getrocknet, mit Roti®—,,Liquid Barrier*
(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe) umrandet, 20 Minuten mit 4 % PFA fixiert
und eine Stunde in 5 % NDS in PBST geblockt. Vor und nach jedem Blocken

wurden die Schnitte je drei Mal fiinf Minuten in PBST gewaschen.

Der primére, monoklonale anti-,,neuronal nuclei (NeuN) Antikorper aus der Maus
(Abcam Inc., Cambridge, U.S.A.) wurde 1 : 250 eine Stunde in 2 % (v/v) NDS in
PBST parallel zum Blocken der Schnitte vorinkubiert. Die Schnitte wurden aus der
Blockierlosung genommen und iiber Nacht in einer feuchten Kammer mit der

Losung des primédren Antikorpers bei 4 °C inkubiert.

Am nichsten Tag wurden die Schnitte in der feuchten Kammer 45 Minuten bei RT
akklimatisiert und drei Mal fiinf Minuten in PBST gewaschen. Im Anschluss wurden
sie 30 Minuten bei RT mit dem sekunddren Antikorper (Texas Red® F(ab"),
Fragment eines anti-Maus IgG 1 :400 in PBST; Invitrogen, Karlsruhe) inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBST und kurzem Spiilen mit ddH,O wurden die
Schnitte mit Mowiol 4-88 (Calbiochem, Darmstadt) eingedeckelt.

Alle immunhistochemischen Pridparate wurden bis zur mikroskopischen

Dokumentation bei -20 °C gelagert.
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2.5.4 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung, Dokumentation

und Analyse

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung und fotografische Dokumentation
erfolgte an einem Olympus BX61 Fluoreszenzmikroskop mit F-view II Digital
Mikro Kamera (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg). Die Fotografien wurden
mit Hilfe der Imaging-Sofware cell*P (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,
Miinster) angefertigt und ausgewertet [s. Suppl. Abbildung 5: Exemplarische
Darstellung der Wahl der Regionen von Interesse (ROI, ,,region of interest®; rote
Linie) an Thioflavin-S-gefarbten Schnitten zwolf Monate alter APP/PS1-transgener
Tiere ( a) Hippocampus (Hc), b) Cortex (Cx)].
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2.6 Langzeitpotenzierung in vitro

Es wurden elektrophysiologische Messungen an akuten Hirnschnittpriparaten vier
Monate alter Maiuse durchgefiihrt. Hierzu wurden die Miuse unter
Isoflurananisthesie dekapitiert. Die Gehirne wurden entnommen und mit Hilfe eines
Vibratoms (Integraslice 7550 PSDS; Campden Instruments, Loughborough,
GroBbritannien) in 4 °C kalter artifizieller cerebrospinaler Fliissigkeit (aCSF,
Rezeptur 1: aCSF* - Medium fiir die LTP-Messungen) sagittal in 400 um dicke
Schnitte  geschnitten. Unter einem Binokular wurde der Hippocampus
herausgetrennt und in eine interface-Haltekammer in auf 29 °C temperierten,

sauerstoffangereicherten artifiziellen Liquor cerebrospinalis iiberfiihrt.

Nach 30-miniitiger Inkubation wurde die CaCl,-Konzentration auf 2 mM erhoht.
AnschlieBend ruhten die Hippokampusschnitte mindestens weitere 30 Minuten,
bevor sie in eine Interface-Messkammer {iiberfithrt wurden. Hier wurden sie fiir
15 Minuten &4quilibriert. Die Stimulationselektrode wurde in das CA2 Areal der
Schafferkollateralen und die Ableitelektrode (0,8-2 MQ) in die CAl Region der
Pyramidenzellschicht platziert. Die Messung der exzitatorischen, postsynaptischen
Feldpotentiale (fEPSPs) wurde nach weiteren 15 Minuten begonnen. Die basale
synaptische Transmission (BST) wurde durch das Auftragen der Stromstédrke (mA)
gegen die Maximalamplitude der fEPSPs bestimmt, um die Eingangs-
Ausgangsbeziehung festzustellen. ,,Paired pulse® Faszilitierung (PPF) wurde durch
Stimulation mit Doppelpulsen in Interpulsintervallen von 30, 50, 75 und 100 ms vor

und nach Induktion der LTP gemessen.

Fir die LTP-Experimente wurden die Potentiale mit etwa 30 % des maximalen
Signals im Pulsabstand von einer Minute abgeleitet. Nach Aufzeichnung einer
stabilen Grundlinie von mindestens 15 Minuten wurde LTP durch einen so
genannten ,, Theta-Burst* (vier Sequenzen bestehend aus 10 Pulsen von 100 Hz im
Abstand von 200 ms) induziert. AnschlieBend wurde die postthetanischen fEPSPs
fiir weitere 90 Minuten mit Interpulsintervallen von einer Minuten aufgezeichnet.
Die Steigung der fEPSPs wurde vor und nach thetanischer LTP-Induktion bestimmt

und prozentual auf die Grundlinie normalisiert.

! Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Thea Hammerschmidt
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2.7 Proteinbiochemische Untersuchungen

2.7.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Der Proteingehalt zu untersuchender Proben (RIPA- und SDS-Extrakte, Homogenate
und Synaptosomenfraktionen) wurde mit Hilfe des Pierce Bicinchoninsdure (BCA,
,bicinchoninic acid*“) Protein Assay Kit (via Thermo Fisher Scientific, Bonn) und
eines SpectraFluor Plus (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Schweiz) quantifiziert.
Abhingig von der anschlieBenden Verwendung des Gels (,,Western blot* (WB) oder
Coomassie-Firbung) wurden Volumina der unterschiedlichen Proben mit
25 -350 ug Proteingehalt mit bidestilliertem Wasser (ddH,O, ,,double distilled
water*; Millipore, Molsheim, Frankreich) auf gleiche Volumina gebracht und durch
Zugabe von vierfach konzentriertem Glyzerol-haltigen LDS-Ladepuffer (Invitrogen,
Karlsruhe; mit Coomassie G250 und Phenolrot als Indikator-Farbstoffen) fiir die
anschlieBende  Polyacrylamid-Gelelektrophorese =~ (PAGE)  vorbereitet.  Fiir
denaturierende Laufe wurden die Proben mit 50 mM Dithiothreitol (DTT) geméif

Herstellerangaben reduziert.

Fiir die PAGE wurden NuPAGE®-Bis-Tris-Gele der Firma Invitrogen (Karlsruhe)
mit einem graduellen Acrylamidanteil von 4 - 12 % entsprechend der empfohlenen
Ladevolumina des Herstellers mit den Proben beladen und diese je nach Grofe des
zu detektierenden Proteins / der zu detektierenden Proteine in NuPAGE® MES (zur
Separation von Proteinen mit einem Molekulargewicht von < 100 kDa) oder
NuPAGE® MOPS (zur Separation von Proteinen mit einem Molekulargewicht von

> 100 kDa) Laufpuffer bei 175 V entsprechend ihrer relativen Grof3e aufgetrennt.

2.7.2 ,Western blot"

Zur ,Western blot“ Analyse wurden die in der PAGE (2.7 Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine in 1 x Tris-Glycin-
Puffer mit 20 % (v/v) Methanol (Rezeptur 11: TG™ - “Western blot”’-Transfer) im
Trans-Blot Cell System (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) eine Stunde bei 170 mA
auf zuvor methanolaktivierte Polyvinylidenfluorid (PVDF; fiir Ap-Blots:
Nitrocellulose (NC)) Membran transferriert. AB-Blots auf Nitrocellulosemembran
wurden im Anschluss an den Transfer fiinf Minuten in ddH,O gekocht. Die
Membranen wurden drei Mal fiinf Minuten mit TBST (Rezeptur 10: TBS*(T)** -

Waschen und Blocken der Blot-Membranen) gewaschen, mit 0,3% Tween-20 in
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TBST (fir AB-Blots: 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST) fiir eine Stunde

geblockt. Die Inkubation mit dem entsprechenden primédren AntikOrper
[s. Tabelle 2-3: Verwendete Antikorper] erfolgte in der Blockierlosung bei 4 °C iiber
Nacht auf einem Taumelschiittler (GfL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,

Burgwedel) im Kiihlraum.

Tabelle 2-3: Verwendete Antikorper
Ziel(protein), Wirtsspezies, Verdiinnungen und Hersteller

Ziel(protein) Wirtsspezies Verdiinnung Hersteller

140 (APP & CTF) Kaninchen |siehe Wahle et al., 2006

AB1-16 Maus 1: 1.000 Covance

IDE Kaninchen 1: 5.000 Calbiochem

GRP75 Maus 1: 1.000 GeneTex Inc.

GRP94 Kaninchen 1: 500 Abcam Inc.

NY Maus 1: 500 Cayman Chemicals

NMDA-R1 Maus 1: 1.000 Synaptic Systems

PS1 Kaninchen 1: 1.000 Calbiochem

SNO-C Kaninchen 1: 500 Sigma-Aldrich

Tubulin Maus 1: 5.000 Dew?lopmental Studies
Hybridoma Bank

Abcam Inc. (Cambridge, U.S.A.)

Calbiochem (via Merck KGaA, Darmstadt)

Cayman Chemical (Ann Arbor, U.S.A.)

Covance (Princeton, U.S.A.)

Developmental Studies Hybridoma Bank (lowy City, U.S.A.)
GeneTex Inc. (Irvine, U.S.A)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Synaptic Systems (Géttingen)

Am nichsten Tag wurden die Membranen drei Mal fiinf Minuten in TBST
gewaschen. Im Anschluss wurden sie bei entsprechender Blockierung eine Stunde
bei RT mit dem der Wirtsspezies des Erstantikdrpers entsprechenden, Meerrettich-
Peroxidase (HRP, ,horse raddish peroxidase*)-gekoppelten Sekundérantikdrper
inkubiert.

Nach erneuter dreifacher Waschung der Membranen in TBST wurden die

detektierten Banden mittels verstirkter Chemielumineszenz (ECL, ,,enhanced
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chemiluminescence*; Millipore, Schwalbach) detektiert und mit Hilfe des

ChemiDoc XRS Systems (Bio-Rad, Miinchen) dokumentiert und analysiert.

2.7.3 Immunprazipitation zur Maldi-TOF-Massenspektrometrie

Zur Immunprézipitation wurden 0,5 pg des anti-Nitrotyrosin-Antikorpers (Cayman
Chemical, Ann Arbor, U.S.A.) resp. anti-S-Nitrosocystein-Antikorpers (Sigma-
Aldrich, Steinheim), ad 300 pl mit RIPA Puffer (Rezeptur 7: RIPA* Puffer - Lysis
der Proben fiir die PAGE) sowie 50 ul Protein G Sepharose (Sigma-Aldrich,
Steinheim), gemill Herstellerangaben rekonstituiert, zur entsprechenden Probe
(Gehirnhomogenat und / oder Synaptosomenisolat) zugegeben und iiber Nacht im
Kiihlraum auf einem Rotator inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Sepharose-
Antikorper Suspension zwei Minuten bei 5.000 rpm und 4 °C in einer gekiihlten
Eppendorf Zentrifuge sedimentiert und anschlieBend zwei Mal mit 500 ul eiskaltem
RIPA Puffer gewaschen. Nach Resuspension des Pellets in 500 ul RIPA Puffer
wurden 500 ug Gesamtprotein der synaptosomalen Lysate zugegeben und iiber
Nacht bei 4 °C auf dem Rotator inkubiert. Nach zwei RIPA Waschschritten wurden
die Pellets bei 350 rpm und 25 °C auf einem Thermoblock fiir zehn Minuten mit
40 ul 1 x NuPage® LDS Ladepuffer (Invitrogen, Mannheim) ohne DTT inkubiert.
Die Proben wurden, wie unter 2.7.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese beschrieben,
aufgetrennt und Proteine mittels Coomassie-Fiarbung gefdrbt und anschlieBend

ausgeschnitten (2.7.4 Coomassie-Farbung).

2.7.4 Coomassie-Farbung

Vor der Matrix-unterstiitzten Laser-Desorption/lonisation Flugzeit-
Massenspektrometrie (Maldi-TOF-MS, ,,matrix-assisted laser desorption/ionization
time of flight mass spectrometry*) Analyse durch Prof. Dr. Simone Koénig an der
Serviceeinheit ,Integrierte Funktionelle Genomik* (IFG) des Interdisziplinédren
Zentrums fiir Klinische Forschung (IZKF) der Medizinischen Fakultit der
Westfilischen Wilhelms-Universitait (WWU) Miinster wurden die Gele eine Stunde
bei Raumtemperatur in Fixierlosung auf einem Taumelschiittler (GfL Gesellschaft
fiir Labortechnik mbH, Burgwedel) inkubiert, 3x 20 Minuten in ddH,O gewaschen,
eine Stunde bei Raumtemperatur in Firbelosung ohne Coomassie equilibriert und
tiber Nacht bei +2-+48°C auf emem Taumelschiittler gefarbt (Rezeptur2:

Coomassie-Firbung - Anfirbung von Proteinbanden fiir die Maldi-TOF-MS). Am
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nichsten Tag wurde die Farbintensitiit der Proteinbanden auf einem Durchlichttisch
(Biotec-Fisher GmbH, Reiskirchen) beurteilt und das Gel gegebenenfalls eine
weitere Nacht gefarbt. Deutlich gefarbte Banden wurden mit Einweg-Skalpellen
(Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan) ausgeschnitten und bis zur
Maldi-TOF-MS bei -80 °C gelagert.

2.7.5 ,Enzyme-linked immunosorbent assay"

Die Quantifizierung der ABi.40 und APi.42 Konzentrationen in RIPA (Rezeptur 7:
RIPA* Puffer - Lysis der Proben fiir die PAGE)-16slichen und SDS-loslichen
Vorderhirmnhomogenaten (2.3 Explantation der Gehirne nach Abschluss der
verhaltensbiologischen Experimente) wurde mit Hilfe der humanen Amyloid Ao
und A4 ,,Enzyme-linked immunosorbent assay* (ELISA) Kits (The Genetics
Company, Schlieren, Schweiz) gemill Herstellerangaben vorgenommen. Nach dem
Prinzip des Festphasen-Enzym-Immunoassays ist der Boden der ELISA-Platte mit
einem Primérantikdrper (Fangantikorper), selektiv fiir den C-Terminus des Ajo
oder APi4, beschichtet. Ein weiterer, Biotin-konjugierter Antikorper
(Detektionsantikorper) bindet an ein weiteres Peptid-Epitop, wodurch der
sogenannte ,.Sandwich-Komplex*“ (Fangantikbrper - APja 0. APi42) -
Detektionsantikorper) entsteht. Durch Katalyse der Reaktion von Trimethylbenzidin
(TMB) mit H,O, zu Benzidinblau, katalysiert durch Streptavidin-konjugierte
Meerrettichperoxidase, kann die Intensitit des entstandenen Chromogens
photometrisch gemessen werden. Durch Zentrifugation bei 100.000 x rcf fiir
20 Minuten wurde das Homogenat geklirt und anschlieBend auf den

Konzentrationsbereich des im Kit enthaltenen Standards eingestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Verhaltensbiologische Untersuchungen

3.1.1 ,Open field"

Die durch die ,,Open field“-Untersuchungen ermittelten Daten fiir die Parameter
,Centertime®, ,,Cornertime*, ,,Corridortime* sowie ,,Gridchange® mussten nach
Analyse der inter- und intraindividuellen Werte als nicht signifikant unterschiedlich
zwischen den untersuchten Tiergruppen (WT, APP/PS1-tg, APP/PS1-tg iNOS"" und
APP/PS1 + 8 mg/1 L-NIL) beurteilt werden [s. Suppl. Abbildung 3: ,,Open field* -
MW und SEM der ,Centertime®“-, ,Cornertime*“-, ,Corridortime*“- und
,Gridchange*-Werte der drei Monate alten Tiere, Suppl. Abbildung 4: ,,Open field* -
MW und SEM der ,Centertime®“-, ,Cornertime*“-, , Corridortime*“- und
,Gridchange*“-Werte der zwolf Monate alten Tiere, Suppl. Tabelle 3: ,,Open field* -
MW und SEM der drei Monate alten Tiere, Suppl. Tabelle 4: ,,Open field“ - MW
und SEM der zwolf Monate alten Tiere]. Bis auf eine geringfiigige Erhohung der
allgemeinen motorischen Aktivitit (Parameter ,,Gridchange*) der Wildtyp (WT) und
APP/PS1-tg iNOS” Miuse zeigten sdmtliche andere Parameter (,,Centertime®,

,»Cornertime* und ,,Corridortime*) keinerlei signifikanten Unterschiede.

3.1.2 Radiales 8-Arm-Labyrinth

Als Arbeitsgedidchtnis-Fehler (WME:s, ,,working memory errors*) wurden sdmtliche
Wiedereintritte des Tieres in bereits in der selben Sitzung besuchten Arme des
Labyrinths gewertet, unabhingig davon, ob der Napf mit der Belohnung bestiickt
war oder nicht. Referenzgedichtnis-Fehler (RMEs, ,reference memory errors®)

waren als Eintritte in nicht-bestiickte Arme definiert.

Die Integrale (AUC, ,,area under the curve*) der Lernkurven (WME/d und RME/d)
der einzelnen Tiere im Alter von drei und zwolf Monaten wurden ermittelt, die
Gruppenmittelwerte und -standardfehler bestimmt und mittels ,,One-way analysis of
variance  (ANOVA)* sowie ,Newman-Keuls  Multiple Comparison Test*
[s. Suppl. Tabelle 5: Radiales 8-Arm-Labyrinth - ,,ANOVA* und ,,Newman-Keuls
Multiple Comparison Test* der WME-AUC-Werte der drei Monate alten Tiere -
Suppl. Tabelle 8: Radiales 8-Arm-Labyrinth - ,,ANOVA* und ,,Newman-Keuls
Multiple Comparison Test“ der RME-AUC-Werte der zwolf Monate alten Tiere]

hinsichtlich signifikanter Unterschiede untersucht.
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Die Ergebnisse der statistischen Analyse sind im Folgenden wiedergegeben
[s. Abbildung 3-1: Arbeitsgeddchtnis- und Referenzgedichtnisfehler (WME,
,working memory error und RME, ,reference memory error) drei und zwolf

Monate alter Tiere].
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Abbildung 3-1: Arbeitsgedéchtnis- und Referenzgedichtnisfehler (WME, ,,working memory error®
und RME, , reference memory error*) drei und zwolf Monate alter Tiere
Darstellung der Integrale (AUC, ,area under the curve®) der Mittelwerte der untersuchten
Gruppen [s. Suppl. Tabelle 5: Radiales 8-Arm-Labyrinth - ,,ANOVA®* und ,Newman-Keuls
Multiple Comparison Test” der WME-AUC-Werte der drei Monate alten Tiere - Suppl. Tabelle 8:
Radiales 8-Arm-Labyrinth - ,,ANOVA*“ und ,Newman-Keuls Multiple Comparison Test* der
RME-AUC-Werte der zwolf Monate alten Tiere] (¥ = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-
Wert < 0,001)

APP/PS1-transgene Tiere zeigten sowohl im Alter von drei, als auch zwolf Monaten
signifikant mehr Arbeits- und Referenzgedichtnisfehler sowohl als WT, als auch

APP/PS1-tg iNOS""” Miuse. Die mit L-NIL-behandelten, APP/PS1-tg Tiere zeigten
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gegeniiber den APP/PSl-transgenen eine zu beiden Zeitpunkten signifikant

geringere Referenzgedichtnisfehlerrate.
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3.2 Langzeitpotenzierung in vitro

Bereits 1989 berichtete Richard Morris von Beeintrachtigungen rdumlicher
Gedichtnisleistungen im Zusammenhang mit reduzierter Langzeitpotenzierung
(LTP, ,,log term potentiation*) [Morris, 1989]. Daher wurden die exitatorischen
postsynaptischen Feldpotentiale (fEPSP, ,.field excitatory postsynaptic potentials®)
der Tiere der drei Monate alten Gruppe nach Abschluss der verhaltensbiologischen
Untersuchungen (i.e. im Alter von ca. vier Monaten) mittels extrazelluldrer
Ableitung der postsynaptischen Feldpotentiale des Stratum radiatum der CAIl-

Region des Hippocampus ermittelt.

Die folgende Abbildung [Abbildung 3-2: Mittelwerte der prozentualen fEPSP-Werte
(Amplitude und Steigung) der untersuchten Gruppen nach LTP-Induktion] zeigt die
prozentuale Verdnderung der fEPSP der untersuchten Gruppen unmittelbar nach

LTP-Induktion ( a) Amplitude und b) Steigung 1 - 115 s nach Stimulation).
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Abbildung 3-2": Mittelwerte der prozentualen fEPSP-Werte (Amplitude und Steigung) der
untersuchten Gruppen nach LTP-Induktion
Darstellung der mittleren exzitatorischen postsynaptischen Feldpotentials (a) Amplitude und
b) Steigung) unmittelbar nach Stimulation fiir die untersuchten Gruppen

Fiir die Unterschiede in Amplitude und Steigung der untersuchten Gruppen 10
(,, Timepoint 1) und 60 Minuten (,,Timepoint 2*) nach LTP-Induktion wurden
Mittelwert und Standardfehler berechnet [s. Abbildung 3-3: Mittelwerte der
prozentualen fEPSP-Werte (Amplitude und Steigung) der untersuchten Gruppen bei

sowie Mittelwerte nach zehn Minuten und 60 Minuten nach LTP-Induktion].

! Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Thea Hammerschmidt
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Abbildung 3-3: Mittelwerte der prozentualen fEPSP-Werte (Amplitude und Steigung) der
untersuchten Gruppen bei sowie Mittelwerte nach zehn Minuten und 60 Minuten nach LTP-
Induktion
Prozentuale Steigerung der fEPSP der Amplituden ( a) ) und Steigungen (b)) der untersuchten
Gruppen 10 (,Timepoint 1°) und 60 Minuten (,,Timepoint 2“) nach LTP-Induktion
[s. Suppl. Tabelle 9: Langzeitpotenzierung - ,,ANOVA®, , Bartlett’s test for equal variances” und
»Turkey’s Multiple Comparison Test” der prozentualen Amplitudendnderung 10 Minuten nach
Induktion - Suppl. Tabelle 12: Langzeitpotenzierung - ,,ANOVA®, ,Bartlett’s test for equal
variances” und ,,Turkey’s Multiple Comparison Test“ der prozentualen Steigungsidnderung
60 Minuten nach Induktion] (* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-Wert < 0,001)

APP/PS1-transgene Tiere zeigten zu beiden Zeitpunkten signifikant reduzierte
Amplituden, verglichen mit WT und APP/PS1 iNOS™” Miusen. Beziiglich der
abgeleiteten Steigung konnte dieses Ergebnis bestitigt werden, zudem konnte
10 Minuten nach LTP-Induktion eine signifikant niedrigere abgeleitete Steigung
APP/PS1-transgener Tiere im Vergleich zu mit L-NIL-behandeten APP/PS1-

transgenen Miusen festgestellt werden.

3 Ergebnisse 48




3.3 Analyse der Mengen von AB und anderen Proteinen in

Ganzhirn-Homogenaten'

3.3.1 ,Enzyme-linked immunosorbent assay"

AB-Mengen SDS-geloster Proben APP/PSI1-transgener und APP/PSI-tg iNOS™
Tiere wurden mit Hilfe der humanen APj40- und APj4-,,Enzyme-linked
immunosorbent assays® (ELISAs) Kits (The Genetics Company, Schlieren,
Schweiz) quantifiziert [s. Abbildung 3-4: Absolute und relative ABi.40 und AB;.42-;
a)-b)und d) - e)].

Die Mengen fiir AB1-40 und AB1-42 der APP/PS1-tg iNOS"" Tiere wurden gegen
die Mengen der APP/PSl-trangenen Miuse normalisiert und gemeinsame
Mittelwerte fiir AB1-40 und AP1-42 (APnormaized) errechnet [s. Abbildung 3-4:
Absolute und relative ABj.40 und AB142-; a) -b) und d) - e)].

Die Werte der APP/PS1 iNOS""” Miuse fiir sowohl AB.4 und AB;4 wurden gegen
die ermittelten Mengen der APP/PS1-tg Tiere (= 1) normalisiert und dadurch das
gesamt-AB-Verhiltnis zwischen den zwei Gruppen zu beiden Zeitpunkten ermittelt

[s. Abbildung 3-4: Absolute und relative AB;.40 und ABi.42-; ¢) und f)].

! Freundlicherweise durchgefiihrt von Dr. Markus Kummer
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Alter der Tiere: drei Monate

a) APBi.40 absolute Menge b) ABi.42 absolute Menge c) Gesamt-AB-Verhaltnis
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Abbildung 3-4: Absolute und relative AB;.49 und AB;.4o-Mengen APP/PS1-transgener und APP/PS1-tg
iNOS“" Tiere im Alter von drei und zw61f Monaten
a) Normalisierte AB-Werte drei Monate alter Tiere
b) - ¢) Absolute AB;_40- und AB;.4-Mengen drei Monate alter Tiere
d) Normalisierte AR-Werte zwolf Monate alter Tiere
e) - f) Absolute AB;_40- und AB.4-Mengen zwolf Monate alter Tiere
[s. Suppl. Tabelle 13: AB-ELISA - ,,Student’s t-test“, MW und SEM der APP/PS1 und APP/PS1
iNOS“™ Tiere] (* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-Wert < 0,001)

Wihrend die AB-Level bei zwolf Monate alten APP/PS1-transgenen Tieren sowohl
fiir die relativen Werte, als auch fiir absolute AB;40- und AP;42-Mengen signifikant
hoher waren als die korrespondierenden Werte der APP/PS1-tg iNOS™ Tiere,
konnte zum Zeitpunkt von drei Monaten kein signfikanter Unterschied zwischen den

untersuchten Gruppen festgestellt werden.

3.3.2 ,Western blot"-Detektion

Amyloid B (AP), Amyloid-Vorlduferprotein (APP), c-terminale Fragmente
(CTF),Insulin-degradierendes Enzym (IDE), Neprilysin, Prisenilin 1 (PS1) sowie

Tubulin (zur Ladekontrolle) wurden mittels ,,Western blot* in Gehirn-Homogenaten
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drei und zwolf Monate alter APP/PS1-transgener und APP/PS1-tg iNOS™ Tiere
detektiert [s. Abbildung 3-5: ,,Western blot“-Detektion verschiedener Peptide und
Proteine aus Homogenaten APP/PS 1-transgener und APP/PS1-tg iNOS""” Tiere].
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Abbildung 3-5: ,,Western blot“-Detektion verschiedener Peptide und Proteine aus Homogenaten
APP/PS| -transgener und APP/PS1-tg iNOS""” Tiere
AP - Amyloid B, APP - Amyloid-Vorlduferprotein, CTF = c-terminale Fragmente, IDE - Insulin-
degradierendem Enzym, PS1AEY - Présenilin 1 [s. Tabelle 2-3: Verwendete Antikorper]

Quantifizierungen der Chemilumineszenz der Banden sind fiir die untersuchten
Tiergruppen in Abbildung 3-6 dargestellt. Lediglich die AP-Detektion der zwolf
Monate alten, jedoch nicht der drei Monate alten Tiere zeigte hierbei eine signifikant
geringere Menge in den iNOS™” APP/PS1-tg Tieren [Suppl. Tabelle 14: ,,Western
blot“-Detektion von AP aus Homogenaten von APP/PS1-trangenen und APP/PS1-tg
iNOS“" Tieren - ,,Paired two-tailed t-test“]. Die iibrigen Proteine waren zu keinem
der untersuchten Zeitpunkte in ihren Mengen signifikant untschiedlich zwischen den

beiden Gruppen.
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Alter der Tiere: drei Monate Alter der Tiere: zwolf Monate
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Abbildung 3-6: Quantifizierung der Banden aus Abbildung3-5: ,Western blot“-Detektion
verschiedener Peptide und Proteine aus Homogenaten APP/PS1-transgener und APP/PSI-tg
iNOS™" Tiere
AP - Amyloid B, APP - Amyloid-Vorlduferprotein, CTF = c-terminale Fragmente, IDE - Insulin-
degradierendem Enzym, Neprilysin, PS1 - Présenilin 1
relative Einheiten (APP/PS1-Werte = 1); (* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-Wert <
0,001)
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3.4 Histologische Charakterisierung

Gefrierschnitte zwolf Monate alter, APP/PS1-transgener sowie APP/PS1-tg iN 0s"”
Tiere wurden (immun-) histochemisch hinsichtlich méglicher Unterschiede in
unloslichen und 16slichen A-Leveln der mikroglialen Co-Lokalisation, dem

AusmalB der Astrogliose sowie des neuronalen Verlustes untersucht.

Hierzu wurden die Schnitte fiir die Auswertung der Thioflavin-S-, GFAP- sowie der
NeuN-Firbung bei fiinffacher VergroBerung am Olympus BX61 dokumentiert und
die Regionen von Interesse (ROI, ,,region of interest; Hippocampus und Cortex)
mit Hilfe der Analysesoftware cell®P (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH,

Miinster) analysiert.

3.4.1 ApB-Level in situ

Im Folgenden sind exemplarisch Aufnahmen von Hippocampi und Cortices sowohl
APP/PS1-transgener, als auch APP/PS1-tg iNOS"” Miuse dargestellt
[s. Abbildung 3-7: Thioflavin-S-gefirbte Hippocampi (Hc) und Cortices (Cx) zwolf
Monate alter Tiere (APP/PS1 und APP/PS1 iN oS ')) in situ].

Exemplarische Aufnahmen der Ap-Antikorperfirbung sind unterSowohl
histochemische = Fiarbungen  spezifisch  fiir  Idsliche und  unlosliche
Plaquekomponenten zeigten signifikant niedrigere Werte im Cortex sowie eine

signifikante Reduktion thioflavinpositiver Plaques im Hippocampus.

AP/ CDI11b Co-Lokalisation in situ zu finden.
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a) APP/PS1 - He APP/PS1 iNOS'" -

c) APP/PS1 - Cx APP/PS1 iNOS'" -

Abbildung 3-7: Thioflavin-S-gefirbte Hippocampi (Hc) und Cortices (Cx) zwolf Monate alter Tiere
(APP/PSI und APP/PS1 iNOS"") in situ
Siehe auch Suppl. Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Wahl der Regionen von Interesse
(RO, ,region of interest”; rote Linie) an Thioflavin-S-gefarbten Schnitten zwolf Monate alter
APP/PS1-transgener Tiere ( a) Hippocampus (Hc), b) Cortex (Cx)

Die folgende Abbildung 3-8 zeigt die Anzahl Thioflavin-positiver Plaques sowie die
Flichenanteile des Gesamt-AB in Hippocampi und Cortices der untersuchten

Gruppen.
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a) Thioflavin-S-Auswertung b) AB-Auswertung
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Abbildung 3-8: Unlosliche ( a) Thioflavin-S) und 16sliche (b) AB-Antikorper 2964) AB-Mengen
zwolf Monate alter Tiere (APP/PS1 und APP/PS1 iNOS™") in situ
Hc - Hippocampus; Cx - Cortex
[s. Suppl. Tabelle 15: (Immun)- histochemische Untersuchungen - ,,Student’s t-test, MW und
SEM der APP/PS1 und APP/PS1 iNOS""] (* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-Wert
<0,001)

Sowohl histochemische Fiédrbungen spezifisch fiir 16sliche und unlosliche
Plaquekomponenten zeigten signifikant niedrigere Werte im Cortex sowie eine

signifikante Reduktion thioflavinpositiver Plaques im Hippocampus.

3.4.2 ApB / CD11b Co-Lokalisation in situ

Zur Bestimmung des Deckungsgrades der AB-Plaques wurden die Gefrierschnitte
mit dem Ap-Antikorper 2964 sowie eines polyklonalen anti-CD11b Antikorpers
gefarbt.
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a) APP/PS1 - Hippocampus
AB-Detektion via AB-Antikdrper 2964,

sekundarer Antikdrper Texas Red®-
F(ab')

b) APP/PS1 - Hippocampus
Texas Red® F(ab'). (AR AK 2964) -

und Alexa Fluor® 488 F(ab'),
(CD11b)-Co-Detektion

c) APP/PS1 - Hippocampus

CD11b-Detektion, sekundarer
Antikdrper Alexa Fluor® 488 F(ab'),

Abbildung 3-9: Exemplarische Darstellung der Immunfluoreszenzen von A und CD11b eines zwolf
Monate alten APP/PS1-transgenen Tieres in situ
Siehe auch Suppl. Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Wahl der Regionen von Interesse
(RO, ,region of interest”; rote Linie) an Thioflavin-S-gefarbten Schnitten zwolf Monate alter
APP/PS1-transgener Tiere ( a) Hippocampus (Hc), b) Cortex (Cx))

Die quantitative Auswertung der AB-CD11b-co-gefirbten Priparate erfolgte aus drei

Bildern mit 20 x VergroBerung (kleiner Bildausschnitt) je Tier und Hirnregion.

Die entprechenden Werte fiir die untersuchten Gruppen zeigt die folgende Abbildung
[s. Abbildung 3-10: Co-Lokalisation von Mikroglia (CD11b) und AB-Plaques (AB-
Antikorper 2964) bei zwolf Monate alten Tiere (APP/PS1 und APP/PS1iNOS)].
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Abbildung 3-10: Co-Lokalisation von Mikroglia (CD11b) und AB-Plaques (AB-Antikorper 2964) bei
zwolf Monate alten Tiere (APP/PS1 und APP/PS1 iNOS‘"”)
[s. Suppl. Tabelle 16: Immunhistochemische Detektion von AR (AK 2964) und CDI11b -
~ANOVA®,  Bartlett’s test for equal variances und ,,Newman-Keuls Multiple Comparison Test*
der Hippocampi APP/PSl-tg und APP/PS1 iNOS”” Tiere und Suppl. Tabelle 17:
Immunhistochemische Detektion von AP (AK 2964) und CD11b - ,,ANOVA®, , Bartlett’s test for
equal variances* und ,,Newman-Keuls Multiple Comparison Test* der Cortices APP/PS1-tg und
APP/PS1 iNOS™" Tiere] (* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-Wert < 0,001)

3.4.3 Gliale und neuronale Immunreaktivitiat

Die folgende Abbildung zeigt die GFAP- und NeuN-positiven Fliachenanteile in
Hippocampi und Cortices der untersuchten Gruppen [s. Abbildung 3-11: Gliale
[ ) GFAP] und neuronale [ b) NeuN] Immunreaktivitidat zwolf Monate alter Tiere

(APP/PS1 und APP/PS1iNOS“") in situ).
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a) GFAP-Auswertung b) NeuN-Auswertung
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Abbildung 3-11: Gliale [ a) GFAP] und neuronale [ b) NeuN] Immunreaktivitidt zwolf Monate alter
Tiere (APP/PS1 und APP/PS1 iNOS™") in situ
Hc - Hippocampus; Cx - Cortex
[s. Suppl. Tabelle 15: (Immun)- histochemische Untersuchungen - ,,Student’s t-test, MW und
SEM der APP/PS1 und APP/PS1 iNOS™] (* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-Wert
<0,001)

NeuN-positiven Flachenanteile waren in APP/PS1-transgenen Tieren signifikant
reduziert, verglichen mit APP/PS1-tg iNOS“" Tieren, sowohl im Hippocampus, als

auch im Cortex.

3 Ergebnisse 58



3.5 Degradation des A

3.5.1 In vitro Phagozytose primarer Mikroglia

Zur Bestimmung potentieller Unterschiede in der phagozytotischen Aktivitdt iNOS-
kompetenter (WT) und iNOS-defizienter primérer Mikroglia (PMG) wurden diese in
schwarzen Zellkulturplatten ausgesdht und mit Fluorescein-gekoppeltem Af

inkubiert.

Die folgende Abbildung zeigt die relative Phagozytoseaktivitit der priméren
Mikroglia der untersuchten Gruppen iiber 1 - 24 h [s. Abbildung 3-12: Phagozytose

PMG normalisiert].
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Abbildung 3-12: Phagozytose PMG normalisiert
[s. Suppl. Tabelle 18: Phagozytose primirer Mikroglia aus WT und iNOS""” Tieren - ,,Paired two-
tailed t-test*] (* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-Wert < 0,001)

Eine Analyse der Wertepaare =zeigte keinerlei Signifikanz beziiglich der
festgestellten Unterschiede [s. Suppl. Tabelle 18: Phagozytose primédrer Mikroglia
aus WT und iNOS“" Tieren - ,,Paired two-tailed t-test*].

WT-PMG wurden zudem entweder 6 Stunden vor (AB) oder parallel zur FAM-
gekoppelten APj42 Zugabe (L-NIL, SNAP, Cytochalasin D) stimuliert
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[s. Abbildung 3-13: Phagozytose primédrer Mikroglia bei Zugabe verschiedener
Stimuli].
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Abbildung 3-13: Phagozytose primérer Mikroglia bei Zugabe verschiedener Stimuli
[s. Suppl. Tabelle 19: Phagozytose primdrer Mikroglia bei verschiedenen Stimuli - ,,ANOVA* und
»~Newman-Keuls Multiple Comparison Test”] (* = p-Wert < 0,05, ** = p-Wert < 0,01, *** = p-
Wert < 0,001)

Mit Ausnahme von Cytochalasin D (Inhibitor der Aktinpolymerisation,
Negativkontrolle) wurde die Phagozytose der PMG nicht beeinflusst..

3.5.2 Aktivitat AB-degradierender Enzyme in vitro

Da weder NO-Donoren noch AP die Phagozytose der PMG und somit die
AB-,,Clearance® signifikant beeinflussten, wurden die Aktivititen der Ap-
degradierenden Enzyme Neprilysin sowie des Insulin-degradierenden Enzyms (IDE)
wurden in Abwesenheit und in Anwesenheit ansteigender NO-Konzentrationen mit
Hilfe enzymspezifischer, fluorogener Peptidsubstrate (Bachem Distribution
Services,Weil am Rhein) im SpectraFluor Plus (Tecan Group Ltd., Minnedorf,

Schweiz) 60 Minuten lang dokumentiert.

1 3.5.2 Freundlicherweise durchgefiihrt von Dr. Markus Kummer
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Abbildung 3-14: Enzymaktivitit von Neprilysin und IDE unter NO
a) Relative Fluoreszenz des degradierten, fluorogenen Substrat-Peptids fiir Neprilysin
b) Relative Fluoreszenz des degradierten, fluorogenen Substrat-Peptids fiir IDE
¢) Relative Enzymaktivitit von Neprilysin (normalisiert)
d) Relative Enzymaktivitit von IDE(normalisiert)

Wihrend die Enzymaktivitit von IDE mit zunehmender SIN-1-Konzentration
konstant abnahm, zeigte sich, mit Ausnahme der hochsten SIN-1-Konzentration

(1 mM), keinerlei Modifikation in der Enzymaktivitdt von Neprilysin.
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3.6 Synaptosomale Modifikationen

3.6.1 Nitrierung und Nitrosylierung synaptosomaler Proteine

Nachdem ,,Western blot“-Untersuchungen der Nitrierungs- und Nitrosylierungs-
Level verschiedener synaptosomaler Proteine [s. Suppl. Tabelle 20:  Fiir
Immunprizipitationen synaptosomaler Proteine verwendete Antikorper] keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten, wurden Synaptosomen
der untersuchten Gruppen geblottet und nitrosylierte Proteine mit Hilfe eines anti-
SNO-Cystein Antikorper (Sigma Aldrich, Miinchen) detektiert [s. Abbildung 3-15:

Separation nitrosylierter Proteine zur massenspektrometrischen Untersuchung a)].

Die Gelelektrophorese von 350 ug Protein / Probe wurde mit anti-Nitrotyrosin-
sowie anti-SNO-Cystein-Antikdrper-Immunprizipitationen synaptosomaler Proteine
wiederholt, die Gele Coomassie-gefarbt [s. Abbildung 3-15: Separation nitrosylierter
Proteine zur massenspektrometrischen Untersuchung b)] und die Banden auf

korrespondierender Hohe zur Maldi-TOF-Analyse ausgeschnitten.
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Abbildung 3-15: Separation nitrosylierter Proteine zur massenspektrometrischen Untersuchung
a) ,,Western blot“ Detektion nitrosylierter, synaptosomaler Proteine (WT H. = Wildtyp
Gehirnhomogenat, WT S. = Wildtyp Synaptosomen, APP/PS1 H. = APP/PS1-tg
Gehirnhomogenat, APP/PS1 S. = APP/PS1-tg Synaptosomen)
b) Coomassie-gefarbte Immunprézipitationen mit anti-Nitrotyrosin- sowie anti-SNO-Cystein-
Antikorper
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a) b)
MALDI-TOF Spektrum der Bande aus Abbildung 3-15
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Abbildung 3-16: Identifikation nitrosylierten GRP 75 in Synaptosomen
a) Spektrum der Bande, identifiziert als GRP 75
b) SNO-Cystein-IP und GRP 75- Identifikation

Die Analyse der prominentesten, regulierten Bande bei ca. 70 kDa identifizierte als
eines der enthaltenen Proteine das Glukose-reguliertes Protein 75 (GRP 75)
[s. Abbildung 3-16: Identifikation nitrosylierten GRP 75 in Synaptosomen a)].
GRP 75 (auch: Mortalin, HSPA 9B) ist ein 75 kDa Protein und mitchondriales
Mitglied der Hitze-Schock Protein (Hsp) 70-Familie (daher auch: mtHsp70)[Kaul et
al., 1995]. GRP 75 interagiert u.a. mit Hsp60 sowie Frataxin, einem mitochondrialen
Protein der Eisen-Schwefel-Cluster und genetischer Faktor der Friedreich-Ataxie

[Shan et al., 2007; Wadhwa et al., 2005].

Anti-SNO-Cystein-Immunprizipitationen aus Gehirn-Homogenaten von WT,
APP/PS1-tg, APP/PS1-tg iNOS"” sowie L-NIL-behandelte APP/PS1-tg Tieren, die
mit dem detektiert wurden, zeigten u.a. auch erhohte Mengen nitrosylierten Proteins
auf Hohe der Bande von GRP75 in APP/PS1-tg Tieren [s. Abbildung 3-16:
Identifikation nitrosylierten GRP 75 in Synaptosomen b)].
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3.6.2 Aktivitat synaptosomaler Mitochondrien

Um den Einfluss der NO-abhéngigen Nitrierung und Nitrosylierung mitochondrialer
Proteine auf die Aktivitit synaptosomaler Mitochondrien (3.6.1 Nitrierung und
Nitrosylierung synaptosomaler Proteine) zu bestimmen, wurden in weiteren
Experimenten ebendiese Mitochondrien von Wildtyp-Tieren isoliert und mit dem
NO-Donor 3-Morpholino-Sydnonimin (SIN-1) und dem Oxidant Peroxynitrit
(ONOO) behandelt und ihr O,-Verbrauch ermittelt’ [s. Abbildung 3-17: O,-
Verbrauch synaptosomaler Mitochondrien ohne Stimulation sowie nach Exposition

gegeniiber 10 uM SIN-1 oder 10 uM ONOO].
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Abbildung 3-17: O,-Verbrauch synaptosomaler Mitochondrien ohne Stimulation sowie nach
Exposition gegeniiber 10 pM SIN-1 oder 10 uM ONOO
Endogen = Endogener O,-Verbrauch, danach sukzessive Zugabe von Digitonin (0,1 mg/ml),
Glutamat / Malat (10 mM /5 mM), ADP (2 mM), Succinat (10 mM), TMPD / Ascorbinsiure
(50 mM / 100 mM), Digitonin (0,1 mg/ml), ADP (2 mM)

Deskriptiv  ldsst sich feststellen, dass die Behandlung der synaptosomalen
Mitochondrien mit entweder SIN-1 oder ONOO zu einer Reduktion des O»-
Verbrauchs fiihrte.

! Freundlicherweise durchgefiihrt von Dr. Alexey Kudin
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4 Diskussion

4.1 NO-mediierte, iINOS-abhdngige Aspekte

neurodegenerativer Erkrankungen

Stickstoffmonoxid (NO), unter inflammatorischen Bedingungen durch die
induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS, ,,inducible nitric oxide synthase*)
u.a. im Gehirn produziert, besitzt auf Grund seines geringen Molekulargewichts und
seiner hydrophoben Eigenschaften die Fihigkeit, iiber mehrere Zellen hinweg zu
diffundieren (in einer Konzentration von bis zu 2,2 uM iiber 100 - 200 um hinweg)
[Malinski et al., 1993; Meulemans, 1994; Schuman und Madison, 1991; Shaw und
Vosper, 1977; zur Ubersicht: Ledo et al., 2004].

Miki et al., 1977 berichteten bereits frith, dass NO zur Aktivierung der loslichen
Guanylatcyclase (sGC, ,,soluble guanylate cyclase®) und somit zur Bildung von
zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP, ,,cyclic guanosine monophosphate*)
fiihrt. Bredt und Snyder, 1989 sowie Garthwaite et al, 1989 erbrachten den
Nachweis erhohter NO- und cGMP-Mengen, worauthin Moncada et al., 1991 den
L-Arginin-NO-,,pathway*, dessen Regulation sowohl NO-abhingig als auch -
unabhingig erfolgen kann [Baltrons et al., 2003; Sardon et al., 2004], formulierten.
Gibb und Garthwaite, 2001 zeigten, dass die sGC, hiufig auch synonym als NO-
Rezeptor bezeichnet, in Rattengehirnen exprimiert wird. Unter anderem auf Grund
der Einfliisse des Arginin-NO-,,pathways* auf die sukkzessive Aktivierung des
N-Methyl-D-Aspartat- (NMDA)-Rezeptors schlugen Thatcher er al., 2006 die
Behandlung von Alzheimer-Patienten mit sGC-Stimulatoren vor. Sowohl NO-
abhingige als auch NO-unabhingige sGC-Aktivatoren und -Stimulatoren stellen
durch ihre vasodilatorischen, antihypertensiven sowie antiinflammatorischen Effekte
einen wichtigen Therapieansatz in einer Vielzahl von Indikationen wie pulmonaler
Hypertonie,  Herzinsuffizienz,  Artheriosklerose, = Re-Stenose, = Thrombose,
Entziindung, erektiler  Dysfunktion, Leberzirrhose, Nierenfibrose  und

Nierenversagen dar [zur Ubersicht: Evgenov et al., 2006].

Die Konzentration des NO und seiner Derivate unter pathophysiologischen
Bedingungen wie der Alzheimer-Erkrankung (AD, ,,Alzheimer’s disease) ist so
hoch, dass sie ursidchlich in Zusammenhang mit neurotoxischen Effekten der AD

gebracht werden konnte [Akama er al., 1998]. Diese hohen NO-Mengen sind unter
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anderem auch mitverantwortlich fiir AD-charakteristische Proteinnitrierungen

[Butterfield et al., 2007; Nathan et al., 2005; Smith et al., 1997; Tohgi et al., 1999].

Dariiber hinaus kdnnten NO-induzierte Modifikationen synaptosomaler Proteine fiir
die im Alter von zwolf Monaten festgestellten neurodegenerativen Pathologien
ursichlich sein [Chung, 2006]: Die S-Nitrosylierung von Cys™® der NR2A-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors fiihrt zur Reduzierung dessen Aktivitit [Choi ef
al., 2000; Lipton et al., 2002]. Durch Blockierung des NMDA-Rezeptors u.a. durch
Memantin inhibiert die NMDA -abhéngige, intrazelluldare Aktivierung der neuronalen
Stickstoffmonoxidsynthase (nNOS, ,,neuronal nitric oxide synthase*) und macht die
pharmakologische Modulation der NMDA-Rezeptor-Aktivitit zu einem

vielversprechenden therapeutischen Ziel [Lipton, 2007].

Dariiber hinaus fiihrt die S-Nitrosylierung des Dynamin-dhnlichen Proteins 1 (Drpl1,
,dynamin-related protein*) zu Storungen der mitochondrialen Teilung [Reddy et al,
2010] und sekunddr zu neuronalem Zelltod [Cho er al, 2009; zur Ubersicht:
Nakamura und Lipton, 2010].

Die Modifikationen der mitochondrialen Aktivitdit haben zudem einen starken
Einfluss auf die synaptische Plastizitdt [Beal, 2000; Bender et al., 2006; Cassarino
und Bennett, 1999; Di Stasi et al, 1999; Fiala et al., 2007; Lipton et al., 1993;
Querfurth und LaFerla, 2010; Riederer et al., 2009; Sunico et al., 2005; Tatton und
Olanow, 1999; Uehara et al., 2006]. Unterstiitzt werden diese Effekte u.a. auch
durch AB-induzierte Reduzierung mitochondrialer Aktivitdt [Mungarro-Menchaca et
al., 2002; Reddy und Beal, 2008]. Wie Ahern et al., 2002 zeigten, scheint NO und
sein direkter Einfluss auf synaptosomale Ionenkanile via S-Nitrosylierung eine
fundamentale regulative Rolle bei der Konsolidierung der synaptischen Plastizitit

zuzukommen.

4.2 iNOS-Inhibitoren - Wirksamkeit und Sicherheit als
humanmedizinische Arzneimittel

L-N°®-(l-iminoethyl)-Lysin (L-NIL), ein L-Arginin-Derivat und kompetitives

Substrat fiir Stickstoffmonoxid-Synthasen (NOS, ,nitric oxide synthase) [zur

Ubersicht: Marletta, 1993], ist ein selektiver Inhibitor der iNOS [Moore et al.,

1994]. Die selektive Wirksamkeit von L-NIL gegeniiber humaner iNOS war im
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Vergleich zur Inhibition von nNOS und der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) um das 13- resp. 30-fache hoher [Moore et al., 1996]. Die L-NIL-
Vorstufe L—N6—(1—immoethy1)—Lysin 5-Tetrazolamid (SC51) wurde bereits als
inhalatives Arzneimittel an gesunden Probanden sowie Asthmapatienten getestet

[Hansel et al., 2003].

Derzeit sind zudem weitere iNOS-Inhibitoren wie Aminoguanidin [Corbett und
McDaniel, 1996] oder synthetische Komponenten wie GW274150 [Alderton et al.,
2005; Young et al., 2000] und SD-6010 [Berenbaum, 2010] in klinischen Priifungen
der Phasen I-IIl. Die Indikationen sind hier u.a. Asthma bronchiale
(Aminonoguanidin und GW 174150 [,,clinicaltrials.gov identifier NCT00159380,
NCT00273013]), chronisch obstruktive Lungenerkrankung (Aminoguanidin
[NCT00180635]), Endotoxidmie [Aminoguanidin; NCT00184990], Migrine
[GW174150; NCT00242866, NCTO00319137], Osteoarthritis  [SD-6010;
NCTO00565812] sowie rhematoider Arthritis (GW174150 [NCTO00370435,
NCT00379990]). Fir GW274150 konnten u.a. in einem murinen
Oxidopamine (6-OHDA)-Modell der Parkinson Erkrankung (PD, ,Parkinson’s

disease‘“) neuroprotektive Effekte nachgewiesen werden [Broom et al, ].

4.3 Reduzierung kognitiver Defizite

Zur Bestimmung kognitiver, rdumlicher Féhigkeiten , insbesondere im Kontext
neurodengenerativer Erkrankungen, werden vornehmlich zwei Systeme im murinen
Modell eingesetzt: Zum einen das Morris-Wasserlabyrinth (MWM, , Morris
watermaze® [Morris, 1984]), zum anderen das radiale 8-Arm-Labyrinth [Olton,
1987]. Beide Methoden bieten Beispiele rdumlicher Aufgaben, die sich jedoch
hinsichtlich verschiedener Aspekte wie zwanghafte Suche, die Anforderung priziser
Lokalisierung und nicht zuletzt hinsichtlich der Motivation der Tiere unterscheiden
[Hodges, 1996]. Wihrend das Morris-Wasserlabyrinth an schnelle allozentrische
Lernprozesse adaptiert ist , ermittelt das radiale 8-Arm-Labyrinth eher stabile
asymptotische Arbeits- und Referenzgedichtnisfehler [ebd.]. Unterschiedliche
Ergebnisse hinsichtlich der kurzfristigen Lernerfolgs (bei simultaner Verwendung
beider Methoden in verschiedenen Krankheitsmodellen [Bindu et al, 2005;
Enomoto ef al., 2008; Puolivali et al., 2002; Stewart et al., 1989] unterstreichen,
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dass angeblich dhnliche Aufgaben durchaus unterschiedliche Prozesse betrachten

konnen [Hodges, 1996].

Im Rahmen dieser Studie wurde zur Ermittlung sowohl der Arbeits- als auch der
Referenzgedichtnisleistungen daher das radiale 8-Arm-Labyrinth [modifiziert nach
Heneka, 2006] als Methode gewihlt. Bisherige Daten zeigen kognitive Defizite
Amyloid-Vorlduferprotein (APP, »amyloid precursor protein‘‘)/
Prisenilin 1(PS1)-trangener (APP/PS1tg) Méuse frithestens ab einem Alter von fiinf
bis sieben Monaten [Arendash et al., 2001; Gordon et al., 2001; Heneka et al., 2006;
Liu et al., 2002; Puolivali et al., 2002]. Puolivali et al. untersuchten zwar ebenfalls
eine Gruppe in einem Alter von drei bis vier Monaten mittels Morris-
Wasserlabyrinths, die APP/PS1-tg Tiere zeigten zu diesem Zeitpunkt jedoch keinen
Unterschied zu den Wildtyp-Tieren hinsichtlich der beiden Zielparameter.

Die hier ermittelten Gedidchtnisleistungen zeigen hingegen bereits Defizite
APP/PS1-trangener Tiere im Alter von drei Monaten. Diese manifestierten sich nicht
nur in einer signifikant hoheren Fehlerrate des rdaumlichen Arbeitsgedédchtnisses,
sondern auch in einer erhohten Referenzgedidchtnis-Fehlerrate. APP/PS1-tg iNOS-
defiziente (iNOS"”) Tiere hingegen zeigten zu diesem Zeitpunkt signifikante
Verbesserungen der kognitiven Leitungen. Dieser Effekt wurde bereits durch orale
Gabe von 8 mg/lL-NIL [Hampl et al, 2006; Law et al., 2001] vom zweiten
Lebensmonat an erreicht. Wenn auch in etwas geringerem Ausmal, so zeigen sich

bei diesen Tieren ebenfalls signifikante Verbesserungen des Referenzgedichtnisses.

Im Alter von zwolf Monaten konnten die bereits beschriebenen Defizite der
kognitiven Leistungen APP/PS1-tg Tiere bestitigt werden. Eine sechsmonatige
Behandlung der Tiere mit L-NIL (8 mg/l) respektive eine genetische Depletion der
iNOS fiihrten zu diesem Zeitpunkt zur vollstindigen Revertierung der Fehlerrate
sowohl der Arbeitsgedichtnis-, als auch der Referenzgedichtnisfehlerrate. Wihrend
die reine Transgenitit fiir PS1 allein nicht zu Defiziten hippocampaler Leistungen
fiihrt [Holcomb er al, 1999], filhren Janus und Westaway, 2001 die erhohte
Fehlerrate in doppeltransgenen APP/PS1-tg Tieren auf deren allgemein erhohte
Aktivitdt zuriick, welche zu einer hoheren Eintrittsanzahl fiihrt. Dass Holcomb er al.,
1999 auch in doppeltransgenen APP/PS1-Tieren lediglich qualitative, jedoch
statistisch nicht signifikante Unterschiede der Fehlerzahl im Morris-Wasserlabyrinth

zwischen den untersuchten einzel-, doppel- und nicht-transgenen Gruppen
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beobachteten, fithren Higgins und Jacobsen, 2003 auf das Alter (i.e. drei, sechs und

neun Monate) der untersuchten Tiere zuriick.

4.4 Protektion der Langzeitpotenzierung

Nalbantoglu et al, 1997 erbrachten erstmals den Nachweis reduzierter
Langzeitpotenzierung (LTP, ,,long term potentiation*), einhergehend mit kognitiven
Defiziten im MWM in Tieren, welche transgen fiir den humanen C-Terminus des

APP waren.

Nachdem erstmals von Moechars et al, 1999 die Uberexpression von APP als
ursidchlich fiir die elektrophysiologischen Defizite der Alzheimer-Erkrankung
identifiziert wurde, konnten in der Folgezeit Amyloid § (AB)-Oligomere, nicht
jedoch Monomere, als Inhibitoren der LTP identifiziert werden [Walsh et al., 2002;
Walsh et al., 2005; zur Ubersicht: Selkoe, 2008; Xia, 2010].

LTP-Messungen der drei Monate alten Tiere zeigten, dass sowohl die LTP der
APP/PS1-tg Tiere nach zehn Minuten sowie 60 Minuten nach Stimulation im
Vergleich zu nicht-transgenen Wurfgeschwistern signifikant reduziert war, aber
auch, dass diese Defizitie durch genetische und pharmakologische Inhibition der
INOS groftenteils revertiert werden konnten. Diese Ergebnisse stiitzen die
bisherigen Hypothesen, dass von iNOS hergeleitetes NO, ebenso wie verschiedene
Zytokine [Murray und Lynch, 1998; Tancredi et al, 1992], maB3geblich an den
frithen elektrophysiologischen Defiziten beteiligt ist [D'Ambrosio et al, 1998;
Hawkins, 1996; Hawkins et al., 1998; Mori et al., 2001]. Zudem bestitigen sie die
Ergebnisse von Wang et al, 2004, dass AB-abhidngige Inhibition der NMDA-
vermittelten LTP durch genetische und/oder pharmakologische Depletion
(Aminoguanidin sowie synthetischer iNOS-Inhibitor 1400W [Garvey et al, 1997])

von iNOS-generiertem NO verhindert werden kann.

4.5 NO-bedingte synaptosomale Modifikationen

Analysen synaptosomaler Proteinfraktionen dieser Tiere zeigten eine allgemein
erhohte NO-induzierte Modifikationsrate in APP/PS1-tg Tieren, sowohl verglichen

mit nicht-transgenen Wurfgeschwistern, als auch im Vergleich zu genetisch oder
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pharmakologisch iNOS-defizienten, APP/PS1-tg Tieren. Die
massenspektrometrischen Untersuchungen der isolierten Proteinbande bei ca.
70 kDa identifizierten das Glukose-regulierte Protein (GRP) 75 (= Mortalin), ein
mitochondriales Mitglied der Hitze-Schock-Protein (HSP) 70-Familie als eines der
enthaltenen Proteine. Erhohte Mengen nitrierten GRPs 75 konnten bereits in der
zerebrospinalen Fliissigkeit und neurofibrilldaren ,,Tangles*“ (NFT) von Alzheimer-
Patienten nachgewiesen werden [Smith et al., 1997; Tohgi et al, 1999]. Die
Identifizierung dieses synaptosomal-mitochondrialen Zielproteins im Rahmen dieser
Studie bietet jedoch dariiber hinaus eine vielversprechende Arbeitshypothese, warum
die Elektrophysiologie der APP/PS1-tg Tiere bereits zu einem Zeitpunkt
beeintrichtigt ist, zu dem keine signifikanten Unterschiede, weder in der AB-Menge,
noch in der Expression der AB-degradierenden Enzyme Neprilysin und dem Insulin-
degradierenden Enzym (IDE), nachzuweisen war [Benzing et al, 1999]. Auch
mittels ,,enzyme-linked immunosorbent assay* (ELISA) konnten keine signifikanten

Unterschiede, weder fiir AB;.40, noch fiir AB;.42, gezeigt werden.

Hingegen zeigten synaptosomale Mitochondrien aus vier Monate alten Wildtyp
(WT)-Tieren in einem explorativen Ansatz eine Reduzierung des Os-Verbrauchs
sowohl durch 3-Morpholino-Sydnonimin (SIN-1), einen NO-Donor, als auch durch
Peroxynitrit (ONOO).

4.6 AB-Reduktion und Pravention amyloider Ablagerungen

Zwar konnten bereits intrazellulire Akkumulationen von AB-Peptiden bei APP- und
PS1-trangenen Tiere fiir vor-Plaque-Zeitpunkte gezeigt werden [Wirths, 2001],
allerdings konnten die frithesten kognitiven Defizite bisher erst im Alter von etwa
sechs Monaten nachgewiesen werden [Arendash et al., 2001; Moran et al., 1995].
Abhingig von der Art des verwendeten Tiermodells (doppel-transgen fiir APP/PS1
oder ineinander gekreuzte Einzeltransgene fiir APP und PS1) konnten diese Defizite
zu diesem frithen Zeitpunkt entweder nur in geringerem Ausmal} und daher nicht
signifikant, oder aber gar nicht nachgewiesen werden. Demgegeniiber waren die
kognitiven Leistungen zu Zeitpunkten von wenigstens zwdlf Monaten in diesen

Modellen verglichen mit nicht-transgenen Wurfgeschwistern in jedem der
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verwendeten Modelle signifikant reduziert [Gordon et al, 2001; Puolivali et al.,

2002].

Wiihrend die Inhibition der iNOS im Alter von drei Monaten keine signifikanten
Anderungen der AP-Mengen zeigte, konnten konfirmatorisch sowohl mittels
,»Western blot“, als auch mittels ELISA eine signifikante Reduzierung der AB-Menge
(sowohl der Gesamtmenge, als auch der jeweiligen Menge APi.40 und AB;42) im
Alter von zwolf Monaten nachgewiesen werden. Zudem zeigten sowohl klassisch-
histochemische (Thioflavin-S) sowie immunfluoreszente (Antikdrper 2964)
Farbungen von Gefrierschnitten zwolf Monate alter Tiere eine signifikante

Reduktion der Plaques verglichen mit gleichaltrigen APP/PS1-tg.

Wihrend Colton et al. iNOS-depletionsbedingte AB-Reduzierungen in einem rein
APP-transgenen Tiermodell nicht bestidtigen konnten, sondern im Gegenteil von
Erhohungen der AB-Mengen der APP-tg iNOS-defizienten Tieren berichten [Colton
et al., 2006 Colton et al., 2008; Wilcock et al., 2008], bestitigen diese Ergebnisse
die von Nathan et al., 2005 mittels ELISA, ,,Western blot” und Immunhistochemie
nachgewiesenen AB-senkenden Effekte genetischer iNOS-Depletion in APP/PS1-tg
iNOS™" Tieren. Hingegen konnte die Senkung des sauren Gliafaserproteins (GFAP,
»glial fibrillary acidic protein®), welches insbesondere in Plaque-nahen Astrozyten
exprimiert wird [Mehlhorn er al, 2000], in APP/PSl-tg iNOS"” Tieren nicht
nachvollzogen werden. Im Gegensatz zur nicht signifikant unterschiedlichen
Immunreaktivitit war die Immunreaktivitit fiir ,,neuronal nuclei“ (NeuN) von

APP/PS1-tg iNOS™" Tieren im Vergleich mit APP/PS1-tg Tieren hoher.

Die Ursachen fiir die Reduzierung der AB-Menge in den iNOS-defizienten,
APP/PS1-transgenen Tieren war, basierend auf den ,,Western blot“-Daten, nicht in
der Menge der degradierenden Enzyme Neprilysin und IDE zu suchen, jedoch
zeigten in vitro-Messungen der enzymatischen Aktivitdt der beiden Enzyme eine
NO-konzentrationsabhingige Reduktion der IDE-Aktivitit. Cordes et al, 2009
konnten zeigen, dass S-Nitrosylierung von IDE durch NO-Donoren wie S-Nitroso-
N-Acetyl-D,L-Penicillamin (SNAP), Natrium Nitroprussid (SNP, ,,sodium
nitroprusside®) und (Z)-1-[N-3-aminopropyl]-N-(n-propyl)amino]diazen-
I-ium-1,2-dolat (PAPA-NONOat) sowie durch iNOS- produziertes NO zu einer bis
zu fiinfzigprozentigen Inhibition der AB-Degradation fiihrt. Die Autoren fiihren diese

auf eine Dissoziation von IDE vom Proteasom nach NO-Bindung und sukkzessiver
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Inhibition des Ubiquitin-,,pathways* zuriick, entsprechend dem Mechanismus nach

IDE-Insulin-Bindung [Bennett et al., 2000].

Die nun dargestellten Daten zur mikroglialer ,,Clearance* zeigen hingegen, dass die
Phagozytoserate iNOS” primirer Mikroglia (PMG) mit der von WT-PMG
vergleichbar ist. Auch konnte die Phagozytose von WT PMG weder durch Zugabe
verschiedener NO-(Derivat-)Donoren, noch durch fibrillires Af moduliert werden.
Auch zeigten Co-Farbungen fiir AP und CDIlb, einem mikroglialen
Oberflichenprotein [Akiyama und McGeer, 1990], keinerlei Unterschiede
hinsichtlich der Co-Lokalisation und somit hinsichtlich der mikroglialen Deckung
der Amyloidplaques. Obwohl die mikrogliale Aktivierung einen wichtigen Faktor
bei der Generation des NO im Rahmen der AD darstellt [Heneka et al., 2000a;
Heneka et al., 2000b; Heneka et al., 2000c; Heneka et al, 2001b], konnte eine
Modulation der phagozytotischen Aktivitit der Mikroglia durch NO und/oder A im

Rahmen dieser Studie in vitro und in situ damit nahezu ausgeschlossen werden.

Auch die AB-Prozessierung war in den APP/PS1-tg Tieren durch iNOS-Defizienz in
dieser Studie unbeeinflusst: Sowohl APP als auch c-terminale Fragmente (CTF)
zeigten weder in drei Monate, noch in zwolf Monate alten Tieren nennenswerte
Mengenunterschiede im ,,Western blot™. Die Mengen von APi.40, ABi42 (ELISA)
sowie des Gesamt-Af (,,Western blot”) waren zwischen den beiden untersuchten
drei Monate alten Tiergruppen ebenfalls annidhernd gleich, wohingegen sidmtliche
AB-Mengen in zwolf Monate alten APP/PS1-tg iNOS-defizienten Tieren signifikant

reduziert waren.

4.7 AbschlieBende Betrachtung und Ausblick

Bisher wurden iNOS-abhingige, NO-vermittelte Prozesse als sekundér durch Af-
Ablagerungen hervorgerufene Entziindungsreaktion dargestellt [Akama et al., 1998;
Forstermann und Kleinert, 1995; Hardy und Higgins, 1992; Heneka et al., 2000a;
Heneka und Feinstein, 2001; Heneka er al., 2000b; Heneka et al., 2000c; Heneka et
al., 2001b; Ishii et al., 2000; Lee et al., 1999; Minc-Golomb et al., 1996; Vodovotz
et al., 1996].

Auf Grund der hier gezeigten protektiven Effekte genetischer und
pharmakologischer iNOS-Inhibition auf kognitive Leistungen und LTP sowie auf
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Grund der Modulation der synaptosomalen Mitochondrienaktivitit durch NO-
Donoren und -Derivate zu einem Zeitpunkt, zu dem keinerlei Anderung in APj_4o-
und APi.42-Mengen vorliegt, muss eine ursdchliche Rolle von NO fiir die

Pathogenese der AD in Betracht gezogen werden.

Bemerkenswerterweise hielten zudem die Unterschiede in den Fehlerraten des
Arbeits- und Referenzgedichtnisses der drei Monate alten Tiere der vier Gruppen
zum Zeitpunkt von zwolf Monaten nicht nur an, sondern waren sogar fiir beide
Parameter signifikanter als die Unterschiede der beiden Parameter bei den jiingeren

Tiergruppen.

Die Reduzierung der AB-Mengen zum Zeitpunkt von zwolf Monaten in Gehirnen
iNOS-defizienter APP/PS1-tg Tiere, die bereits von Nathan et al, 2005 unter
Verwendung eines anderen APP/PS1-tg Tiermodell beschrieben wurde, konnte im
Rahmen dieser Studie sowohl mittels ,,Western blot* Detektion, als auch per ELISA
bestdtigt werden. Proteinmengen der bekannten Ap-degradierenden Enzyme
Neprilysin und dem IDE waren zu beiden Zeitpunkten (drei und zwdlf Monate)
nicht unterschiedlich zwischen iINOS-kompetenten und -defizienten APP/PS1-tg
Tieren. Jedoch zeigte die Enzymaktivitit von IDE, nicht jedoch von Neprilysin, in
vitro eine starke, NO-konzentrationsabhéingige Reduktion. Da dariiber hinaus weder
eine erhohte mikrogliale Deckung amyloider Plaques in Gefrierschnitten iNOS™"
APP/PS1-tg Tiere, noch eine Modifikation der Phagozytose von PMG durch iNOS-
Depletion, NO-, AB- oder ONOO-Stimulation nachgewiesen werden konnte, miissen
neben der reinen Degradationsrate des AP weitere Mechanismen zur Plaque-

Reduzierung in Betracht gezogen werden.

Die Tatsache, dass humanes AP im Gegensatz zur murinen Form an AS-Position 10
nitrierbares Tyrosin besitzt [ Yamada et al., 1987] und N-terminale Modifikationen
Einfluss auf die Aggregation von AP haben [He und Barrow, 1999; Schilling et al.,
2008], mag eine mogliche Erkldrung fiir die Abwesenheit von AB-Plaques sowohl in
Wildtyp-Méusen, als auch in Miusen, die murines APP iiberexprimieren [Jankowsky
et al., 2007], sein. Hingegen entwickeln Spezies, deren endogenes AP Tyrosin
enthilt, amyloide Plaques [Inestrosa et al., 2005]. Da fiir verschiedene Nitrierungen
des Tau-Proteins eine verstirkte Aggregation gezeigt wurde [Chen et al, 2004;
Martinez et al., 2009; Reyes et al., 2008; Reynolds et al., 2005; Zhang et al., 2005],

konnte die Nitrierung von AP zudem eine Erkldrung bieten, warum die Injektion
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kiinstlichen ABs im Gegensatz zu in vivo produziertem und post mortem isoliertem
AP keine Plaquebildung induziert [Eisele et al, 2009; Meyer-Luehmann et al.,
2006] und die Aggregationsraten murinen und humanen Afs in vitro in Abwesenheit
von NO keinerlei Unterschiede zeigten [Fung et al., 2004; Hilbich et al., 1991]. Der
jingst gelungene Nachweis nitrierten APs in Plaques sowohl APP-, als auch
APP/PS1-transgener Tiere sowie eine erhohte Aggregation nitrierten ABs [Kummer
et al., 2011] unterstiitzen die Annahme, dass die Depletion von iNOS und somit eine

Reduzierung des NO maBgeblich zur geringeren Plaquebildung beitrigt.

Auch wenn die von Nathan ef al., 2005 beschriebenen, AB-senkenden sowie die hier
beschriebenen kognitiv-protektiven Effekte der iNOS-Depletion in APP/PS1-
transgenen Méausen von Colton et al., 2006, Colton et al., 2008 sowie Wilcock et al.,
2008 in rein APP-transgenen Tiermodellen nicht bestitigt werden konnten, so sollte
die Wirksamkeit der pharmakologischen Inhibition der iNOS durch L-NIL vor dem
Hintergrund bereits durchgefiihrter Studien mit weiteren iNOS-Inhibitoren im
Rahmen einer klinischen Studie evaluiert werden, insbesondere da die Sicherheit
von L-NIL an gesunden Probanden sowie Asthmapatienten [Hansel et al, 2003]

bereits nachgewiesenen wurde.
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Anhang

I - Zusammensetzung von Puffern und Losungen

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, iiber Carl

Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe), Merck KGaA (Darmstadt) und Sigma Aldrich

(Miinchen) bezogen.

Rezeptur 1: aCSF* - Medium fiir die LTP-Messungen

(s. 2.6 Langzeitpotenzierung in vitro)

Finale Konzentration

NaCl 124 mM
KCI 4 mM
NaHQPO4 1 ,24 mM
MgSO, 1,3 mM
NaHCO3 26 mM
D-Glucose 10 mM
CaCl, 1 mM
* artifizielle cerebrospinale Flissigkeit

Rezeptur 2: Coomassie-Fiarbung - Anfdrbung von Proteinbanden fiir die Maldi-TOF-MS

(s. 2.7.4 Coomassie-Féarbung)

Fixierlosung Masse resp. Volumen Finale Konzentration
Ethanol reinst 500 ml 50 % (v/v)
Phosphorséaure 3 mi 3 % (V/v)
ddH,O ad 1000 ml

Farbelbsung*

Masse / Volumen

Finale Konzentration

*%

Ammoniumsulfat™ 1709 17 % (Wiv)
Phosphorsaure 3 ml 3 % (v/v)
Methanol reinst*** 340 ml 34 % (v/v)
ddH,O ad 1000 ml

Angaben zur Herstellung der Lésung zur Equilibrierung des Gels; zur Farbung der
Proteinbanden wurden 0,35 g/l Coomassie Brilliant-Blue G-250 zugegeben
Ammoniumsulfat in ca. 500 ml ddH,O I6sen, erst danach mit der Zugabe der
Phosphorsaure beginnen
Methanol unter konstantem Rihren zum Schluss zugeben
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Rezeptur 3: Homogenisations- & Gradientenpuffer - Proteinbiochemie

(s. 2.3.2 Isolation von Synaptosomen fiir proteinchemische Untersuchungen)

Masse resp. Volumen Finale Konzentration

NaF 0,02 ml (2 M) 5 mM
NaVOs* 2 mM
Pyrophosphate 0,11 g 5 mM
EDTA** 200  ul (500 mM) 1 mM
Tris Acetat 0,6 g 50 mM
PMSF*** 1 mM
PIC**** 1 : 500
Saccharose 10,00 % (w/iv) 0,32 M

31,25 % (wh) 1,0 M

43,75 % (wh) 1,4 M
ddH.O ad 100 ml

Natriumorthovanadat
**  Ethylendiamintetraacetat
***  Phenylmethylsulfonylfluorid
**** Protease-Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich, Minchen)

Rezeptur 4: Homogenisationspuffer - synaptosomale Mitochondrien
(s. 2.3.3 Isolation synaptosomaler Mitochondrien zur Aktivitidtsbestimmung)

Masse resp. Volumen

Finale Konzentration

HEPES* pH 7,4 0,4 m(1M) 4 mM
Saccharose 10,00 % (w/iv) 0,32 M

ddH.O ad 100 ml
pH ad 7,3

* 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Rezeptur 5: Lysispuffer (nicht-ionisch) - Proteinase K-Verdau" der Schwanzbiopsien

(s. 2.1.4.1 Isolation genomischer Desoxyribonukleinsiure (gDNA))

Masse resp. Volumen Finale Konzentration

KCI 1,25 ml (2 M) 50 mM
Tris HCI (pH 8,3) 0,5 ml(1M) 10 mM
MgCl, 0,125 ml (1 M) 25 mM
Gelatine 5 mg 0,1 mg/ml
NP-40 0,225 ml 0,45 %
Tween-20 0,225 ml 0,45 %
ddH,0 ad 50 ml
*  Nach Zubereitung steriffiltrieren (PorengréBe 0,2 um), Proteinase K (finale

Konzentration im Lysispuffer 10 mg/ml) erst unmittelbar vor Inkubation der

Schwanzbiopsien zugeben.
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Rezeptur 6: PBS'(T)"" - Trypsinisierung von Zellen in Kultur sowie fiir die Histologie

(s. 2.4.2 Isolation primérer Mikroglia & 2.5 Histologische Untersuchungen)

Masse resp. Volumen Finale Konzentration

NaCl 8 ¢ 8 g/l
KCl 0,2 ¢ 0,2 gl
Na,HPO, 1,44 g 1,44 g/l
KH,PO, 0,24 g 0,24 g/l
Triton® X-100 1 ml 0,1 %
ddH20 ad 1000 ml
pH ad 7,2

* phosphate buffered saline®, phosphatgepufferte Salzlésung
**Mit (PBST) oder ohne (PBS) 0,1 % Triton® X-100 (Sigma-Aldrich, Minchen)

Rezeptur 7: RIPA” Puffer - Lysis der Proben fiir die PAGE

(s. 2.7.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Masse resp. Volumen Finale Konzentration
NaCl 1,752 ¢ 150 mM
NP-40 2 ml 1 %
DOC 1 g 0,5 %
SDS 1 ml (20 %) 0,1 %
Tris Acetat (pH 8,0) 6,67 ml(1,5M) 25 mM
ddH20 ad 200 ml

*

sradio immunoprecipitation assay”, Réntgenimmunopréazipitations-Untersuchung

Rezeptur 8: Synaptosomenpuffer zur Isolation synaptosomeler Fraktionen

(s. 2.1.4.3 Agarose-Gelelektrophorese)

Finale Konzentration

NaF 5 mM
NaVa 2 mM
Pyrophosphat 5 mM
PMSF 1 mM
EDTA 1 mM
Tris Acetat (ad pH 8,0) 0,1 mM
Saccharose 0,32 M

PIC 1 : 500
ddH20 ad 100 ml

* Tris-Borat-EDTA Puffer

Rezeptur 9: TBE" - Laufpuffer und fliissige Phase des Agarose-Gels zur DN A-Separation

(s. 2.1.4.3 Agarose-Gelelektrophorese)

Masse resp. Volumen Finale Konzentration
Tris Base 10,89 50 mM
Borat 30,59 150 mM
EDTA 1,79 0,1 % (v/v)
ddH20 ad 1000 ml

* Tris-Borat-EDTA Puffer
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Rezeptur 10: TBS*(T)** - Waschen und Blocken der Blot-Membranen

(s.2.7.2 ,,Western blot*)

Masse resp. Volumen

Finale Konzentration

Tris HCI (pH 7,4) 50 ml (1 M) 50 mM
NaCl 30 ml (5 M) 150 mM
(Tween-20) 1 mi 0,1 % (v/v)
ddH20 ad 1000 ml

* ,Tris buffered saline”, Tris-gepufferte Salzlésung
**Mit (TBST) oder ohne (TBS) 0,1 % (v/v) Tween-20

Rezeptur 11: TG™ - “Western blot”-Transfer

(s.2.7.2 ,,Western blot*)

Masse resp. Volumen

Finale Konzentration

Tris Base 3,03g 25 mM
NaCl 14,419 192 mM
Methanol 200 ml 0,1 % (v/v)
ddH20 ad 1000 ml

* Tris-Glycin Puffer
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II - Supplementare Abbildungen

Open field

Zur

Quadrant 1|/Quadrant Z|Quadrant 3

Ope Quadrant 4| Quadrant 5| Quadrant 6

Quadrant 7| Quadrant 8| Quadrant 9

— |l

a) Aufnahme der ,Open field“-Box (60 cm x 60 cm)
sowie Overlay der Auswertezonen ,Korridor” (5 cm
entlang der Wand, ,Corridortime* als Parameter der
Angst der Tiere) und ,Center* (zentraler Bereich;
30cm x 30 cm, ,Centertime” als Parameter des
Explorationsverhaltens der
Aufnahme- und Analysesoftware EthoVision*

Tiere) mittels der

b) Overlay der Auswertezonen ,Corner 1 - ,Corner 4*
(Eckbereiche des ,,Open field*; 10 cm x 10 cm) zur
Ermittlung der ,Cornertime“ als Parameter der
Angst der Tiere.

C) Overlay der neun Quadranten (je 20 cm x 20 cm)
Ermittlung der
Aktivitat der Tiere.

allgemeinen motorischen

d) Projektion eines im Rahmen einer ,Open field"
Sitzung aufgenommenen Koordinatenverlaufs auf
ein zuvor aufgenommenes Bild der ,Open field”

Box.

Gelbe Linie: AussenmafBe des ,Open field”

Blaue Linien: Overlay der Zonen ,Korridor" und
,center”

Rote Linie: Projektion der Koordinaten eines
10 s Intervalls der entsprechenden
Sitzung

Suppl. Abbildung 1: ,,Open field* Untersuchung - Design und Auswerteparameter
*  Noldus Information Technology b.v., Wageningen, Die Niederlande
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a) Aufnahme des 8-Arm-Labyrinths

; 9
und des unabgedeckten Rohrs - P 7 e
(& 120 mm) mittels der : \ - | ;
Aufnahme- und Analysesoftware e 4 <
EthoVision* ' [0 / Y
i 7
- § Q —————
. ! » 3
‘(. ﬁ ‘-‘.\ \
7 4. NS
% o | -
; [ Y
4 .
é . ® J
b) Projektion eines im Rahmen : = = j.
einer  8-Arm-LabyrinthSitzung ‘ \ -
aufgenommenen : 2 2

Koordinatenverlaufs auf ein
zuvor aufgenommenes Bild des
8-Arm-Labyrinth.

Rote Linie: Projektion der Tier-
Koordinaten einer
Sitzung

\.\

\

Suppl. Abbildung 2: Radiales 8- Arm-Labyrinth - Design und Projektion der Tier-Koordinaten einer
Sitzung
*  Noldus Information Technology b.v., Wageningen, Die Niederlande
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[5] aunpiawion

[s] aunysayuan

[s] swniopriios

1 WT

Em APP/PS1

APP/PS1 iNOS (-/-)

= APP/PS1 L-NIL [8 mg/T]

,.Centertime“-, , Cornertime*-,

MW und SEM der

,Corridortime*- und ,,Gridchange“- Werte der drei Monate alten Tiere

,»Open field*

Suppl. Abbildung 3:
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[5] aunpiawion

[s] aunysayuan

[s] swniopriios

1 WT

Em APP/PS1

APP/PS1 iNOS (-/-)

= APP/PS1 L-NIL [8 mg/T]

,.Centertime“-, , Cornertime*-,

MW und SEM der

,Corridortime*- und ,,Gridchange“-Werte der zwolf Monate alten Tiere

,»Open field*

Suppl. Abbildung 4:

82
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a) APP/PS1 - He b) APP/PS1 - Cx

Suppl. Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Wahl der Regionen von Interesse (ROI, ,,region
of interest”; rote Linie) an Thioflavin-S-gefarbten Schnitten zwolf Monate alter APP/PS1-

transgener Tiere ( a) Hippocampus (Hc), b) Cortex (Cx)

a) AB SDS Blot b) IDE Blot C) Neprilysin Blot
1.004 y/ 1.004 y/ 7
: u:zs- fé : u:zs- % : g

B AFRIPE1
EF] AFPIFST INDS [-i-)

Suppl. Abbildung 6: Blotauswertungen der zwolf Monate alten Tiere
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III - Supplementire Tabellen

Suppl. Tabelle 1: Determination des durchschnittlichen Korpergewichts sowie des durchschnittlichen
Wasserverbrauchs der mit L-NIL zu behandelnden APP/PS1-tg-Miuse

Determination des Wasserverbrauchs

(2 Wasserverbrauch [ml pro Tag und Tier])

Kafig 1 Kafig 2

(n=4) (n=4)
Gewicht Wasserflasche 30. Marz 2006* 376,40 g 362,09 g
Gewicht Wasserflasche 31. Marz 2006* 356,24 g 342,16 g
A(Gewicht Wasserflasche)/d £ 5 min 20,16 g 19,93 g
A(Gewicht Wasserflasche)/d/Tier 5,049 4,989
Berechnung der individuell verabreichten L-NIL Konzentration
MW A(Gewicht Wasserflasche) pro Tag und Tier 5 g/d/Tier

(2 5 ml/d/Tier)

Gewicht pro Tier (MW; n = 8)

309

Konzentration L-NIL im Trinkwasser**:

8 mg/l

Konzentration L-NIL pro kg Kérpergewicht (KG)

1,3 mg/kg KG/d
5,1 uM/kg KG/d

** Hampl et al., 2006

* Wiegen der Flaschen jeweils zur selben Uhrzeit + 5 Minuten
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Suppl. Tabelle 2: PCR-Bedingungen zur Genotypisierung der verwendeten Genotypen

Genotyp: APP/PS1-Transgen Temp [*C] t [h:min:s] Laufe [n]
Amplifikationstarget: PrP-Region der Insertion | 95 3:00
AmplifikatsgréBe: 608 bp 95 1:00
65 1:00 35 x
sorward“-Primer (Primer Nr. 219 / 0oIMR1644)*: 72 1:00
5 — 3’: AAT AGA GAACGG CAG GAG CA 72 7:00
sreverse“-Primer (Primer Nr. 220 / oIMR1645)**: | 4 [Pause]
5" — 3: GCC ATG AGG GCA CTAATC AT z 2:06:00 It. Gerat™*
Genotyp: iNOS (+) Allel Temp [C] t [h:min:s] Laufe [n]
Amplifikationstarget: Wildtyp-Sequenz des 95 4:00
iNOS-E14/15-Locus 95 0:30
AmplifikatsgréBe: 108 bp 65 0:30 32 x
sorward“-Primer (Primer Nr. 323 / 0oIMR1216)*: 72 0:45
5" — 3 ACATGC AGA ATG AGT ACC GG 72 10:00
sreverse”-Primer (Primer Nr. 324 / oIMR1217)**; 4 [Pause]
5 — 3 : TCAACATCT CCT GGT GGAAC z 1:34:00 It. Gerat™*
Genotyp: iNOS (-) Allel Temp [*C] t [h:min:s] Laufe [n]
Amplifikationstarget: Disruptionsinsert-
Sequenz 95 4:00
am iNOS-E14/15-Locus 95 0:30
AmplifikatsgréBe: 275 bp 65 0:30 32 x
sforward“-Primer (Primer Nr. 323 / 0oIMR1216)*: 72 0:45
5 — 3: ACATGC AGA ATG AGT ACC GG 72 10:00
sreverse”“-Primer (Primer Nr. 324 / oIMR1217)**; 4 [Pause]
5" — 3’: AAT ATG CGAAGT GGACCT CG z 1:034:00 [t. Gerat™*

* Orientierung auf Template: 5° — 3’; oIMR - JAX® Mice Primer Nr.; 2,5 pl / 47 pl MM
* Orientierung auf Template: 3' — 5’; oIMR - JAX® Mice Primer Nr.; 2,5 pl / 47 pl MM

***  T1 Thermocycler (Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland)
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Suppl. Tabelle 3: ,,Open field“ - MW und SEM der drei Monate alten Tiere

Alter: WT APP/PS1-tg APP/PS1-tg APP/PS1-tg
drei Monate iNOS (-/-) L-NIL [8 mg/l]
(n=231) (n=16) (n=6) (n=9
MW SEM MW SEM MW SEM MW SEM
Centertime [s]
Tag 1 74,25 5,81 | 63,51 6,85 | 57,29 8,61 | 63,33 22,57
Tag 2 59,77 5,04 | 62,24 10,33 | 59,03 11,11 52,17 12,25
Tag 3 37,61 2,89 | 35,98 6,44 | 53,16 8,05| 19,16 5,81
MW Tag 1-3 57,21 3,65 | 53,91 5,82 | 56,49 5,04 | 44,89 11,52
Cornertime [s]
Tag 1 211,69 8,97 | 21494 8,43 | 229,25 9,50 | 239,12 12,76
Tag 2 23369 11,07 | 23565 15,71 | 24560 11,92 | 233,86 14,06
Tag 3 273,34 11,24 | 24060 16,83 | 236,36 20,94 | 246,51 20,13
MW Tag 1-3 239,57 8,93 | 230,39 10,67 | 237,07 10,26 | 239,83 12,37
Corridortime [s]
Tag 1 332,30 11,53 | 327,79 16,14 | 379,75 19,60 | 394,35 23,08
Tag 2 363,80 12,83 | 364,73 22,18 | 393,59 22,49 | 384,21 38,07
Tag 3 409,12 10,20 | 378,84 21,42 | 372,19 16,98 | 43466 31,85
MW Tag 1-3 368,41 9,78 | 357,12 14,62 | 381,84 15,44 | 404,40 27,37
Gridchange [n]
Tag 1 184,23 6,91 | 192,38 9,43 | 274,50 14,64 | 132,89 18,77
Tag 2 168,32 7,67 | 151,69 11,76 | 229,83 18,45 | 118,11 14,94
Tag 3 179,81 8,12 | 127,38 16,23 | 241,83 26,52 | 113,67 14,28
MW Tag 1-3 177,45 5,00 | 157,15 10,76 | 248,72 14,63 | 121,56 12,39
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Suppl. Tabelle 4: ,,Open field” - MW und SEM der zwolf Monate alten Tiere

Alter: WT APP/PS1-tg APP/PS1-tg APP/PS1-tg
zwolf Monate iNOS (-/-) L-NIL [8 mg/I]
(n=12) (n=9) (n=6) (n=12)
MW SEM MW SEM MW SEM MW SEM
Centertime [s]
Tag 1 65,32 8,34 | 56,39 8,84 | 4525 12,58 | 48,67 7,36
Tag 2 41,27 7,06 | 36,84 7,04 | 3557 12,40 | 39,06 6,64
Tag 3 41,51 8,42 | 39,08 6,67 | 50,64 13,94 | 36,17 2,13
MW Tag 1-3 49,37 6,29 | 4410 5,16 | 41,46 9,05 | 40,61 4,19
Cornertime [s]
Tag 1 198,67 13,22 | 255,33 24,26 | 24421 24,53 | 208,18 15,95
Tag 2 246,68 14,27 | 266,66 18,87 | 287,49 35,56 | 264,66 24,20
Tag 3 265,09 25,15 | 281,10 18,08 | 287,73 48,01 | 25855 13,15
MW Tag 1-3 236,81 10,97 | 267,70 13,85 | 273,14 32,01 | 243,80 14,42
Corridortime [s]
Tag 1 310,19 31,41 | 362,61 28,87 | 37748 26,47 | 313,42 26,76
Tag 2 350,94 30,76 | 389,04 30,30 | 41527 37,72 | 353,33 22,91
Tag 3 380,15 27,46 | 405,82 25,69 | 414,09 46,74 | 368,06 17,04
MW Tag 1-3 347,09 26,61 | 385,82 21,07 | 402,28 28,47 | 34494 18,05
Gridchange [n]
Tag 1 163,67 23,33 | 131,89 17,25 | 213,17 32,57 | 143,83 14,35
Tag 2 151,58 30,73 | 114,22 13,08 | 206,67 41,07 | 126,33 13,33
Tag 3 146,50 32,35 | 114,56 18,02 | 175,67 33,20 | 115,08 13,25
MW Tag 1-3 153,92 28,63 | 120,22 15,08 | 198,50 29,98 | 128,42 12,61
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Suppl. Tabelle 5: Radiales 8- Arm-Labyrinth - ,,ANOVA* und ,,Newman-Keuls Multiple Comparison
Test* der WME-AUC-Werte der drei Monate alten Tiere

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert 0,0001
p-Wert b
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 4
F-Wert 9,999
R2 0,5172
Gruppenwerte MW SEM
WT 3,11 0,41
APP/PS1 5,60 0,33
APP/PS1 iNOS (-/-) 2,50 0,75
APP/PS1 L-NIL [8mg/]] 4,89 0,42
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 43,94 3 14,65
Fehlervarianz 41,02 28 1,465
Gesamtvarianz 84,96 31
"Newman-Keuls Mw p-Wert 2 cammen
Multiple Comparison Test" Differenz q < 0,05? -fassung
APP/PS1 iNOS (-/-) vs APP/PS1 -3,1000 5,503 Ja b
ApEES oS (1) oo aw e
APP/PS1 iNOS (-/-) vs WT -0,6071 1,078 Nein ns
WT vs APP/PS1 -2,4930 6,513 Ja e
WT vs APP/PS1 L-NIL [8mg/l] -1,7820 4,531 Ja b
APP/PS1 L-NIL [8mg/I] vs APP/PS1 -0,7111 1,808 Nein ns
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Suppl. Tabelle 6: Radiales 8- Arm-Labyrinth - ,,ANOVA* und ,,Newman-Keuls Multiple Comparison
Test* der RME-AUC-Werte der drei Monate alten Tiere

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert < 0,0001
p-Wert i
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 4
F-Wert 30,14
Rz 0,7635
Gruppenwerte MW SEM
WT 3,11 0,41
APP/PSA 5,60 0,33
APP/PS1 iNOS (-/-) 2,50 0,75
APP/PS1 L-NIL [8mg/I] 4,89 0,42
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 145 3 48,32
Fehlervarianz 44,89 28 1,603
Gesamtvarianz 189,8 31
"Newman-Keuls Mw p-Wert 2 cammen
Multiple Comparison Test" Differenz q < 0,05? -fassung
APP/PS1 iNOS (-/-) vs APP/PS1 -5,2710 13,17 Ja e
R LR s e
APP/PS1 iNOS (-/-) vs WT -1,1190 1,899 Nein ns
WT vs APP/PS1 -4,1520 7,045 Ja e
WT vs APP/PS1 L-NIL [8mg/I] -1,2780 2,141 Nein ns
APP/PS1 L-NIL [8mg/I] vs APP/PS1 -2,8750 6,988 Ja e
Anhang 89




Suppl. Tabelle 7: Radiales 8- Arm-Labyrinth - ,,ANOVA* und ,,Newman-Keuls Multiple Comparison

Test* der WME-AUC-Werte der zwolf Monate alten Tiere

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert < 0,0001
p-Wert b
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 4
F-Wert 9,974
Rz 0,4681
Gruppenwerte MW SEM
WT 4,29 0,48
APP/PS1 9,06 1,06
APP/PS1 iNOS (-/-) 5,81 0,81
APP/PS1 L-NIL [8mg/]] 7,26 0,35
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 127,2 3 42,39
Fehlervarianz 1445 34 4,25
Gesamtvarianz 2717 37
"Newman-Keuls Mw p-Wert Zusammen
Multiple Comparison Test" Differenz q < 0,05? -fassung
APP/PS1 iNOS (-/-) vs APP/PS1 -4,7780 7,432 Ja e
APP/PS1 iNOS (-/-) vs
APP/PS1 L-NIL [8mg/]] -2,9740 4,887 Ja b
APP/PS1 iNOS (-/-) vs WT -1,5240 2,091 Nein ns
WT vs APP/PS1 -3,2540 4,235 Ja *
WT vs APP/PS1 L-NIL [8mg/l] -1,4500 1,96 Nein ns
APP/PS1 L-NIL [8mg/l] vs APP/PS1 -1,8040 2,753 Nein ns
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Suppl. Tabelle 8: Radiales 8- Arm-Labyrinth - ,,ANOVA* und ,,Newman-Keuls Multiple Comparison

Test*“ der RME-AUC-Werte der zwolf Monate alten Tiere

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert < 0,0001
p-Wert i
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 4
F-Wert 18,24
Rz 0,6168
Gruppenwerte MW SEM
WT 7,09 0,56
APP/PSA 10,40 0,60
APP/PS1 iNOS (-/-) 5,87 0,68
APP/PS1 L-NIL [8mg/I] 5,34 0,22
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 1411 3 47,03
Fehlervarianz 87,64 34 2,578
Gesamtvarianz 228,7 37
"Newman-Keuls Mw p-Wert 2 cammen
Multiple Comparison Test" Differenz q < 0,05? -fassung
APP/PS1 iNOS (-/-) vs APP/PS1 -5,0610 9,918 Ja e
R LR e e e
APP/PS1 iNOS (-/-) vs WT -0,5249 0,911 Nein ns
WT vs APP/PS1 -4,5360 7,581 Ja e
WT vs APP/PS1 L-NIL [8mg/I] -1,2200 2,15 Nein ns
APP/PS1 L-NIL [8mg/I] vs APP/PS1 -3,315 6,623 Ja e
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Suppl. Tabelle 9: Langzeitpotenzierung - ,, ANOVA®, ,Bartlett’s test for equal variances” und
»Turkey’s Multiple Comparison Test™ der prozentualen Amplitudenénderung 10 Minuten nach

Induktion

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert 0,0035
p-Wert *
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 4
F-Wert 5,280
R2 0,2738
,,Bartlett’s test for equal variances*
Bartlett’s Statistik (korrigiert) 5,629
p-Wert 0,1311
p-Wert Zusammenfassung ns
p-Wert < 0,05 Nein
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 27,510 3 9,169
Fehlervarianz 72,940 42 1,737
Gesamtvarianz 100,400 45
"Tukey’s Multiple Comparison Test" Dif'fvtle\a’enz q f -(‘)’YOeSr'; Zﬂiﬁﬁ."ﬁ;"
WT vs APP/PS1 66,40 5,357 Ja b
WT vs APP/PS1 iNOS (-/-) 19,20 1,457 Nein ns
WT vs APP/PS1 L-NIL [8 mg/I] 26,86 2,167 Nein ns
APP/PS1 vs APP/PS1 iNOS (-/-) -47,20 3,808 Ja *
APP/PS1 vs APP/PS1 L-NIL [8 mg/l] -39,54 3,421 Nein ns
Aon/bol it g_r)n\é?u 7662 0,6181 Nein ns
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Suppl. Tabelle 10: Langzeitpotenzierung - ,,ANOVA®, ,Bartlett’s test for equal variances” und
»Turkey’s Multiple Comparison Test™ der prozentualen Amplitudenénderung 60 Minuten nach

Induktion

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert 0,0049
p-Wert *
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 4
F-Wert 4,975
R2 0,2669
,,Bartlett’s test for equal variances*
Bartlett’s Statistik (korrigiert) 11,58
p-Wert 0,0090
p-Wert Zusammenfassung *
p-Wert < 0,05 Ja
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 44,680 3 14,890
Fehlervarianz 122,700 41 2,994
Gesamtvarianz 167,400 44
"Tukey’s Multiple Comparison Test" Dif'fvtle\a’enz q f -(‘)’YOeSr'; Zﬂiﬁﬁ."ﬁ;"
WT vs APP/PS1 69,00 4,240 Ja *
WT vs APP/PS1 iNOS (-/-) -9,600 0,5548 Nein ns
WT vs APP/PS1 L-NIL [8 mg/I] 12,08 0,7294 Nein ns
APP/PS1 vs APP/PS1 iNOS (-/-) -78,60 4,830 Ja b
APP/PS1 vs APP/PS1 L-NIL [8 mg/l] -56,92 3,675 Nein ns
s s v s iss Nen
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Suppl. Tabelle 11: Langzeitpotenzierung - ,,ANOVA®, ,Bartlett’s test for equal variances” und
»Turkey’s Multiple Comparison Test“ der prozentualen Steigungsdnderung 10 Minuten nach

Induktion

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert 0,0001
p-Wert b
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 4
F-Wert 8,759
R2 0,3906
,,Bartlett’s test for equal variances*
Bartlett’s Statistik (korrigiert) 11,08
p-Wert 0,0113
p-Wert Zusammenfassung *
p-Wert < 0,05 Ja
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 37.540 3 12.510
Fehlervarianz 58.570 41 1.429
Gesamtvarianz 96.110 44
"Tukey’s Multiple Comparison Test" Dif'fvtle\a’enz q f -(‘)’YOeSr'; Zﬂiﬁﬁ."ﬁ;"
WT vs APP/PS1 71,84 6,772 Ja b
WT vs APP/PS1 iNOS (-/-) 15,91 1,324 Nein ns
WT vs APP/PS1 L-NIL [8 mg/I] 27,51 2,356 Nein ns
APP/PS1 vs APP/PS1 iNOS (-/-) -55,93 4,964 Ja b
APP/PS1 vs APP/PS1 L-NIL [8 mg/l] -44,33 4,063 Ja *
Aon/bol it g'r)n‘;” 11,60  0,9447 Nein ns
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Suppl. Tabelle 12: Langzeitpotenzierung - ,,ANOVA®, ,Bartlett’s test for equal variances” und
»Turkey’s Multiple Comparison Test“ der prozentualen Steigungsdnderung 60 Minuten nach

Induktion

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert 0,0003
p-Wert b
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 4
F-Wert 7,758
R2 0,3678
,,Bartlett’s test for equal variances*
Bartlett’s Statistik (korrigiert) 0,3178
p-Wert 0,9567
p-Wert Zusammenfassung ns
p-Wert < 0,05 Nein
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 41.100 3 13.700
Fehlervarianz 70.630 40 1.766
Gesamtvarianz 111.700 43
"Tukey’s Multiple Comparison Test" Dif'fvtle\a’enz q f -(‘)’YOeSr'; Zﬂiﬁﬁ."ﬁ;"
WT vs APP/PS1 76,57 6,492 Ja
WT vs APP/PS1 iNOS (-/-) 20,14 1,508 Nein ns
WT vs APP/PS1 L-NIL [8 mg/I] 40,03 2,997 Nein ns
APP/PS1 vs APP/PS1 iNOS (-/-) -56,43 4,504 Ja *
APP/PS1 vs APP/PS1 L-NIL [8 mg/l] -36,54 2,917 Nein ns
TSNS (e g w0 tem
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Suppl. Tabelle 13: AB-ELISA - ,,Student’s t-test, MW und SEM der APP/PS1 und APP/PS1 iNOS""

Tiere
Alter drei Monate Alter zwélf Monate
APP/PS1 ITES/SP(%‘I Tost APP/PS1 ITES/SP(%‘I Tost
ABnorm 11 7 0,4735 10 8 0,0007
MW 1,000 1,016 1,000 0,5525
SEM 0,1672 0,1387 0,09586 4,76
AB1-40 8 4 0,4248 5 4 0,0339
MW 50,64 54,12 6,241 3,130
SEM 11,05 11,76 0,9818 0,4539
AB1-42 3 3 0,4333 5 4 0,0207
MW 643,0 608,3 3,989 2,407
SEM 167.,8 96,45 0,5138 0,2867

Suppl. Tabelle 14: ,,Western blot“-Detektion von AB aus Homogenaten von APP/PS1-trangenen und

APP/PS1-tg iNOS“" Tieren - ,,Paired two-tailed t-test*

"Paired two-tailed t-test"

p-Wert 0,0007
p-Wert Zusammenfassung i
p-Wert < 0,05 Ja
n pro Gruppe 4
t-Wert 6,309
FG 6
APP/PS1 n=4 MW: 1,0000 SEM: 0,05739
APP/PS1 iNOS"" n=4 MW: 0,5673 SEM: 0,03754
Quantifizierung der Unterschiede
MW der Unterschiede 0,4327
95%-Konfidenz Intervall 0,2649 0,6005
Rz 0,8690
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Suppl. Tabelle 15: (Immun)- histochemische Untersuchungen - ,,Student’s t-test, MW und SEM der
APP/PS1 und APP/PS1 iNOS®"” Tiere

Hippocampus Cortex
APP/PS1 l?zg/sl”(%‘l Tost APP/PS1 l?zg/sl”(%‘l Tost

Thioflavin (n) 53 77 0,0001 51 75 0,0001
MW 142,30 105,42 143,32 110,42
SEM 6,51 4,76 6,21 4,45
Abeta (n) 68 95 0,0786 82 116| < 0,0001
MW 6,92 5,88 7,44 5,14
SEM 0,17 0,29 0,21 0,25
GFAP (n) 23 34 0,4398 28 36 0,3963
MW 7,75 6,92 5,59 4,80
SEM 0,75 0,75 0,80 0,47
NeuN (n) 23 33| <0,0001 28 37| <0,0001
MW 8,98 14,35 6,28 11,57
SEM 0,52 0,57 0,43 0,66
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Suppl. Tabelle 16: Immunhistochemische Detektion von AB (AK 2964) und CD11b - ,,ANOVA®,
,Bartlett’s test for equal variances* und ,Newman-Keuls Multiple Comparison Test der
Hippocampi APP/PS1-tg und APP/PS1 iNOS"" Tiere

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert < 0,0001
p-Wert b
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 6
F-Wert 40,33
R2 0,8521
,,Bartlett’s test for equal variances*
Bartlett’s Statistik (korrigiert) 35,98
p-Wert < 0,0001
p-Wert Zusammenfassung b
p-Wert < 0,05 Ja
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 2729 5 54,59
Fehlervarianz 47,38 35 1,354
Gesamtvarianz 320,3 40
"Newman-Keuls Mw p-Wert  zisammen
Multiple Comparison Test" Differenz q < 0,05? -fassung
APP/PS1 iNOS (-/-) AB vs APP/PS1 AB -1,419 3,026 Ja *
APP/PS1 CD11b vs APP/PS1 iNOS (-/-) 01796 Nein ns
CD11b
APP/PS1 Colocalization vs APP/PS1 AB -6,532 13,11 Ja
fl\\ngS/P(S;) Agolocalization vs APP/PS1 5,113 11,51 Ja -
:AI\\IP(;S/P(S/1) CC|:)01I1ot<):alization vs APP/PS1 -0,4152 0,9346 Nein ns
él;l?gl;& Colocalization vs APP/PS1 -0,2356 Nein ns
NOS () Colocaizaton 0| 005764 = Nein s
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APP/PS1 iNOS (-/-) Colocalization

Vs

APP/PS1 AB -6,475 13,80 Ja o
QEE;E? ili\ll\(l)OSS(_/(_—)/;6)‘[3Colocalization Vs 5,056 12.29 Ja -
TSI 05 () Saecamin ¥ gy
QEE;E? éllsl?18b (-/-) Colocalization vs -0,1780 Nein s
APP/PS1 CD11b vs APP/PS1 AB -6,297 12,64 Ja
QEP/PS1 CD11b vs APP/PS1 iNOS (-/-) 4,878 10,98 Ja -
QEP/PS1 iNOS (-/-) CD11b vs APP/PS1 6,117 13,04 Ja -
APP/PS1 iNOS (-/-) CD11b vs APP/PS1 4,698 11,42 Ja -

iNOS (-/-) AB
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Suppl. Tabelle 17: Immunhistochemische Detektion von AB (AK 2964) und CD11b - ,,ANOVA®,
,Bartlett’s test for equal variances” und ,,Newman-Keuls Multiple Comparison Test™ der Cortices

APP/PS1-tg und APP/PS1 iNOS""” Tiere

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert < 0,0001
p-Wert Zusammenfassung i
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 6
F-Wert 47,49
R2 0,8684
,,Bartlett’s test for equal variances*
Bartlett’s Statistik (korrigiert) 39,74
p-Wert < 0,0001
p-Wert Zusammenfassung i
p-Wert < 0,05 Ja
ANOVA Tabelle 2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 269,9 5 53,98
Fehlervarianz 40,92 36 1,137
Gesamtvarianz 310,8 41
"Newman-Keuls Mw p-Wert  z,sammen
Multiple Comparison Test" Differenz q < 0,05? -fassung
APP/PS1 AB vs APP/PS1 iNOS (-/-) AB -2,299 5,646 Ja
él;l?gl;& CD11b vs APP/PS1 iNOS (-/-) -0,07900 Nein ns
APP/PS1 Colocalization vs APP/PS1 AB -6,551 15,05 Ja i
fl\\ngS/P(S;) Agolocalization vs APP/PS1 4,252 10,44 Ja ok
él;lzlz)& Colocalization vs APP/PS1 -0,2583 Nein ns
:Al\\ngS/P(S;) CC|:)01I1ot<):al|zat|on vs APP/PS1 -0,1793 Nein ns
ﬁgg;gg} Ai[lg\lOS (-/-) Colocalization vs 6,741 16.56 Ja
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APP/PS1 iNOS (-/-) Colocalization vs

APP/PS1 iINOS (-/-) AB agz 1L Ja
ﬁgg;gg} ég?1sb (-/-) Colocalization vs 10,4484 1.101 Nein ns
SRS e  wn
e
APPIPS1 INOS (1) ODIb VS APPIPST g7 155 Ia
APPIPST INOS (1) CDTIb VS APPIPST g7 1o,y Ia
APP/PS1 CD11b vs APP/PST AB 6,202 1446 Ja
APP/PS1 CD11b vs APPIPST INOS (1) sg0s  ga1g "

AB

Suppl. Tabelle 18: Phagozytose primirer Mikroglia aus WT und iNOS""” Tieren - ,,Paired two-tailed

t-test*

"Paired two-tailed t-test"

p-Wert 0,1657
p-Wert Zusammenfassung ns
p-Wert < 0,05 Nein
n Paare 6
t-Wert 1,622
FG 5
Quantifizierung der Unterschiede
MW der Unterschiede 0,5589
95%-Konfidenz Intervall -0,3269 1,445
R2 0,3448
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Suppl. Tabelle 19: Phagozytose primidrer Mikroglia bei verschiedenen Stimuli - ,,ANOVA* und
,Newman-Keuls Multiple Comparison Test*

"One-way analysis of variance (ANOVA)"

p-Wert < 0,0001
p-Wert i
p-Wert < 0,05 Ja
Anzahl Gruppen 5
F-Wert 54,56
Rz 0,9356
ANOVA Tabelle x2 FG Mw?2
Treatmentvarianz 16.710.000 4 4.177.000
Fehlervarianz 1.150.000 15 76.690
Gesamtvarianz 17.860.000 19
"Newman-Keuls Mw p-Wert 2 cammen
Multiple Comparison Test" Differenz q < 0,05? -fassung
Cyt. Dvs AB -2414 17,43 Ja b
Cyt. D vs Control -2305 16,64 Ja i
Cyt. D vs SNAP -2207 15,94 Ja e
Cyt. Dvs L-NIL -2177 15,72 Ja b
L-NIL vs A -237,5 1,715 Nein ns
L-NIL vs Control -128,0 Nein ns
L-NIL vs SNAP -30,50 Nein ns
SNAP vs AB -207,0 Nein ns
SNAP vs Control -97,50 Nein ns
Control vs A -109,5 Nein ns
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Suppl. Tabelle 20: Fiir Inmunprizipitationen synaptosomaler Proteine verwendete Antikorper

Zielprotein Wirtsspezies Cws Molekulargewicht Hersteller
Kaninchen ) Cayman
Arc polyklonal 1:500 25 kDa Chemicals
Kaninchen . Santa Cruz
CamKli polyklonal 1:200 52 kDa Biotechnology
Kaninchen . 42 kDa Santa Cruz
Erk2 (MAPK 1) polyklonal 1:200 (Erk1 ~44 kDa) Biotechnology
Kaninchen . 46/54 kDa Santa Cruz
JINK polyklonal 1:200 (zwei Isoformen) Biotechnology
NMDA-R1 Maus monoklonal | 1:1000 | 116 kDa Synaplic
' Systems
Kaninchen ) .
NMDA-R2A/B polyklonal 1:200 165/ 170 kDa Chemicon
Kaninchen .
NMDA-R3B polyklonal 1:400 115 kDa Abcam Inc.
PKC Maus monoklonal 1:1000 80-82 kDa Calbiochem
Kaninchen . Cell Signalling
PSD95 polyklonal 1:1000 95 kDa Technologies
Synaptobrevin 2 . i Synaptic
(VAMP 2) Maus monoklonal 1:10.000 | 18 kDa (11-13 kDa) Systems
BD
Synapsin | Maus IgG 1:25.000 | 80 kDa Transduction
Labs
Syntaxin Maus monoklonal 1:1000 | 35kDa Sigma-Aldrich
Synaptophysin | Maus monoklonal 1:350 38-48 kDa Chemicon
. Kaninchen ) . .
Synaptotagmin polyklonal 1:1000 65 kDa Sigma-Aldrich
; ) Santa Cruz
VAMP-1/2/3 Ziege polyklonal 1:200 18 kDa Biotechnology
Abcam Inc. (Cambridge, U.S.A.)
BD Transduction Labs (Heidelberg)
Calbiochem (via Merck KGaA, Darmstadt)
Cayman Chemical (Ann Arbor, U.S.A.)
Cell Signalling Technologies (Danvers, U.S.A.)
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Synaptic Systems (Géttingen)
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