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Zusammenfassung/Summary

1 Zusammenfassung/Summary

Pharmakologische Intervention der sauren Sphingomyelinase im Mausmodell der

Alzheimer-Erkrankung

Der Morbus Alzheimer ist eine bis dato unheilbare progressive Demenz-Erkrankung,
die mit charakteristischen neuropathologischen Verdnderungen einhergeht. Zu diesen
gehoren typischerweise die Akkumulation von B-Amyloid und die Ausprdgung von
neurofibrilliren Biindeln. Weiterhin lasst sich eine Aktivierung bzw. Modifizierung von
zahlreichen Entziindungsreaktionen beobachten. Inwiefern diese Reaktionen
neuroprotektiv bzw. neurodestruktiv wirken, ist jedoch unklar. Ein Enzym, welches im
Verdacht steht sowohl die p-Amyloid-Synthese als auch eine Vielzahl an
inflammatorischen Prozessen zu beeinflussen, ist die saure Sphingomyelinase (ASM).
Eine vermehrte Enzymtétigkeit sowie eine erhohte Konzentration des zugehorigen
Produktes Ceramid in Gehirnproben von Alzheimer-Patienten lassen auf eine
bedeutende Funktion der ASM hinsichtlich der Alzheimer-Pathogenese schlieflen.
Daher stellt sich die Frage, ob durch eine Hemmung der ASM die AP-Last und die
Ausprigung der Entziindungsreaktionen und somit letztendlich die Progression der
Erkrankung beeinflusst werden kann.

In TgCRNDS§-Alzheimer-Médusen wurde aufgrund dessen untersucht, wie sich eine
pharmakologische Hemmung der ASM durch Amitriptylin auf die Ap-Last, auf
verschiedene Entziindungsparameter sowie auf neuroprotektive/-trophe Faktoren
auswirkt.

Unter Verwendung der Immunhistochemie lie sich im Hippocampus der ASM-
defizitiren TgCRNDS8-Alzheimer-Miuse im Vergleich zum selben Areal der ASM-
ungehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Miuse eine signifikant geringere Iba-1 positive
Mikrogliaanzahl nachweisen. Mittels der quantitativen Echtzeit Reverse Transkriptase
Polymerasekettenreaktion wurde gezeigt, dass die Entziindungsparameter TNF-o, IL1-f
und CCL-2 in Gehirnproben der mit Amitriptylin behandelten Nagetiere signifikant
vermehrt exprimiert waren. Der antiinflammatorische Faktor IL-10 wies hingegen eine
signifikant geringere Transkriptionsrate auf. Der Spiegel von iNOS wurde durch die

Applikation von Amitriptylin nicht wesentlich beeinflusst. Weiterhin konnte durch
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Zusammenfassung/Summary

diese Methode eine signifikant erhohte Expression der neuroprotektiven/-trophen
Parameter BDNF, Arc und NMDA-R1 in Gehirnproben der ASM-gehemmten Tiere
gemessen werden, jedoch keine Verdnderung des IGF-1-Spiegels. Dariiber hinaus
wurde mittels eines ELISAs ein Riickgang der APB42-Last und der Ap42/AB40 Relation
in Plasmaproben und in Guanidin-Gehirnhomogenaten der mit Amitriptylin behandelten
Maiuse sichtbar.

Durch die ASM-Hemmung in TgCRNDS8-Méusen resultierten somit neben erhohten
Spiegeln von Entziindungsparametern ein teils signifikanter Riickgang der AB-Last und
gestiegene Konzentrationen von neuroprotektiven/-trophen Komponenten. Dies
rechtfertigt die Annahme einer potenziell positiven FEinflussnahme einer ASM-
Hemmung durch Amitriptylin auf die Alzheimer-Pathogenese. Allerdings
reprasentieren die erhobenen Daten lediglich die Situation in 6 Monate alten TgCRND8
Maiusen. Unklar ist somit, ob die angestiegenen Spiegel der Entziindungsfaktoren unter
ASM-Hemmung den Krankheitsprogress vorantreiben oder verzdgern, sodass

erginzende Forschungen in weiter fortgeschrittenen Krankheitsphasen nétig sind.
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Zusammenfassung/Summary

Pharmacological intervention of the acid sphingomyelinase in a mouse model of

the Alzheimer’s disease

Alzheimer's disease is an incurable and progressive dementia that is associated with
characteristic neuropathological alterations. Typically these changes comprise the
accumulation of B-amyloid and the forming of neurofibrillary bundles. Furthermore,
there is an activation or modification of several inflammatory reactions to be found.
Still it remains unclear whether these reactions are of neuroprotective or
neurodegenerative character. An enzyme that is suspected to influence the B-amyloid
synthesis as well as numerous inflammatory processes is the acid sphingomyelinase
(ASM). An increased enzyme activity and an elevated concentration of its product
ceramide in samples of Alzheimer brains both point out a prominent implication of the
ASM in the disease’s pathogenesis. This brings up the question whether the inhibition
of this particular enzyme might influence not only the AP load and the characteristics of
the inflammatory reactions but also the progression of the Alzheimer's disease at last.
Therefore, using TgCRNDS8 Alzheimer mice it was investigated how the AP burden,
miscellaneous parameters of inflammation as well as neuroprotective/-trophic factors
can be influenced by pharmacological inhibition of the ASM by amitriptyline.

Applying immunohistochemistry the hippocampus of the ASM-inhibited TgCRNDS
Alzheimer mice revealed a significantly lower count of Iba-1 positive microglia
compared to the same area of ASM-uninhibited TgCRNDS8 Alzheimer mice.
Quantitative real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction showed a
significantly higher expression of the inflammatory parameters TNF-a, IL1-B and CCL-
2 in brain samples of the rodents treated with amitriptyline. On the other hand, the anti-
inflammatory factor IL-10 presented a significantly lower transcription rate, while the
INOS level was not affected considerably by the application of amitriptyline.
Furthermore, this method demonstrated a significantly higher expression of the
neuroprotective/-trophic factors BDNF, Arc and NMDA-R1 in brain samples of the
ASM-inhibited animals, whereas there was no difference of the IGF-1 level. Moreover,
ELISA revealed a decline of the AP42 burden and also of the AB42/AB40 ratio in both
plasma specimen and guanidine-brain homogenates of the mice treated with

amitriptyline.
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Consequently, ASM-inhibition in TgCRNDS8 mice resulted in increased levels of
inflammatory parameters, a partly significant decrease of the AP burden as well as
raised concentrations of neuroprotective/-trophic factors. This justifies the assumption
that ASM-inhibition can influence the Alzheimer's pathogenesis in a potentially
positive way. However, the collected data represent the situation only in 6 months old
TgCRNDS mice. Therefore, it still remains uncertain whether the increased levels of the
inflammatory parameters in the ASM-inhibited rodents promote or delay the disease’s

progression so that additional research is needed in more advanced cases of this disease.
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2 Einleitung

2.1 Historie

1906 beschrieb der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer (1864-
1915) den klinischen und histologischen Befund einer bis dahin unbekannten Form der
Demenz. Er berichtete vom Krankheitsbild einer desorientierten Patientin namens
Auguste Deter, die unter einer zunehmenden Gedachtnisschwéiche und einer
ausgeprigten Aphasie litt. Die 51-Jéhrige plagten dariiber hinaus Verwirrtheitszustdnde,
Stimmungsschwankungen und akustische Halluzinationen (1), (2).

Post-Mortem zeigte sich anatomisch ein atrophisches Gehirn ohne makroskopisch
sichtbare Herde. Mithilfe der histologischen Silbermethode nach Bielschowsky stellte
Alzheimer eine Degeneration kortikaler Ganglienzellen und aufféllige neurofibrillédre
Biindel dar. Er beobachtete miliare Herde, die er als Einlagerungen einer eigenartigen
Substanz in die Hirnrinde begriindete (2). Spater wurden diese Einlagerungen als beta-
Amyloid (AB)-Plaques klassifiziert (1).

Anfang des 20. Jahrhunderts forschten neben Alzheimer auch Wissenschaftler wie
Bonfiglio, Perusini und Fischer am gleichen Krankheitsbild (3). Jedoch benannte Emil
Kraepelin in der 8. Auflage seines Werkes iiber die Psychiatrie diese Erscheinungsform
der Demenz nach seinem Schiiler Alois Alzheimer, sodass wir heute von der

Alzheimer-Krankheit sprechen (1).

2.2 Epidemiologie

In den letzten Jahrzehnten ist durch den steigenden Wohlstand, die verbesserten
Arbeitsbedingungen und die enormen medizinischen Entwicklungen die Lebenser-
wartung in den Industrienationen stetig gestiegen (4). Gegenwartig betrdgt das durch-
schnittliche Sterbealter eines 2011 geborenen Kindes weltweit 69 Jahre. Speziell in
Deutschland kann ein Neugeborenes mit 81 Lebensjahren rechnen (5). Ebenfalls ist die
absolute Zahl der iiber 65-Jahrigen von 1990 bis 2009 in Deutschland um 5 Millionen
gewachsen (6).

Mit diesem Trend steigt aber auch die Pridvalenz und Inzidenz altersbedingter

Krankheiten wie die der Demenz (7). Denn 97% aller Demenzleiden treten oberhalb des
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65. Lebensjahres auf, wobei sich mit dieser Grenze die Erkrankungswahrscheinlichkeit
alle 5 Jahre verdoppelt (4). Leiden aktuell in Deutschland ca. 1,3 Millionen Menschen
an einer Form der Demenz, werden es voraussichtlich 2050 2,6 Millionen sein.
Ursachlich ist in 2/3 der Félle der Morbus Alzheimer, welchen man bis dato nicht

kausal behandeln kann (4), (7).

2.3 Definition und klinischer Verlauf

Nach der internationalen Klassifikation der Krankheiten (ICD-10, Version 2012) ist die
Demenz als ein Syndrom definiert, welches meist auf einer chronischen oder
fortschreitenden Erkrankung des Gehirns basiert und sich durch zahlreiche kortikale
Storungen und Defizite dulert (8).

Je nachdem, welcher Atiologie die vorherrschende Demenz unterliegt, teilt man sie
verschiedenen Hauptgruppen zu. Die grofite dieser Gruppen ist die der Alzheimer-
Erkrankung (9).

Durch die langsam fortschreitenden neuronalen Degenerationen &uf3ert sich der Morbus
Alzheimer jedoch nicht sofort im Vollbild der Demenz. Erst wenn ein gewisses Stadium
der neuropathologischen Verdnderung -eintritt, kommt es zu dieser klinischen
Manifestation (10), (11), (12).

Im sogenannten priklinischen Stadium ist es somit kaum mdglich, die lediglich
dezenten Verschlechterungen des Gedéchtnisses, des Sprachverstindnisses oder der
Stimmungslage zu erkennen und zu deuten bzw. sie von einer physiologischen
Hirnalterung abzugrenzen (13), (14). Dem priklinischen Stadium folgt die Phase der
sogenannten leichten kognitiven Beeintrdchtigung. Zu diesem Zeitpunkt ist der Patient
noch im Stande, alltigliche Aktivititen und gewohnte Arbeiten zu verrichten - anders
als im anschlieBendem Stadium, dem der eigentlichen Alzheimer-Demenz (AD) (15).
Mit dieser einher geht eine starke Storung des Kurzzeitgeddchtnisses und der visuell-
rdumlichen Orientierung. Das Benennen von Gegenstidnden oder das Wiedererkennen
von Personen stellt den Betroffenen vor eine unldsbare Aufgabe. Exekutive Funktionen
wie das Bewiltigen von Problemen oder das Urteilsvermogen sind gehemmt. Die

Personlichkeit ist verdndert und der haufig apraxische Patient bedarf der stindigen Hilfe

(10), (15).
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Oftmals kommt es daraufhin durch Immobilisation, Mangelerndhrung oder Abwehr-

schwiche zum Tod (16).

--
-
-

Preclinical

Y

Cognitive
function

Dementia
\

\
\
\
i

Years
Abb. 1 Der typische Verlauf der Alzheimer-Erkrankung

Charakteristisch fiir den Morbus Alzheimer ist ein langsam progressiver Verlauf iiber Jahre hinweg. Er
beginnt mit einem préklinischen Stadium, in dem sich die Krankheit klinisch kaum nachweisen lésst, setzt
sich in das Stadium der leichten kognitiven Beeintrachtigung fort und miindet im Vollbild der Demenz.
MCI= mild cognitive impairment. (Sperling RA, Aisen PS, Beckett LA, Bennett DA, Craft S, Fagan AM,
Iwatsubo T, Jack CR, Jr., Kaye J, Montine TJ, Park DC, Reiman EM, Rowe CC, Siemers E, Stern Y, Yaffe
K, Carrillo MC, Thies B, Morrison-Bogorad M, Wagster MV, Phelps CH. Toward defining the preclinical
stages of Alzheimer's disease: Recommendations from the National Institute on Aging-Alzheimer's
Association workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease. Alzheimer's and Dementia,
The Alzheimer's Association, 2011, 7,280-292).

Zum jetzigen Zeitpunkt existiert keine kurative Therapie einer Alzheimer-Erkrankung.
Allerdings konnen medikamentdse Therapien und supportive Behandlungsverfahren

Symptome mildern und die Lebensqualitét verbessern (17).

2.4 Risikofaktoren

Hinsichtlich seines Auspragungsmusters ldsst sich der Morbus Alzheimer in die
sporadische und die familidre Form einteilen. Letztere wird durch Gendefekte bedingt,
die eine Uberproduktion von AB40 und/oder AB42 zur Folge haben (18). Beispielsweise
fiihrt eine Mutation im Amyloid-Precursor-Protein (APP)-Gen oder eine Duplikation
dieses Genes, wie es bei der Trisomie 21 vorliegt, zu einem Anstieg von AB-Peptiden.
Haufiger finden sich jedoch Genmutationen in Prasenilin 1 bzw. 2. Dies fiihrt zu einer
Uberproduktion des hydrophoben und somit schnell aggregierenden AB42 (18), (19).
All diese Genmalformationen resultieren in einer frithzeitigen Akkumulation von A

und infolgedessen in einem Erkrankungsalter unter 65 Jahren (18), (19).
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Die meisten Félle der Alzheimer-Erkrankung lassen sich allerdings der spéter
auftretenden sporadischen Variante zuordnen. Pridispositionierender Faktor dieser ist
das Allel €4 des Apolipoproteins E. Dieses Allel ist ebenfalls in der spét beginnenden
familidren AD iiberproportional vertreten (20), (21), (22).

Neben den genetischen Komponenten sind als Risikofaktoren einer Alzheimer-
Erkrankung das hohe Alter oder das weibliche Geschlecht bekannt. Ebenso beglinstigen
Rauchen, ein niedriger Bildungsstand, erhohte Cholesterinspiegel oder Diabetes
mellitus die Pathogenese (23), (24), (25). Desweiteren gibt es Hinweise darauf, dass
eine systemische oder lokal begrenzte Inflammation auch auferhalb des ZNS eine

Alzheimer-Erkrankung begiinstigen kann (26).

2.5 Pathogenetische Merkmale

Die Alzheimer-Erkrankung charakterisiert sich durch einen langsam progressiven
Verlauf, der mit typischen neuropathologischen Verdnderungen korreliert.
Klassischerweise lassen sich histologisch extrazelluldre p-Amyloid-Plaques und
intrazelluldre neurofibrillére Biindel nachweisen (27). Desweiteren kann man neuronale

Degenerationen, amyloide Angiopathien und Entziindungsreaktionen erfassen (28).

2.5.1 B-Amyloid

2.5.1.1 Formationen des B-Amyloids

B-Amyloid ist ein Peptid, welches aus dem Vorlduferprotein APP abgespalten wird und
je nach Aufbauprozess eine Linge von 36-43 Aminosduren aufweisen kann (28). Es ist
in der Lage, sich zu =zahlreichen Formen zusammen zu lagern. So entstehen
koexistierende AB-Pools von Monomeren, liber 16sliche Oligomere bis hin zu fibrilldren
Plaques aus B-Faltblatt-geformtem Amyloid (28), (29).

Typisch fiir den Morbus Alzheimer sind extrazelluldre neuritische Plaques. Diese
werden hauptséchlich durch filamentdse AP40- und AP42-Peptidansammlungen
gebildet. Unmittelbar anliegend und im Kern der Ansammlung selbst befinden sich
dystrophe Neurite mit modifizierten intrazelluldren Strukturen. Die Plaques interagieren

mit Mikrogliazellen und Astrozyten (18), (30).
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Neben diesen neuritischen Plaques existieren amorph aussehende, nicht-fibrilldre
Liasionen. Diese sogenannten diffusen Plaques sind groftenteils aus AP42 aufgebaut
und sind weder mit neuritischen Degenerationen noch mit aktivierten Mikrogliazellen

assoziiert. Moglicherweise stellen sie eine unreife Form der neuritischen Plaques dar

(18), (31).

Abb. 2 Nachweis von Ap-Ansammlungen (braun) in einem immunhistochemisch priparierten Gehirnschnitt
einer T¢CRNDS8-Alzheimer-Maus

Verwendet wurde ein monoklonaler Maus Antikdrper gegen Human Beta Amyloid (Dako). (Das Foto
stammt aus eigener Herstellung).

Eine signifikante Rolle im Krankheitsprozess wird jedoch hauptsédchlich den 16slichen
Oligomeren zugeschrieben. Zahlreiche Studien zeigen, dass v.a. dieser Pool von AP mit
neuronalen Schidden und kognitiven Defiziten korreliert (19), (32), (33), (34),
wohingegen die Rate der Plaques wenig mit den klinischen Symptomen gekoppelt ist
(19). Allerdings konnten die Plaques der Alzheimer—Erkrankung ein Reservoir fiir
Oligomere darstellen (18).

Auch in Arteriolen und Venolen des Gehirns eines Alzheimer-Patienten findet man
Amyloid-Ansammlungen. Hier liegen filamentose AP40-Peptide in der Basalmembran

der GefiBe (18).

2.5.1.2 Pathogenese und Pathophysiologie des B-Amyloids
Die APB-Peptide resultieren aus dem Amyloid-Precursor-Protein (APP), einem auf
Chromosom 21 kodierten Transmembranprotein Typ 1, welches in neuronalen sowie

auch anderen Zellen vorkommt (19). Es besteht aus einem langen extrazelluldren Teil,
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einem helikalen transmembrandsen Bereich und einer kurzen intrazelluliren Doméne
(27). Dieses APP kann auf zwei Arten prozessiert werden, u.a. moglicherweise
abhédngig vom Vorliegen des APP innerhalb oder auBlerhalb von Lipid Rafts (25).

e Im nicht-amyloiden Weg schneidet die a-Sekretase APP im Bereich der Ap-
Domaine. Es bildet sich sAPPa und ein C-terminales C83-Fragment, welches
durch die y-Sekretase in p3 und AICD gespalten wird. Es entsteht kein AB (19),
(28).

e Im amyloiden Weg wird der extrazelluldre Anteil des Vorlduferproteins durch
die B-Sekretase BACE 1 abgetrennt und sAPPf freigesetzt (19), (28). Der
verbleibende transmembrandse Anteil, auch CTFB oder C99 genannt, bindet an
den y-Sekretase-Komplex, welcher aus Prisenilin 1 oder 2, APH1, PEN2 und
Nicastrin besteht (19), (28). Der Komplex spaltet CTFB im Bereich der
Lipidmembran und erzeugt AP sowie AICD. Abhéngig davon, nach welcher

Aminosdure die y-Sekretase schneidet, entstechen unterschiedlich lange Ap-

Peptide (19).
— N-terminus —
sAPP« APP
sAPPf
a-Secretase| | p-Secretase
cleavage cleavage
—— —— =
y-Secretase
P3 I y-Secretase cleavage Ap
cleavage e ——
- ransmembrane
[I H c83 R c99
C-terminus |:|
Non-amyloidogenic Amyloidogenic
APP processing APP processing

Abb. 3 Sekretase-abhiingige Prozessierung des APP

Abhingig von der Sekretase wird das APP innerhalb oder auflerhalb der amyloidbildenen Sequenz
geschnitten. So fithrt nur die kombinierte Verarbeitung durch die - und y-Sekretase zum AB-Produkt.
(Crouch PJ, Harding SME, White AR, Camakaris J, Bush Al, Masters CL. Mechanisms of A8 mediated
neurodegeneration in Alheimer’s disease. The International Journal of Biochemistry and Cell Biology,
2008. 40, 2, 181-198).

19



Einleitung

Die Produktion von AB-Monomeren ist ein physiologischer Prozess (35). Entwickelt
sich jedoch eine Dysbalance zwischen Auf- und Abbau der AB-Peptide, kann dies zur
Akkumulation von AP und so moglicherweise zur Alzheimer-Erkrankung fiihren (28).
Dementsprechend lésst sich - v.a. bei der familidren Alzheimer-Form - ein verschobenes
APB42/AB40-Peptidverhiltnis zu Gunsten der leichter aggregierenden AP42-Monomere
beobachten (19), (28). Die AB-Monomere lagern sich zu Oligomeren zusammen und
bilden dariiber hinaus fibrillire Amyloid-Plaques, die von Entziindungsreaktionen und
neuritischer Dystrophie begleitet werden (19).

Die entstandenen AB-Peptide begiinstigen, hauptséchlich in ihrer Oligomerenform, iiber
komplexe Prozesse eine Reihe von Verdnderungen. Beispielsweise interagieren sie an
prasynaptischen a-7 Nicotin-Acetylcholin-Rezeptoren und hemmen die Acetylcholin-
Freisetzung (28), (36). Auch modifizieren sie das synaptische Profil, indem sie die
Endozytose von NMDA- und AMPA-Rezeptoren erleichtern (28). Ferner ldsst sich
experimentell in Zellen durch AP42-Oligomer-Exposition ein Defizit des fiir
Gedichtnisleistungen wichtigen Neurotrophins BDNF's bzw. dessen Transkripts
erzeugen (28), (37). Intrazellulér richtet AP Schaden an, indem es reaktive Sauerstoff-
und Stickstoffverbindungen generiert. Dies fiihrt zu Ionenungleichgewichten,
eingeschrinktem Glukosetransport und indirekt zu einer Phosphorylierung und
Aggregation von Tau (28). Dariiber hinaus attackiert AP wichtige Enzyme in den
Mitochondrien, infolgedessen die Energieproduktion, der Sauerstoffmetabolismus und
das Membranpotenzial der Mitochondrien. verdandert werden (28).

Letztendlich endet diese Kaskade in einer zunehmenden neuronaler Dysfunktion, dem

Absterben zahlreicher Zellen und in einer progressiven klinischen Symptomatik (19).

2.5.2 Neurofibrilldre Biindel

Ein weiteres Kennzeichen der Alzheimer-Erkrankung ist die Anhdufung neurofibrillérer
Biindel im Zellsoma und neuropiler Fiden in distalen Anteilen der Dendriten (11), (38).
Diese pathologischen Verdnderungen lassen sich nach ihrer Ausbreitung in sechs
Stadien einteilen, die mit der klinischen Symptomatik korrelieren (11), (39) Sie
beginnen in der transentorhinalen Area, setzen sich in limbische Regionen fort und

erreichen schlieBlich den Isocortex (39). Hauptkomponente dieser neurofibrilldren
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Biindel und neuropilen Féden sind atypisch phosphorylierte Tau-Proteine, welche zu
gepaarten helikalen oder geradlinigen Filamenten aggregieren (28), (38).

In seiner physiologischen 16slichen Form ist Tau fiir die Stabilisierung der Mikrotubuli
und fiir den Vesikeltransport verantwortlich. Diesen Aufgaben kann das unldsliche
hyperphosphorylierte Tau nicht mehr nachgehen. Es kommt zum Zerfall des
Zytoskeletts und somit auch zur Einschrinkung des axonalen Transports (28).
Urséchlich fiir die Aggregation und Phosphorylierung von Tau konnte laut zahlreichen
Studien AP sein (28), (40), (41). Z.B. kann durch Ap-induzierte Produktion von
reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen oder AB-vermittelter Dysregulation
der Zyklin-abhédngigen Kinase CdKS5 eine Phosphorylierung des Taus resultieren (18),
(28), (42). Wiederum ist das entstandene Tau wahrscheinlich relevant, um Ap-
induzierte Schidden zu vermitteln wie z.B. die Verminderung der synaptischen

Plastizitdt und somit von Langzeitpotenzierung (LTP) im Hippocampus (43).

2.6 Morbus Alzheimer und das Immunsystem

Gewebsschidigende Prozesse und Faktoren wie Infektionen, Verletzungen oder Stress
flihren im menschlichen Organismus zu einer Aktivierung komplexer Abwehr-
mechanismen. So werden {iber bestimmte Stimuli zahlreiche interagierende Reaktionen
unseres angeborenen und erworbenen Immunsystems induziert, um den Korper zu
verteidigen (16), (44).

In der Alzheimer-Erkrankung fungieren als derartige Stimuli beispielsweise AP,
neurofibrilldre Biindel, Faktoren des Immunsystems selbst und spéter auch geschédigte
Neurone (31), (45), (46), (47). Primir wirken die angestoBenen Immunreaktionen
neuroprotektiv, indem sie beispielsweise die AP-Last minimieren und somit den
Krankheitsverlauf verzogern sollen (48). In diesem Sinne erlauben Chemokine wie das
CCL-2 die Rekrutierung von peripheren Monozyten, welche sich in Phagozytose
leistende Mikrogliazellen umwandeln und die AB-Last minimieren (49), (50). Weiterhin
werden zahlreichen Zytokinen wie TNF-a und IL-1p oder dem Komplementsystem
neuroprotektive und/oder vor AP schiitzende Effekte zugeschrieben (31), (51), (52).
Allerdings kann eine permanente Stimulation des Immunsystems, ausgelost
beispielsweise durch Stressoren wie AP oder durch das Immunsystem selbst, auch

gegenteilig wirken (31), (44), (45). Die Ausschiittung inflammatorischer Mediatoren
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wie Zytokine oder akute Phase Proteine, die Aktivierung von Enzymen wie der iNOS
oder der COX-2 sowie die Initiierung des Komplementsystems und Rekrutierung von
weiteren  Entziindungszellen konnen zu neurologischen Dysfunktionen und
Degenerationen fiihren (31). Forschungsergebnissen zufolge wird eine Entgleisung des
Immunsystems bei Alzheimer-Patienten durch die Degeneration von aminergen,
entziindungshemmenden Nervenzellen im Locus Ceruleus und Nucleus Basalis Meynert
weiter unterstiitzt (31). Dariiber hinaus konnen Mediatoren des Abwehrsystems direkten
Einfluss auf die Pathogenese der Alzheimer-Krankheit nehmen. So verdndert
beispielsweise TNF-a in Kombination mit IFN-y die Prozessierung von APP zu
Gunsten der AB-Last (31), (53), (54), (55).

Entsprechend lassen sich neben AP und den neurofibrilliren Biindeln als dritter
entscheidender Faktor entzilindliche Verdnderungen in Alzheimer-Patienten beobachten,

welche sowohl positive wie auch negative Effekte ausiiben (31).

2.7 Morbus Alzheimer und Mikrogliazellen

Besonders das angeborene Abwehrsystem spielt in der Alzheimer-Erkrankung eine
wesentliche Rolle (46). Eine zugehorige Komponente ist die Mikrogliazelle, eine
spezialisierte Makrophage des Zentralen Nervensystems (26). Schon in der Embryonal-
und Fetalperiode immigrieren vom Dottersack abstammende Mikrogliavorlduferzellen
in das ZNS (56). Postnatal werden unter bestimmten pathologischen Bedingungen wie
z.B. AP40- bzw. 42-Produktion dariiber hinaus wahrscheinlich vom Knochenmark-
abgeleitete Monozyten rekrutiert (26), (49), (56). Auch die ortsansdssigen Mikroglia-
zellen werden dann aktiviert, proliferieren und akkumulieren. Dies bezeichnet man als
Mikrogliose (56). Aufzuzeigen ist jedoch, dass sich die FEigenschaften der
eingewanderten und der ortsansdssigen Mikroglia unterscheiden. So bestehen z.B.
Hinweise, dass vom Knochenmark abstammende Zellen eine -effizientere Ap-

Elimination betreiben (49), (56).

Die Mikrogliazelle ist charakteristischerweise durch ihre zahlreichen Zellarmchen in der
Lage, mit umliegenden Neuronen und Gliazellen zu kommunizieren (26). Sie
gewihrleistet durch die Ausschiittung von neurotrophen Faktoren wie IGF1, BDNF,
TGFP oder NGF sowie gezielter Phagozytose eine Homoostase im ZNS (26), (56).
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Dariiber hinaus detektiert die Mikrogliazelle als eine der ersten aktiven Abwehrzellen
im ZNS mithilfe des Komplementsystems Pathogene und wandert zum Schadigungsort
(16), (46), (57). Demgemal lassen sich auch schon in friihen Stadien der Alzheimer-
Krankheit Ansammlungen von aktivierten Mikrogliazellen dokumentieren (55), (58).
Beispielsweise werden durch A als potentiellen Schidigungsfaktor, den es zu
beseitigen gilt, zahlreiche mikrogliale Rezeptoren wie Toll-Like Rezeptoren (TLR),
NLRP3 oder RAGE aktiviert (26). Die polarisierten Mikrogliazellen produzieren
proinflammatorische Mediatoren wie Zytokine, Chemokine, Prostaglandine, Radikale
und aktivieren eine T-Zell-Antwort, das Komplementsystem sowie umliegende
Astrozyten. U.a. tragen letztere zu einer Amplifikation der Entziindungsreaktion bei,
indem sie ebenfalls entziindungsvermittelnde Faktoren produzieren und weitere
Mikrogliazellen stimulieren (26), (31), (59).

In Abhidngigkeit der Stimuli konvertieren die Mikrogliazellen in verschiedene,
aktivierte Phénotypen, mit bestimmten/r Oberflichenrezeptoren und Morphologie (26),
(31), (60). Man differenziert einen klassischen (M1) und einen alternativen (M2)
Aktivierungstyp. Im ersten agiert die Mikrogliazelle im Sinne der Defensivantwort. Sie
produziert proinflammatorische Botenstoffe und NO. In der Alzheimer-Pathogenese ist
dieser Phinotypus mit neurotoxischen Auswirkungen verbunden, jedoch auch mit der
Sekretion von CCL-2, ein fiir die Rekrutierung von Phagozyten zu Amyloid-Depots
verantwortliches Chemokin. Dagegen wirkt der M2-Aktivierungsstatus von
Mikrogliazellen eher neurotroph und antiinflammatorisch (26), (57), (61), (62). Die
Tatsache, dass in der Alzheimer-Erkrankung eine kombinierte Ansammlung der obigen
Mikrogliaphdnotypen vorliegt, ldsst auf die Komplexitit der ablaufenden
Immunreaktionen schlieBBen (60), (62).

In Anbetracht der obigen Erlduterungen nehmen die Mikrogliazellen in der Alzheimer-
Erkrankung eine gespaltene Rolle ein, welche es weiter zu erforschen gilt. Auf der einen
Seite wirken sie durch die Ausschiittung von neurotrophen Substanzen und der
Phagozytose von AP neuroprotektiv. Andererseits kann eine Stimulation dieser Zellen
mit schiadigenden Auswirkungen verbunden sein (26), (49). Hinzu kommt, dass hdchst
wahrscheinlich zwei Pools von Mikrogliazellen existieren, der der ortsansdssigen und
der vom Knochenmark eingewanderten Monozyten, welche aufgrund ihrer
andersartigen Phénotypen unterschiedlich in der Alzheimer-Pathogenese agieren (49),

(56).
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Anzumerken ist, dass neben den Mikrogliazellen weitere Gruppen von sogenannten
ZNS-assoziierten Makrophagen existieren, etwa die perivaskuliren oder die
meningealen Makrophagen, sowie die Plexus choroideus-spezifischen Makrophagen.
Sie grenzen sich durch ihre Morphologie, ihren Phanotypus und ihren Wirkungsort von

der typischen Mikrogliazelle ab (56).

2.8 Die Bedeutung von Rezeptoren und Membran Rafts in der Alzheimer-

Erkrankung

Notwendig fiir die Registrierung und Abwehr von Stressoren sind sogenannte ,,Pattern
Recognition Receptors® (PRR's). V.a. Mikrogliazellen und Astrozyten weisen ein
umfangreiches Sortiment dieser Rezeptoren auf, wodurch sie fremde Pathogene,
sogenannte Pathogen-Associated Molecular Patterns®“ (PAMPs) und korpereigene,
schidliche Strukturen ,,Danger-Associated Molecular Patterns*“ (DAMPs) detektieren.
In der Alzheimer-Krankheit fungiert u.a. Ap als DAMP fiir PRR wie z.B. die Toll-Like
Rezeptoren auf den Gliazellen (26), (59), (63). Durch die Aktivierung von TLR wird die
AB-Phagozytose durch Mikroglia angeregt, allerdings werden auch (neurotoxische)
Entziindungsmediatoren freigesetzt (31).

Entscheidend fiir die Funktion von PRR auf der Zelloberfliche sind Lipid Rafts bzw.
Membrane Rafts. Nach passendem Stimulus diffundieren beispielsweise zahlreiche TL-
Rezeptoren in solche Rafts und erleichtern die Immunantwort (64). Diese Membrane
Rafts sind versatile, heterogene Doménen in der Membran der Zellen von 10-200nm
GroBe. Sie werden aus Sterolen, v.a. Cholesterin und Sphingolipiden gebildet und
formen bewegliche, abgegrenzte Kompartimente in der Plasmamembran, aber auch in
der Membran von Zellorganellen. Durch Protein-Lipid- oder Protein-Protein-
Interaktionen konnen sich kleine Domédnen zu gréBeren organisieren (25), (65).
Allgemein fiihren Rafts Signalmolekiile zu verschiedenen reagiblen Einheiten
zusammen und gewdhrleisten auf diese Weise eine transmembrane Signaltransduktion
(66). Abgesehen davon beeinflussen sie viele weitere zelluldre Prozesse. Vermutet wird,
dass AP bevorzugt in solchen Regionen produziert wird. Zu beachten ist eine
Hypothese, die besagt, dass APP und BACEI in unterschiedlichen Rafts lokalisiert sind

und nur nach Zusammenschluss der Rafts die AB-Produktion ermdglicht wird (25).
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Entscheidend fiir die Funktionalitdt dieser Rafts sind deren Bestandteile. So ldsst sich
eventuell der Einfluss von Cholesterin auf die Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung
erkliaren (67). Zudem miissen weitere Bestandteile der Rafts begutachtet werden, wie

das Ceramid, ein Sphingolipid, welches u.a. durch die Sphingomyelinase erzeugt wird

(66).

2.9 Morbus Alzheimer und die saure Sphingomyelinase

In menschlichen Zellen existieren diverse Arten der sogenannten Sphingomyelinase, ein
Enzym, welches eine entscheidende Rolle im Aufbau der obigen Lipid Rafts sowie der
Signaltransduktion einnimmt. Die verschiedenen Arten differenzieren sich u.a.
beziiglich des pH-Wertes in ihrer maximalen Funktionsfdhigkeit, der Zelllokalisation
und ihrer Kofaktoren (66), (68).

Speziell die saure Sphingomyelinase (=ASM) ist Zn?" abhingig und hauptsichlich in
Lysosomen und Endosomen lokalisiert. Es existiert jedoch auch eine sekretorische
Form. Die ASM ist charakterisiert durch ein pH-Leistungsoptimum von 4,5, katalysiert
wahrscheinlich aber auch unter einem hoheren pH-Wert (69), (70), (71). Dies ist auch
notig, denn in Reaktion auf bestimmte Stimulanzien fusionieren die Lysosomen mit der
Zellmembran und transportieren das Enzym auf dessen duBeres Blatt. Somit gerét die
ASM in Kontakt mit ihrem Substrat, dem Sphingomyelin in der Membran. Dieses wird
durch das Enzym in Ceramid und Phosphorylcholin hydrolysiert. Nachfolgend
schlieBen sich die derartig synthetisierten Ceramidmikrodomédnen zu reagiblen
Makroplattformen zusammen. So werden die Eigenschaften von Lipid Rafts verdndert
bzw. die Rafts ,aktiviert“. Sie gewinnen an GroBfe und Stabilitit, Rezeptor- und
Signalmolekiile in der Zellmembran werden reorganisiert oder gruppiert. Resultat ist
eine Amplifikation oder Verdnderung von Signalkaskaden (66), (72), (73).

Durch diese Ceramid-angereicherten Dominen erfolgt somit eine Transmission des
urspriinglichen Stimulus mit nachfolgender Verstirkung zu einem effizienten Signal.
Auf diese Weise initiieren Ceramid-Rafts beispielsweise die Apoptose (74).

Durch die Modifikation der Membran durch Ceramideinlagerungen werden aber auch
Membranfusions- und Aufspaltungsprozesse, die Vesikelbildung sowie vesikulédrer
Transport und somit ebenfalls zelluldre Signalwege beeinflusst. Es ist zu beobachten,

dass Ceramid neben der Apoptose eine Vielzahl an zum Teil kontroversen Aufgaben

25



Einleitung

erfiillt. Etwa spielt es eine Rolle in proliferativen und differenzierenden Reaktionen,
aber auch dem Alterungsprozess. Ob Ceramid selbst als Sekundérbotenstoff agiert oder
seine zahlreichen Auswirkungen auf zelluldre Prozesse durch die Modifizierung der
Membran resultieren, bleibt unklar (75). Hinzu kommt, dass Ceramid als Ausgangsstoff
fiir anderer Strukturen dient, welche ebenfalls unterschiedlichste umweltspezifische
Funktionen innehalten, sodass eine differenzierte Zuordnung der Stoffe zu bestimmten
Aufgaben erschwert wird (76). Z.B. wird Ceramid mithilfe der sauren Ceramidase in
Sphingosin metabolisiert. Dieses wird weiter zu Sphingosin-1-Phosphat (Sphingosin-1-
P) phosphoryliert, ein Produkt mit neuroprotektiven Eigenschaften (68).

Studien zufolge kann AP zu einer Aktivierung des Sphingomyelinase-Ceramid
Stoffwechselweges fiihren und (neuronale) Apoptose einleiten. Vermutlich wird durch
Ceramid wiederum die AP-Produktion gesteigert, welche abermals die Aktivitit der
ASM fordert. Entsprechend lédsst sich in Alzheimer-Patienten eine erhdhte ASM-
Aktivitdt bzw. ein erhohter Ceramidlevel dokumentieren (70), (73) (77), (78). Dariiber
hinaus ist der Sphingosin-1-Phosphatspiegel reduziert, wodurch die Ceramidproduktion
wahrscheinlich ebenfalls weiter angetrieben wird. So entsteht eine massive Dysbalance
des Ceramid/Sphingosinl-Phosphatspiegels zu Gunsten des Zelltodes (70). Diese
Umstidnde dridngen zu einer weiteren Erforschung der zum Teil paradoxen Funktion und
Auswirkungen der ASM und zur Untersuchung der damit einhergehenden
inflammatorischen Reaktionen in der Alzheimer-Erkrankung.

Beachtet werden muss, dass auch andere Arten der Sphingomyelinasen sowie die

Neusynthese von Ceramid den Konzentrationsspiegel dieses Stoffes beeinflussen (68).

2.10 FIASMA (Functional Inhibitors of Acid Sphingomyelinase)

Die ASM lésst sich auf zwei Arten in ihrer Funktion beschrianken. Direkte Hemmstoffe
interagieren unmittelbar mit der sauren Sphingomyelinase, indirekte Blocker bewirken
iiber eine funktionale Hemmung eine Verminderung der Enzymaktivitit Eine klinisch
hohere Relevanz besitzen zum jetzigen Zeitpunkt die funktionalen Inhibitoren der ASM
(FIASMA) (68).

Diese Substanzgruppe setzt sich aus kationischen, amphiphilen Stoffen mit
unterschiedlichen Strukturformeln, aber gemeinsamen physiochemischen Eigenschaften

zusammen. Da die ASM im sauren Milieu der Lysosomen lokalisiert ist, miissen die
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FIASMA fihig sein, die Zell- sowie Organellmembran zu diffundieren, um an ihren
Wirkort zu gelangen. Diese Bedingung wird durch ihre Lipophilie (identifizierter log P-
Wert der Hemmstoffe > 2,3) realisiert. Aufgrund ihres basischen Charakters (pK,-Wert
der FIASMA > 8,1) reagieren sie in den Organellen mit Protonen und verlieren ihre
Féhigkeit, die Lysosomen iiber die Membran zu verlassen; ein als Lysosomotrophismus
bezeichnetes Phidnomen. Durch diese Akkumulation erreichen die FIASMA einen
relativ hohen Konzentrationsspiegel (68), (73), (79).

Unter normalen Bedingungen schiitzt sich die saure Sphingomyelinase vor Proteolyse
und somit einer Inaktivierung durch elektrostatische Bindung an die intralysosomale
Membran. Eine hohe intralysosomale Konzentration der obigen FIASMA 16st jedoch

die ASM von der inneren Membran und bewirkt eine Deaktivierung dieser (68), (73).

Extracellular fluid

4 ™

Cytoplasm

Abb. 4 Schematische Darstellung der Wirkungsweise von funktionellen Hemmstoffen der ASM

FIASMA sind in der Lage, die Membran zu iiberqueren und an ihrem Zielort, den Lysosomen, zu
akkumulieren. Dort 16sen sie die ASM von der Organellenmembran und bewirken so deren Hemmung.
(Kornhuber J, Tripal P, Reichel M, Terfloth L, Bleich S, Wiltfang J, Gulbins E, Identification of New
Functional Inhibitors of Acid Sphingomyelinase Using a Structure-Property-Activity Relation Model. J.
Med. Chem., 2008. 51,2;219-237).

Durch diese Deaktivierung der ASM kann das Enzym ihr Substrat Sphingomyelin nicht
mehr in Ceramid umbauen. Der Ceramidlevel reduziert sich und folglich beispielsweise
auch die Apoptoserate. Es ist zu beachten, dass viele FIASMA weitere lysosomal

gelegene Enzyme beeinflussen konnen wie z.B. die saure Ceramidase (AC) (68).
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FIASMA
/ A
‘r Sphingosine
ASM AC \
Sphingomyelin === Ceramide + Apoptosis — Sphingosine-1-P

Abb. 5 Ceramid/Sphingosin-1-Phosphat-Verhiltnis

Durch die Hemmung der ASM mittels FIASMA reduziert sich der Ceramidspiegel und somit die
Apoptoserate. (Kornhuber J, Tripal P, Reichel M, Miihle C, Rhein C, Muehlbacher M, Groemer TW,
Gulbins E. Functional Inhibitors of Acid Sphingomyelinase (FIASMAs): A Novel Pharmacological Group
of Drugs with Broad Clinical Applications. Cell Physiol Biochem, 2010. 26,09-20).

In den letzten Jahren hat man eine grole Anzahl solcher FIASMA identifiziert (68),
(73), (79), (80). Ein einsetzbares Medikament dieser Gruppe und auch in hiesiger
Dissertation verwendetes Mittel ist das Amitriptylin (80). Dieser Stoff gehort der
Gruppe der trizyklischen Antidepressiva an und wird als solches aufgrund der
Hemmung der synaptischen Wiederaufnahme von Serotonin und Noradrenalin
verwendet (81). Fiir seinen Einsatz als Hemmstoff der sauren Sphingomyelinase wirken
sich ein log P-Wert von 5,04 und ein pKs-Wert von 9,4 des Amitriptylins vorteilhaft aus
(79), (80).

2.11 Morbus Alzheimer und Entziindungsmediatoren/-faktoren

Die gesteigerte Immunantwort in der Alzheimer-Erkrankung spiegelt sich in erhdhten
Konzentrationen unterschiedlichster Entziindungsfaktoren, beispielsweise TNF-o, in
Gehirngewebe, Liquorfliissigkeit sowie im Serum von Alzheimer-Patienten wieder (82),
(83). Ursédchlich ist u.a. die AB-induzierte Sekretion von Entziindungsmediatoren durch
Zellen wie die Mikrogliazelle. Die Mediatoren tragen nicht selten wiederum zu einer
Begiinstigung der AB-Produktion bei oder bedingen neuronale Schiden. Allerdings
iiben einige Mediatoren wie TNF-a oder IL-1p auch neuroprotektive Funktionen aus
(31), (83), (84).

Anzunehmen ist, dass die ASM die Produktion bestimmter Mediatoren beeinflussen
kann, wobei nicht abschlieBend geklirt ist, ob das Enzym die Produktion fordert oder
hemmt (85), (86).
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Einige wichtige Stoffe, welche es gilt, auf ihre Interferenz mit der ASM in der

Alzheimer-Krankheit zu untersuchen, sind unten dargestellt.

IL-1p (Interleukin-1B): Das proinflammatorische Zytokin IL-1B iibernimmt vielfdltige
Funktionen. Beispielsweise steigert es die Aktivitidt von Enzymen wie der induzierbaren
Stickstoffmonooxid-Synthase (iNOS) und der Acetylcholinesterase. Weiterhin regt es in
Astrozyten die Produktion von Mediatoren wie IL-6 und M-CSF an oder stimuliert {iber
den IL-1R 1 die Synthese von Neurotrophinen wie NGF und CNTF (31), (45), (82),
(83).

Moglicherweise ist IL-1 auch in der Entwicklung von hyperphosphoryliertem Tau
involviert und unterdriickt hippocampale LTP (31). Auf der anderen Seite existieren
Studien, welche IL-1B eine positive Einflussnahme in der Alzheimer-Pathologie
zuschreiben. Beispielsweise zeigt die Publikation von Shaftel und Kollegen, dass IL-18
die AB-Last reduzieren kann (84).

TNF-a (Tumornekrosefaktor-a): TNF-a ist ebenfalls ein proinflammatorisches Zytokin
mit sowohl neuroprotektivem als auch -degenerativem Charakter. So kann TNF-a
einerseits zum Absterben neuronaler Zellen fiihren und die AP-Produktion fordern,
andererseits Neurone vor Radikalen oder AP schiitzen. Unklar ist, wovon diese
kontroversen Einflussnahmen abhidngen - denkbar wire eine Abhidngigkeit von den
untersuchten Zelltypen und Spezies oder von verschiedenen TNF-a-Rezeptortypen und
ihren anschlieBenden Signalwegen (31), (45), (83).

CCL-2 (=MCP-1) (Chemokine (C-C motif) Ligand 2 (=Monocyte Chemotactic
Protein-1): Die grole Gruppe der Chemokine formiert sich aus vier Hauptfraktionen,
wobei die Einteilung der Molekiile von der Anzahl und Anordnung der Cysteingruppen
am Aminoterminus abhédngt (45). Ein wichtiges Mitglied einer dieser Untergruppen, der
CC-Subspezies, ist das CCL2 (31). CCL2 reguliert die Rekrutierung und Infiltration von
peripheren Monozyten (60), wahrscheinlich indem endotheliale Zellen der
Bluthirnschranke den Mediator sezernieren und auf diese Weise im Blut zirkulierende
Monozyten iiber einen CC-Rezeptor 2 kontaktieren und anlocken (50). Desweiteren
lassen sich in der Alzheimer-Erkrankung Ansammlungen des Chemokins um reife
senile Plaques und aktivierte Mikrogliazellen herum dokumentieren (31).

iNOS (Inducible Nitric Oxide Synthase): Durch einen Reiz initiiert, exprimieren

Mikrogliazellen, Makrophagen und Astrozyten in sehr kurzer Zeit ein Enzym namens
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iINOS. Dieses erzeugt das zytotoxische Radikal NO, welches der Bekdmpfung von
Mikroorganismen und Tumorzellen dient, aber auch gesunde Zellen schidigen kann
(31).

So scheint INOS auch in der Alzheimer-Pathologie eine Rolle zu spielen.
Beispielsweise kann AP tiber die Aktivierung der iNOS von Mikrogliazellen zu einer
Verschlechterung der NMDA-R vermittelten LTP fiihren (31), (87).

IL-10 (Interleukin-10): Dem proinflammatorischen System stehen entziindungshem-
mende Faktoren gegeniiber. Ein solch antagonisierender Botenstoff ist IL-10 (31). Zu
seinen Aufgaben gehort die Unterdriickung der T-Zellantwort, u.a. durch die Hemmung
der Antigenprisentation. Letzte wird mitunter durch die Zuriickhaltung von Peptid
geladenen MHCII Partikeln im Zytosol bewerkstelligt. Dennoch steigert es die
Phagozytose, wahrscheinlich durch die Aufbauforderung von Fc-Rezeptoren an der
Zelloberflache von Phagozyten. Weiterhin antagonisiert es diverse proinflammatorische
Zytokine und Chemokine (88). So unterdriickt es z.B. die AB-induzierte Produktion von
TNF-o und IL-1B (89). IL-10 zusammen mit Mediatoren wie TGFf3 begrenzen die durch
einen Stimuli induzierte Immunantwort und schiitzen somit den angegriffenen

Organismus vor seiner eigenen Immunreaktion (88).

2.12 Morbus Alzheimer und die neuronale Integration bzw. Funktion

Der Morbus Alzheimer ist eine mit kognitiven Defiziten einhergehende Erkrankung.
Demensprechend ist es nicht verwunderlich, dass diese Krankheit mit verdnderten
Spiegeln bzw. Auspriagungen neurotropher/neuroprotektiver Mediatoren wie IGF-1 und
Rezeptoren beispielsweise des NMDA-R, korreliert (28), (90). Eine therapeutische
Uberlegung ist somit, die Expression neurotropher Stoffe anzuregen und derartig
moglicherweise Gedichtnisleistungen zu verbessern. Weiterhin stellt sich die Frage,
inwiefern eine ASM-Hemmung die Produktion solcher Stoffe beeinflusst, sodass unten

dargestellte Parameter in der hiesigen Dissertation untersucht wurden.

BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor): BDNF ist ein fiir das neuronale Uberleben
und die synaptische Funktionalitdt wichtiges Neurotrophin. In der Alzheimer-Krankheit
lassen sich verminderte Spiegel eruieren und korrelieren mit fehlerhafter

Langzeitpotenzierung und kognitiver Leistungsminderung (28), (37).
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NMDA-R (N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor): Der NMDA-Rezeptor gehdrt zu den
glutamatgesteuerten Kationkandlen, welcher Calcium und Natriumionen in die Zelle
schleust. Er ist wichtig fiir den Lernprozess und die Gedéchtnisleistungen. In einem
physiologischen Aktivititsgleichgewicht fordern diese Rezeptoren neuronales
Uberleben. In einem chronischen- oder iiberaktivierten Zustand, kénnen sie allerdings
auch zum Zelltod fiithren (91).

AP begilinstigt die Endozytose von NMDA-Rezeptoren an Nervenzellen und somit eine
synaptische Dysfunktion (28). Paradoxerweise trdgt in der Alzheimer-Erkrankung ein
Ca>" Einstrom {iber diesen Rezeptor in die Zelle zu einer resultierenden Ca2"
Uberlastung im Zytosol und den Mitochondrien bei, wodurch Zelldegenerationen
begiinstigt werden. Im diesem Sinne werden in der Alzheimer-Therapie NMDA-
Rezeptor-Blocker wie das Memantin eingesetzt (28).

Arc (Activity-Regulated Cytoskeleton-Associated Protein): Anzunehmen ist, dass in
Reaktion auf synaptische Aktivitdt, nicht zuletzt durch BDNF oder NMDA-R,
intrazelluldre Signalkaskaden angestoflen werden, welche die Synthese von Arc-mRNS
zur Konsequenz haben. Mithilfe von Mikrotubuli wird die mRNS in die Dendriten
transportiert und translatiert. Dort optimiert Arc vermutlich durch F-Aktin die
synaptische Plastizitdt und somit die Speicherung und Konsolidierung von eingehenden
Informationen (92).

IGF-1 (Insulin-Like Growth Factor 1): IGF-1 agiert als ein neuroprotektiver Botenstoff.
Es unterstiirzt die Genese und Differenzierung der Neuronen und antagonisiert TNF-q.
Ferner fordert es den Abbau von AP und reduziert (evtl. dadurch) die Last der

hyperphosphorylierten Tauproteine (90).
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2.13 Fragestellungen und Ziele dieser Arbeit

Wie in der Einleitung aufgezeigt, wird der Neuroinflammation in der Alzheimer-
Erkrankung eine bivalente Funktion eingerdumt, welche wahrscheinlich von der ASM-
Enzymarbeit moduliert wird (31), (70), (85), (86), (93). Allerdings sind die
Interferenzen zwischen der ASM und der Inflammation sowie der Alzheimer-Pathologie
unbefriedigend geklirt. Eine vermehrte Enzymtitigkeit sowie ein erhdhter Ceramidlevel
bei Alzheimer-Probanden lassen jedoch auf eine pathogenetische Funktion spekulieren
und animieren zur weiteren Forschung (70).

Unter dieser Pramisse sollen mittels eines Alzheimer-Mausmodells die Auswirkungen
einer pharmakologischen Hemmung der sauren Sphingomyelinase durch Amitriptylin
studiert werden. Hierdurch sollen neue Informationen iiber die Bedeutung einer
therapeutischen Intervention der ASM bei der Alzheimer-Erkrankung gewonnen

werden.

Folgende Fragestellungen gilt es zu beantworten bzw. ndher zu untersuchen:

Fragestellung 1: Wie wirkt sich die Gabe von Amitriptylin als Hemmstoff der ASM auf
die Mikrogliaanzahl im Gehirn von TgCRND8-Alzheimer-Mausen aus (IHC)?

Fragestellung 2: Wie wirkt sich die Gabe von Amitriptylin als Hemmstoff der ASM auf
die B-Amyloid-Last im Gehirn und im Plasma von TgCRNDS§-Alzheimer-Méusen aus
(IHC, ELISA)?

Fragestellung 3: Wie wirkt sich die Gabe von Amitriptylin als Hemmstoff der ASM auf
die Aktivitit des Immunsystems aus, gemessen anhand der Analyse der mRNS-
Transkriptionsrate von iNOS, TNF-a, IL-1p, CCL-2 und IL-10 in Gehirnproben von
TgCRNDS-Alzheimer-Madusen (QRT-PCR)?

Fragestellung 4: Wie wirkt sich die Gabe von Amitriptylin als Hemmstoff der ASM auf
die Expression von neurotrophen/neuroprotektiven Stoffen aus, gemessen anhand der
Analyse der mRNS-Transkriptionsrate von IGF-1, BDNF, Arc, NMDA-R1 in
Gehirnproben von TgCRND8-Alzheimer-Méusen (QRT-PCR)?
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3 Material und Methodik

3.1 Material

3.1.1 Arbeitsmaterialien

Tab. 1: Gerite

Bezeichnung

Firma

7500 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Carlsbad, USA

Brutschrank (Typ A) Melag, Berlin, Deutschland
Digital Camera DXM1200 Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland
Eismaschine Eurfrigor Ice Makers Srl, Lainate, Italien

Elektronische Analysewaage (770)

Kern, Balingen-Frommern, Deutschland

HERAfreeze-85°C freezer

Heraeus, Hanau, Deutschland

Kiihlbank (Cold Plate, B3120060)

Thermo ELECTRON CORPORATION,
Waltham, USA

Microtome Blades A35 Feather, Osaka, Japan
Mikroskop (Eclipse E600) Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland
Mikrotom (SM 2000 R) Leica, Nussloch, Deutschland

Mikrowelle R-204

Sharp Electronics (Europe) GmbH,
Hamburg, Deutschland

Objekttrager-Strecktisch (OTS 40)

Medite, Burgdorf, Deutschland

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischkiihlzentrifuge 4K15C

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode

am Harz, Deutschland

Ultrasonic bath, Transsonic T780

Elma, Singen, Deutschland

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Tab. 2: Hilfsmittel

Bezeichnung

Firma

96 Well Mikrotestplatten

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Biosphere Filterspitze 10ul, 100ul, 1000ul

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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Deckgléser (24x32mm, Glasdicke 0,13-
0,16)

R.Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland

Dounce Homogenisator

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

EDTA Rohrchen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Farbekasten mit Falzdeckel 2480

Assistent (Glaswarenfabrik, Karl Hecht
GmbH&Co KG), Sondheim/Rhon,
Deutschland

Farberahmen 2481

Assistent (Glaswarenfabrik, Karl Hecht
GmbH&Co KG), Sondheim/Rhon,
Deutschland

Imaging Software, NIS Elements, Basic

Research 3.00

Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland

Labortiicher (KIMTECH Science)

Kimberly-Clark® Professional, Koblenz-
Rheinhafen, Deutschland

Messzylinder, 1000ml

VitLab GmbH, GroBlostheim, Deutschland

Mikroplattenlesegerit, Sunrise

TECAN, Ménnedorf, Schweiz

Objekttrager (76x26mm/3x1linch, geputzt,
gebrauchsfertig)

R.Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland

Objekttragerkasten nach Hellendahl 2460

Assistent (Glaswarenfabrik, Karl Hecht
GmbH&Co KG), Sondheim/Rhon,
Deutschland

Optical 96-Well-Fast Thermal Cycling
Plates

Applied Biosystem, Carlsbad, USA

Parafilm M all-purpose laboratory film

Pechiney Plastic Packaging,
USA

Chicago,

PCR Soft Tubes, 0,2ml

Biozym Scientific, Oldendorf,
Deutschland

Pipette (Research 0,5-10ul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette (Research 100-1000ul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette (Research 10-100pul)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen (10ul, 200ul, 1000ul)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
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Pipettierhelfer (accu-jet)

BrandTech Scientific, Essex, USA

Plastikkuvette

Kartell, Noviglio, Italien

Préparierbesteck, rostfrei, 8-teilig, Art. Nr.
12017

Bochem Instrumente GmbH, Weilburg,
Deutschland

Reagenz- und Zentrifugentuben 15ml,

50ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Schnelleindeckmittel fiir die Mikroskopie
(Entellan®Neu)

MerckKGaA, Darmstadt, Deutschland

Schwenkbank, Rocky 3d

Labortechnik Frobel GmbH, Lindau,
Deutschland

Selbstklebende optische Folie, MicroAmp

Applied Biosystem, Carlsbad, USA

Serological Pipetten Sml (Ref.
86.1253.001), 10ml (Ref. 86.1254.001),
25ml (Ref. 86.1685.001)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Software Image J

http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html

(Entwickler Wayne Rasband (Mitarbeiter
von National Institutes of Health))

Software PCR, SDS v.1.3.1

Applied Biosystem, Carlsbad, USA

Tab. 3: Substanzen

Bezeichnung

Firma

(3-Aminopropyl)triethoxysilane A3648

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

2-Propanol (=Isopropylalkohol)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aceton

Hedinger, Stuttgart, Deutschland

Albumin Fraktion V aus Rinderserum,

Katalognr.A7906-100G

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Amitriptyline hydrochloride, Katalognr.
A8404-25G

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Chloroform

Merck, Darmstadt, Deutschland
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DAB tetrahydrochloridhydrat = 3,3"-
Diaminobenzidinetetrahydrochloride

hydrate, 97% (D5637-5G)

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

DyNAmo™ Flash Probe qPCR Kit

FINNZYMES, Espoo, Finnland

Ethanol (99% vollst. verg.
MEK/BITREX, ETO-5000-99-1)

SAV-LIQUID PRODUCTION GMBH,
Flintsbach, Deutschland

Isofluran

Abbott, Wiesbaden, Deutschland

Methanol (AnalaR NORMAPUR)

VWR, Darmstadt, Deutschland

Nuklease freies Wasser

Life Technologies, Carlsbad, USA

Nukleotidenmix (je 10mM)

Roche, Mannheim, Deutschland

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Katalognr. 05892970001

Roche, Mannheim, Deutschland

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Random Primers Hexamers

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

SuperScript™II Reverse Transcriptase

(Cat. No. 18064-014)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

TagMan®Gene Expression Assays fiir
TNF-0, iNOS, IL1B, CCL-2, IL-10, IGF-
1, BDNF, Arc, NMDA-R1, 18sRNS

Applied Biosystem, Carlsbad, USA

Tris

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X 100

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trizol®Reagent Cat.No. 15596-026

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Tween®20

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid-Losung 30% (PZN
7284667)

Otto Fischar GmbH und Co KG,

Saarbriicken, Deutschland

Xylol Pharma. Helv. VI
(Isomerengemisch, PZN-7475522, CAS-
Nr.:1330-20-7)

Hedinger, Stuttgart, Deutschland
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Tab. 4: Losungen

Bezeichnung

Firma

10x PBS (Phosphate Buffered Saline):
400g NaCl, 10g KCl, 71g Na,HPO4, 69g
NaH2PO4X1H20, 51 deO Zuﬁigen

10xTBS (Tris Buffered Saline):
302,5¢g Trisbase, 425g NaCl, auf pH7,4-
7,5 (32%HCL) einstellen, 51 dH,O

1xPBS/T:
100m! (1x)PBS +100pl Tween20

1xPBS:
100ml (10x)PBS + 900m! dH,0

1xTBS/T:
(100ml (10xTBS) + 900ml dH,0) + 1ml
Tween-20

Blockpuffer immunhistochemische

Férbung:
0,2% Casein, 0,1% Tween-20, 0,1%
Triton-X, in 1xPBS

Citratpuffer (1x):

100ml Zitronensdure Monohydrate

2,1014¢/1, pH 6,0 zu 900ml dH,O

DAB Losung:
Img/ml DAB in 1x PBS + 1ul H,O,/3ml

Losung

Guanidinpuffer:

5M Guanidin-HCL, 50mM Tris, pH 8,0

H,0,-Methanol-dH,0O-Ldsung:
36,5ml dH,0, 8,5ml Methanol, 5ml H,0O,
(30%)

Mayers Hdmalaunldsung fiir die

Mikroskopie

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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RQ1 RNase-Free DNase (Cat.# M6101)
mit: RQ1 RNase-freier DNase,
Stopplosung, RQ1 DNase 10x
Reaktionspuffer

Promega Corporation, Madison, USA

Standard Reconstitution Buffer fiir Elisa:
55mM NaHCOs, pH 9,0

Verdinnungslosung

immunhistochemische Fiarbung:
0,02% Casein, 0,01 Tween-20, 0,01%
Triton-X, in 1xPBS

Tab. 5: Kits

Bezeichnung Firma

ELISA Kit Human AB40 Invitrogen Corporation, Camarillo, USA
ELISA Kit Human Ap42 Invitrogen Corporation, Camarillo, USA

Vectastain Elite ABC Kit, (Rat IgG), PK-
6104, HRP

Vector Laboratories Inc., Burlingame,

USA

Tab. 6: Antikérper

Antikorper Antigen Firma

Anti Ibal, Polyclonal Mit dem C-terminalen Ende Wako Pure

Antibody, Rabbit, for (N'PTGPPAKKAISELP-C") von Chemical

Immunocytochemistry (Cat.: | Iba-1 {ibereinstimmendes Industries, Ltd.,

#019-19741), synthetisiertes Peptide (94), Osaka, Japan

farbt eine Bande bei ca. AK spezifisch fiir Mikroglia und

17kDa (94), (95) Makrophagen, keine Kreuzreaktion

mit Neuronen oder Astrozyten (95)

Biotinylated Goat-Anti Erkennung von Kaninchen Vector

Rabbit IgG (H+L), BA-1000 | Primédrantikorper Laboratories,
Inc., Burlingame,
USA
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Biotinylated Goat-Anti Rat
IgG (H+L), BA-9400

Erkennung von Ratten

Primérantikdrper

Vector
Laboratories,

Inc., Burlingame,

USA

Biotinylated Horse Anti-
Mouse IgG (H+L), BA-2001

Erkennung von Maus

Primédrantikrper

Vector
Laboratories,
Inc., Burlingame,

USA

Monoclonal Mouse Anti-
Human Beta Amyloid,
IgG, k, Clone 6F/3D, Code
No.:M 0872

synthetisiertes Peptid, bestehend
aus den Resten 8-17 (ser-gly-tyr-
glu-val-his-his-gln-lys-leu) von [3-
Amyloid mit zusétzlichem C-
terminalem Cystein, das iiber den
Cystein-Rest an KLH (keyhole
limpet hemocyanin) gekoppelt ist,
markiert B-Amyloid, das das N-
terminale Epitop enthélt, farbt hpts.
extrazelluldres AP seniler Plaques

(Produktinfo), (96), (97), (98)

Dako, Glostrup,

Danemark

PE Mouse IgGj, «, Isotype
Control, Cat.No: 550617
(Was 03255A), Lot:
M063023, Clone MOPC-31C

Isotyp-Kontrolle fiir Ap-

Primérantikdrper

BD Pharmingen,
USA

Polyclonal Rabbit Anti-Goat

Isotyp-Kontrolle fiir Iba-1-

Dako, Glostrup,

Immunoglobulins/HRP, IgG, | Primdrantikorper Dianemark

Code No. P016002-2

Purified Rat Anti-Mouse membrandse Glykoproteine vom BD Pharmingen,
Mac-3 Monoclonal Antibody | Typ Mac-3 von C57BL/6 USA

for IHC, IgG; «, (Cat.
550292), Clone M3/84, farbt
eine Bande bei 110kDa (99),
(100)

Mauszellen (Produktinfo), markiert
das Glykoprotein Mac-3 auf
mononukleare Phagozyten von

Miusen (99), (100)
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Purified Rat IgGy, «, Isotyp-Kontrolle fiir Mac-3 BD Pharmingen,
Monoclonal Immunoglobulin | Primérantikorper USA

Isotype Standard,
Cat.No.: 11010D, Lot:
M040040, Clone R3-34

Obige Informationen entstammen neben den angegeben Quellen aus den jeweiligen firmeneigenen

Produktinformationen der Antikorper.

3.1.2 Versuchstiere

Grundlage der durchgefiihrten Experimente bildeten genverdnderte weibliche Mause
vom Typ TgCRNDS8 mit C57BL6/129-Hintergrund (die Kreuzung erfolgte fiir
mindestens vier Generationen). Die urspriinglich von D. Westaway (Universitét
Toronto) erhaltenen Nagetiere wiesen ein doppelt mutiertes Erbgut bzgl. des APP695
(KM670/67TINL+V717F) auf. Es waren erste AB-Plaques im Alter von 3 Monaten zu
erwarten sowie eine Verschiebung des AB42/AB40-Verhiltnisses in Richtung der Ap42-
Produktion. Weiterhin konnte mit neuritischen Dystrophien im Alter von 5 Monaten
und einer mit reifen Plaque-assoziierten Entziindungsreaktion gerechnet werden. So
dienten die Méuse als Modell der Alzheimer-Erkrankung bzw. der Amyloidogenese
(101). Genehmigt wurden die Tierexperimente von der regionalen Ethikkommission des
Saarlandes.

Im Experiment wurden 6 der 13 transgenen Méuse 100mg Amitriptylin pro ein Liter
Trinkwasser substituiert. Die Applikation erfolgte ab dem dritten Lebensmonat bis zur
Exekution der Méuse im Alter von sechs Monaten. Die restlichen 7 Alzheimer-Tiere
erhielten reines Wasser zum Trinken und dienten als Kontrollgruppe. Die Zuordnung

der Gruppen wurde zufillig gewéhlt.

3.2 Methodik

3.2.1 Materialgewinnung und Asservation
Im Sinne der Forschung wurden die transgenen Mause nach 6-monatiger Lebenszeit
durch Inhalation von Isofluran andsthesiert und getdtet. Die Bauchdecke wurde eroffnet

und 0,5ml Blut mittels Punktion der Aorta abdominalis entnommen. Das Blut wurde 3
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Minuten zentrifugiert (5000rpm) und das Plasma gewonnen. Durch Infusion von kalter
PBS-Losung in den linken Herz-Ventrikel der Mduse wurden restliche Blutbestandteile
ausgewaschen und durch eine Perforation des rechten Vorhofs drainiert. Nachfolgend
eroffnete man die Schéddelkalotte und extrahierte das Gehirn. Dieses wurde sagittal
halbiert und wie folgt aufgeteilt:

e Die linke Hemisphére wurde fiir die Immunhistochemie unverziiglich durch eine
Medizinisch-technische Assistentin mit 4% Paraformaldehyd fixiert und in
Paraffin eingebettet, um es fiir die Mikrotomie und die weitere immunhisto-
chemische Prozessierung zugénglich zu machen.

e Von der rechten Gehirnhélfte (ohne Kleinhirn) schnitt man medial eine 0,5mm
dicke sagittale Scheibe. Diese wurde in Trizol gelost, homogenisiert und fiir die
spitere Weiterverarbeitung bei -80°C tiefgefroren. Aus diesem Schnitt isolierte
man die Gesamt-RNS fiir die qRT-PCR.

e Das restliche Gewebe der rechten Hemisphére (abermals ohne das Gewebe des
Kleinhirns) wurde in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und spater fiir das ELISA

genutzt.

3.2.2 Immunhistochemie (IHC)

Mit der Immunhistochemie sollte die Anzahl von Mikrogliazellen sowie die AB-Last in
ASM-gehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Mausen und in den nicht gehemmten
TgCRNDS8-Alzheimer-Médusen analysiert und verglichen werden. Eingefarbt wurden
pro Antikdrpersystem vier Schnitte eines Gehirnes, jeweils im Abstand von ca. 70um

zueinander.

3.2.2.1 Vorbereitungen fiir IHC

3.2.2.1.1 Silanisierung der Objekttrager

Um die haftenden Eigenschaften der Objekttrager zu stirken, wurden diese silanisiert.
Unter dem Abzug tauchte man die Objektgldser der Reihe nach einmal in reines Aceton,
um sie von oberflichlichem Schmutz zu befreien, inkubierte sie 1 Minute in einer

Aceton-Silanlosung (50:1) und badete sie nachfolgend wieder kurz in Aceton.
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AbschlieBend wurden die Gliser in destilliertes Wasser getaucht und iiber Nacht bei
37°C im Brutschrank getrocknet.

3.2.2.1.2 Mikrotomie

Von den gekiihlten formaldehydfixierten und paraffin-eingebetteten Gehirnhilften
wurden mithilfe des Schlittenmikrotoms hauchdiinne Scheiben geschnitten. Hierfiir
wurden die Préparate horizontal in einer vorgesehenen Halterung eingespannt. Der
Block wurde bis zum vollstindigen Querschnitt des Gewebes medial angeschnitten.
Nachfolgend setzte man im Wechsel mit Hilfe von zwei Pinseln je 10 Schnitte von 2um
bzw. Sum Dicke ab. Nachdem die einzelnen Schnitte in destilliertem Wasser
(36°Celcius) gebadet worden waren, war es moglich das eingrenzende Paraffin
auszudehnen. Die durch das Schneiden leicht zusammengefallenen Zuschnitte konnten
sich so wieder strecken. Daraufhin wurden sie der Reihe nach auf durchgehend
nummerierte, silanisierte Objekttriger iiberfiihrt und glatt ,,gebiigelt. Abschlieend
inkubierte man sie eine Nacht bei 60°Celcius im Brutkasten, wodurch sich das Paraffin

verfliichtigte, Wasserreste verdampften und das Gewebe an das Glas angebacken wurde

(102).

3.2.2.2 Protokoll IHC
(1.Tag)

Entparaffinierung und Rehydrierung:

Erster Arbeitsschritt war die Befreiung der Praparate von Paraffin durch Xylol und die
allmihliche Uberfiihrung der Schnitte in eine wiissrige Losung durch eine absteigende
Alkohollésungsreihe. Dies beinhaltete zwei Inkubationen der Schnitte in unterschied-
lichen Schalen reinem Xylol fiir 5 Minuten und zwei nachfolgende Zeiteinheiten in
100% Ethanol, ebenfalls jeweils fiir 5 Minuten. Je 3 Minuten wurden die Proben der
Reihe nach in 96%, 70%, 50% Ethanol und schlussendlich einmal kurz in destilliertes
H,O eingetaucht.

Zu beachten war, dass die Schnitte ab dem Zeitpunkt der Entparaffinierung feucht

gehalten werden mussten um ein Austrocken zu verhindern.
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Antigendemaskierung:

Nachteil der vorangegangenen Formalinfixierung war die Strukturmodifikation von
Gewebeproteinen und der damit einhergehende etwaige Verlust der Antigenitédt der zu
detektierenden Epitope. Das hiele, die Antigene (AGe) wiren nicht mehr von
passenden Antikdrpern entdeckt worden- sie wiren maskiert (103). Eine Moglichkeit,
die Epitope fiir Antikorper wieder zugédnglich zu machen, war die Hitzebehandlung in
einer geeigneten Pufferlosung (104). Demgemill wurden die Schnitte in einen (1x)
Citratpuffer aus Zitronensduremonohydrat und dH,O gegeben und in der Mikrowelle
bei 560Watt 5x3 Minuten gekocht. Nachfolgend lieB man die Schnitte im Citratpuffer
30 Minuten bei Raumtemperatur abkiihlen. AbschlieBend wurde das Gewebe 3x in

destilliertes Wasser getaucht und der Citratpuffer weggespiilt.

Inaktivierung der gewebseigenen Peroxidase:

Die durchgefiihrte Methode der Immunhistochemie beruhte auf der enzymatischen
Wirkung des eingesetzten AK-detektierenden Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes.
Um eine moglichst hohe Préizision dieses Verfahrens zu etablieren, mussten die
gewebseigenen Peroxidasen inaktiviert werden. Die Inaktivierung wurde durch eine
exzessive Substratsubstitution von H,O, und die resultierende kompetitive Hemmung
der Enzyme erzielt (102). Demnach wurden die Schnitte 30 Minuten unter
Raumtemperatur in einer Losung aus 36,5ml dH,O mit 8,5ml Methanol und 5ml 30%
H,0; inkubiert. Eine griindliche Waschung in TBS fiir 2x5 Minuten und nachfolgend
1x5 Minuten in TBS/T beendete den Arbeitsschritt. Das im TBS/T enthaltene Tween 20
fungierte als Detergenz. Es ermoglichte daher eine gleichformige Benetzung des
Gewebes durch die folgend substituierten Stoffe und ein besseres Eindringen dieser

(105).

Block:

In der Immunhistochemie war es unverzichtbar, freie unspezifische Bindungsstellen auf
der Oberfliche von Gewebeschnitten zu blockieren bzw. zu séttigen und so
Hintergrundfarbung zu minimieren. Hinsichtlich dessen blockierte man die
Gewebeproben mit einer Losung aus 0,2%Casein, 0,1% Tween-20 und 0,01% Triton-X
in 1xPBS. Auf die Oberflidche eines jeden aus der Waschldsung entnommenen Schnittes

pipettierte man 80ul der vorbereiteten Blocksubstanz. In einer Feuchten Kammer
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lagerten die Proben so fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Auch die spiter benutzen

AK waren in einer verdiinnten Blockldsung geldst.

1.Antikorper:
Entsprechend der Fragestellung, wie sich die Anzahl der (aktivierten) Mikrogliazellen

und die AP-Last in TgCRNDS8-Alzheimer-Méusen darstellten, wurden passende
Antikorper gewahlt. Fiir den Nachweis von Mikrogliazellen/Makrophagen wurden Iba-1
(Ionized Calcium Binding Adaptor Molecule 1)-AK verwendet, mit Mac-3-AK
detektierte man vermehrt die aktivierten Mikroglia/Makrophagen. Anti-Human AB-AK
veranschaulichte die -Amyloid-Last.

Im Versuch wurden die Schnitte aus der Feuchtkammer entnommen und der
Blockpuffer durch 80ul vorbereitete AK-Verdiinnungslésung ersetzt. Verwendet
wurden die folgenden Verhiltnisse:

e 1:500 verdiinnter polyklonaler Anti-Iba-1 Kaninchen-AK in Verdiinnungslosung
aus 0,02% Casein, 0,01% Tween-20, 0,01% Triton in 1xPBS;

e 1:10 verdiinnter monoklonaler Anti-Mac-3 Ratten-AK in Verdiinnungslosung
aus 0,02% Casein, 0,01% Tween-20, 0,01% Triton in 1xPBS;

e 1:50 verdiinnter monoklonaler Anti-Human B-Amyloid Maus-AK in
Verdiinnungslésung aus 0,02% Casein, 0,01% Tween-20, 0,01% Triton in
1xPBS.

Alle Schnitte inkubierten tiber Nacht im Kiihlhaus bei 4°Celcius.

(2.Tag)
2. Antikorper (biotinyliert):

Erster Schritt dieses Arbeitstages war eine erneute Waschung der Schnitte nach obigem
Schema mit TBS und TBS/T, um nicht gebundene AK zu extrahieren. Um eine
Verbindung zwischen Primérantikdrper und spéter zuzufiilhrendem Enzymkomplex zu
schaffen, wurden im weiteren Verlauf pro Schnitt 80ul folgende, entsprechende
Sekundérantikorper in Verdiinnungsldsung auf das Gewebe pipettiert:

e 1:200 verdiinnter biotinylierter Ziegenantikoper gerichtet gegen Kaninchen auf

die Schnitte mit Anti-Iba-1 Primérantikorper;
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e 1:200 verdiinnter biotinylierter Ziegenantikorper gerichtet gegen Ratte auf die
Schnitte mit Anti-Mac-3 Primérantikorper;

e 1:250 verdiinnter biotinylierter Pferdeantikdrper gerichtet gegen Maus auf die
Schnitte mit Anti-Human -Amyloid.

Die Objekttrager wurden 1 Stunde bei Raumtemperatur in die feuchte Kammer gelegt.

Vorbereiten des AB-Komplexes (ABC = Avidin-Biotin-Complex):
Das System der ABC-Methode beruht auf der hohen Affinitit von Avidin zu dem

Vitamin Biotin (106). In Reagenz B war im Sinne dieser Affinitit das Enzym
Peroxidase mit Biotin konjugiert. Dieses Reagenz wurde mindestens 30 Minuten vor
Gebrauch mit Reagenz A (Avidin) zusammengebracht, sodass sich Makromolekiile
ausbilden konnten. Dies hatte den Vorzug, dass relativ viele Enzyme iiber einen Primér-
Sekundérantikdrperkomplex das zu detektierende Antigen markierten und so das Signal
verstirkten (102).

Im Versuch wurde Reagenz A und B jeweils im Verhiltnis von 1:100 in PBS/T
vermengt. Es wurde eine Gesamtmenge von 80ul pro Schnitt angesetzt. Die Losung
wurde unter Ausschluss einer Lichtquelle fiir wenigstens 30 Minuten vor Gebrauch

verwahrt.

Inkubation mit ABC:

Da auch der 2. Antikdrper mit Biotin versetzt war, haftete das Avidin des Avidin-
Biotin-Peroxidase Komplexes mit seinen freien Bindungsstellen an diesem AK.

Nach erneuter 2x5 miniitiger Waschung mit TBS und 1x5 miniitiger mit TBS in einer
Glaskiivette wurden 80ul pro Schnitt des angesetzten ABC-Reagenz auf das Gewebe

gegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Farbung mit 3.3’-Diaminobenzidintetrahydrochloridhydrat (=DAB tetrahydrochlorid-
hydrat):

Oxidation und Reduktion verliefen im Einklang in der sogenannten Redoxreaktion.

Daher benétigte die gekoppelte Peroxidase fiir die Reduktion ihres Substrates H,O; ein
Reduktionsmittel, welches durch Elektronenabgabe oxidiert wurde. Diese Aufgabe

wurde dem Chromogen DAB zuteil. Es war Elektronendonator und gewann durch die
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Oxidation eine braunlich unlosliche Farbe (106). Mit diesem Schritt wurde der Ort der
markierten AG mikroskopisch sichtbar gemacht.

Vorangehend wurden die Schnitte nach Protokoll wiederholt 2x5 Minuten mit TBS und
1x5 Minuten mit TBS/T gewaschen. Wéhrend dessen wurden ,,x*“ mg DAB mittels einer
Analysewaage abgemessen. Unter dem Abzug l6ste man das Chromogen in einer
betragsgleichen Millilitermenge 1xPBS. Unmittelbar vor der Nutzung substituierte man
1ul H,O, pro 3ml DAB Losung.

Die Schnitte wurden fiir 40 Sekunden in eine Kiivette mit der produzierten

Chromogenldsung getaucht und abschlieBend 3x in destilliertem Wasser gespiilt.

Kontrastierende Farbung der Zellkerne mit Hiamalaun:

Zwecks der spéteren Auszdhlung der Mikrogliazellen und des A in einer definierten
Area (dem Hippocampus) war es erforderlich, eine grobe Zell- bzw.
Gewebemorphologie darzustellen. Dieses Ziel erreichte man durch das Anfirben der
Zellkerne mit Hiamalaun nach Meyer. Die Schnitte wurden fiir 40 Sekunden in einer
Glaskiivette mit Hémalaun gefarbt und anschlieBend 3x in destilliertem Wasser
gereinigt. Durch die 5-miniitige Waschung mit Leitungswasser stieg der pH-Wert in der
Glaskiivette und die Farbung entwickelte sich zu einem charakteristisch blau-violetten
Farbton (102).

Letzten Endes erfolgte die Riickfiihrung der Zuschnitte in destilliertes H,O.

Dehydrierung:

Um die Proben in bewéhrten hydrophoben Eindeckmitteln wie dem Entellan®Neu zu
konservieren, war eine Dehydrierung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe notig (105).
Dies beinhaltete eine Inkubation in einer 50%, 70% und 96% Ethanollésung und eine
zweimalige in 100% Ethanol fiir je 1 Minute. Zum Schluss iiberdauerten die Schnitte in
Xylol fiir 2x5 Minuten. Hier agierte letzteres als Intermedium zwischen dem Alkohol

und dem xylolhaltigen Eindeckmittel Entellan®Neu (105).
Eindecken:

Vollendender Schritt der immunhistochemischen Methode war das Eindecken der

Proben in Entellan und die Auftragung eines Deckgldschens. Mit diesen letzten

46



Material und Methodik

MafBnahmen wurden die Gewebeschnitte planiert und mitsamt ihrer Farbungen fiir lange

Zeit konserviert.

3.2.2.3 Auswertung IHC

Unter Zuhilfenahme des Lichtmikroskops (Eclipse E600) wurde jeder Schnitt 10fach
(ausschnittsweise auch 20fach) vergrofert und mit der Imaging Software NIS Elements
Basic Research 3.00 dargestellt. Manuell wurden die Fldachen des Hippocampus
bestimmt, die dazugehdrigen Mikrogliazellen mit Hadmatoxylin-gefarbtem Zellkern
gezdhlt und das Verhéltnis Zellzahl/Flidche berechnet.

Fiir die Determinierung der AB-Plaqueexpression wurden mittels Image J manuell die

Hippocampusflichen und die darin enthaltenen Plaques ausgemessen.

3.2.2.4 Kontrollen und Priifung der Spezifitat der Antikorper
Fiir jeden Primédrantikdrper wurden Isotyp-Kontrollen angefertigt und somit etwaige
unspezifische  Bindungsreaktionen  detektiert. = Dazu  wurde anstelle des
Primdrantikérpers ein entsprechender isotypengleicher Antikdrper in gleicher
Konzentration wie sein Primérantikdrper auf Gewebeschnitte von ASM gehemmten und
ungehemmten Méusen aufgetragen. Der weitere Versuchsaufbau sowie die verwendeten
Losungen und Materialien entsprachen denen des zu kontrollierenden Primérantikorpers
(siehe oben).
Folgende Antikorper wurden verwendet:

e Fiir Iba-1 Priméarantikdrper: polyclonal Rabbit Anti-Goat IgG

e Fiir Mac-3 Primérantikorper: monoclonal purified Rat 1gG, k

e Fiir AB-Primérantikérper: PE Mouse IgG; «
Dariiber hinaus wurde eine 7 Monate alte Wildtyp-Maus mit gleicher
Hintergrundabstammung wie die eigentlichen Versuchstiere, aber ohne APP-Mutation
und somit AB-Akkumulation, auf ihre Markierung durch den Ap-Primirantikorper

untersucht.

Um die Sperzifitit der Sekundérantikérper zu iiberpriifen, wurde bei ansonsten

dquivalentem Versuchsaufbau die Zugabe des Primérantikorpers ausgelassen. Die
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Gewebeschnitte von mit Amitriptylin behandelten und unbehandelten Méusen
inkubierten daher weiterhin in der vorher aufgetragenen Blocklosung. Am Ende wurde

die Anfarbbarkeit der Schnitte kontrolliert.

3.2.3 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay = ELISA)

Da AP einen zentralen Faktor in der Alzheimer-Erkrankung einnimmt, war es von

Interesse, die AP-Last in den mit Amitriptylin-therapierten sowie den unbehandelten

Tieren zu bestimmen und zu vergleichen. Unter dieser Prdmisse wurde neben der

Analyse der AB-Ansammlungen mittels der IHC die Ausprdgung von AB40 als auch

von AB42 im Blutplasma und verschiedene Gehirnhomogenaten der Tiere mithilfe eines

ELISAs identifiziert.

3.2.3.1 Vorbereitungen fiir ELISA

3.2.3.1.1 Prdparation von Gehirnhomogenaten

Die Gewinnung der Gehirnhomogenate erfolgte nach bekannten Protokollen (33), (107).
Die Gewebestiicke wurden mechanisch in einer TBS-Losung im Verhéltnis 100mg
Probenmaterial zu 500ul TBS zermahlen und homogenisiert. Die Losung war mit einem
Proteasechemmer-Mix angereichert, um die Amyloidpeptide zu schiitzen. Fiir 30
Minuten bei 4°Celcius unter 16000xg wurde das Homogenat zentrifugiert. Durch diese
Technik separierte man die TBS-16slichen Gehirnbestandteile von den unldslichen.
Diese obere Phase setzte sich aus parenchymalen und im Zytosol vorliegenden,
wasserloslichen Proteinen zusammen (hauptsidchlich AB-Monomere) (33). Vorsichtig
extrahierte man diesen Uberstand und gefror ihn bei -80°Celsius fiir die spitere
Weiterverarbeitung ein (= TBS-Fraktion).

Den unléslichen Pellets substituierte man eine 1% Triton-X 100 haltige TBS-Losung im
Verhiltnis (1:5). Notwendig war auch hier, dass das Reagenz mit Proteasechemmern
versehen war. Durch die nachfolgende Inkubation der Proben fiir 5 Minuten in einem
4°C kalten Wasserbad in einem speziellen Ultraschallgerdt (Transsonic T780), erhohte
sich die Homogenitit der Probenldosung. Im néchsten Schritt wurden die

Untersuchungsansétze fiir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert (16000xg) und auf diesem
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Weg der TBS-T-16sliche Uberstand (vermehrt AB-Oligomere) separiert und bei -80°C
konserviert (= TBS-T-Fraktion).

Die zuriickgebliebenen unldslichen Fragmente wurden in Relation 1:5 mit eiskaltem
Guanidinpuffer (Zusammensetzung sieche Material) versehen. Die erhaltene Losung
wurde fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur mittels Schwenkbank kontinuierlich
vermengt. Ein letztes Mal wurden die Proben bei 4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert
(16000xg) und der Uberstand mit enthaltenen fibrilliren AP-(Plaque)-Bestandteilen
gewonnen (= Guanidin-Fraktion).

Durch die beschriebene Vorgehensweise resultierten eine TBS-, eine TBS-T- und eine

Guanidin-Fraktion.

3.2.3.2 Protokoll ELISA

In den oben gewonnen Homogenaten sowie im anfangs gewonnenem Plasma der
TgCRNDS8-Alzheimer-Miuse wurden durch das ELISA die AP40- und Ap42-
Peptidkonzentrationen bestimmt. Pro Gehirn wurden demnach 3 Gehirnproben und eine
Plasmaprobe auf AB42 und AB40 analysiert.

Eingesetzt wurden die ELISA Kits von Invitrogen fiir Human AB40 und Human AB42

und die entsprechenden Arbeitsanleitungen der Firma.

Binden des Antigens an AK-beschichtete Platten:

Die Wells der ELISA Platten verfligten iiber eine Beschichtung mit einem spezifischen
monoklonalen AK. Dieser sogenannte Fang-Antikorper richtete sich gegen das NHo-
Ende der AB40- bzw. AB42-Peptide. Systematisch pipettierte man je 50ul Probenlésung
sowie Standardlosungen mit synthetisierten AP40- bzw. AP42-Peptiden der
Konzentrationen 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml, 31,25pg/ml, 15,63pg/ml, 7,81pg/ml
und Opg/ml in die Wells der AB40- und AP42-Platte. Enthaltene AG banden mit ihrem
Epitop an den Antikorper.

Zwecks Nullabgleiches wurde ergidnzend 50ul Standard-Verdiinnungspuffer in ein

separates Well liberfiihrt.
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Primérantikorper:

Jedem Reagenz wurden 50pul einer Antikorperlosung spezifisch fiir ein weiteres Epitop
des selben AG's, dem Carboxylteil (COOH-), substituiert. Die Platten wurden sorgfaltig
mit Parafilm versiegelt und fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur auf einer Schwenkbank
inkubiert.

Nach Ablauf der Zeiteinheit wurden ungebundene Bestandteile in den Wells vorsichtig
aspiriert. Griindlich wurden die Proben 4x mit je 400ul Losung aus (25x)
Waschpufferkonzentrat und destilliertem Wasser (1:25) gereinigt.

Verbindungskomponente Sekundirantikorper:

Im weiteren Verfahren wurde jedem Ansatz 100ul eines Reagenz aus (100x)
Peroxidase-gekoppeltem Sekundirantikorper (Anti-Rabbit IgG HRP) und einer HRP-
Verdiinnungslosung (im  Verhédltnis 1:100) verabreicht. Dieser heftete sich
gegebenenfalls an den Hasen-Primérantikorper an. Wieder wurden die Platten bedeckt
und fiir 30 Minuten bei Zimmertemperatur gelagert.

Ungebundene Bestandteile wurden nachfolgend abgetragen und die Wells 4x mit der

obigen Waschlosung gesédubert.

Detektionssystem:

Die Registrierung der Amyloidkonzentration erfolgte durch den enzymatischen
Substratumsatz bzw. der damit einhergehenden Farbentwicklung, durch die
Sekundérantikdrper gebundenen Peroxidase. Als Substrat fungierte das Chromogen
Tetramethylbenzidin, von welchem 100ul pro Well verwendet wurde. Unter Ausschluss
einer Lichtquelle inkubierten die Proben fiir 30 Minuten.

Fiir den Vergleich der Ansédtze wurde nach genau dieser Zeitdauer die Enzymreaktion
durch die Stopplosung beendet. Eingesetzt wurden 100ul pro Well, dessen Reagenzien

sich von blau nach gelb verfarbten.

3.2.3.3 Auswertung ELISA
Mit dem Mikroplattenlesegerit von Sunrise und dem zugehorigen Excel Plug-in wurde
die Absorption des Wells ohne Ap-Last sowie der Wells mit den bekannten

Standardkonzentrationen und der einzelnen unbekannten Proben fiir eine Wellenlédnge
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von 450nm bestimmt. Die jeweilige Absorption der Referenzwellenlénge von 570nm
wurde subtrahiert. Die Differenz des AB-freien Wells diente dem Nullabgleich. Durch
die so moglich gewordene Skizzierung der Absorptionswerte der Proben gegen ihre
bekannten Standardkonzentrationen ermittelte man den AP42- bzw. AP40-Gehalt der

unbekannten Proben in pg/ml.

3.2.3.4 Gesamtproteinbestimmung

Die Amyloidkonzentrationen wurden gegen die Gesamtproteinkonzentration der TBS,
TBS-T und Guanidinproben ins Verhiltnis gesetzt. Eine Methode, um letztere zu
determinieren, war der Einsatz eines Bio-Rad Protein Tests. Dieser basierte auf dem
Verfahren nach Bradford und enthielt demnach den Farbstoff Coomassie®Brillant Blue
G-250, welcher nach Proteinbindungen sein Absorptionsmaximum von 465nm nach
595nm verlagerte (108).

Nach dem Protokoll fiir das Protein-Assay der Firma Bio-Rad wurde in je eine Kavitit
einer 96-Mikrotiterplatte 10ul Probenlosung oder verschiedene Standardlésungen (aus
Albumin Fraktion V aus Rinderserum) und 200ul verdiinnte Farbstofflosung, bestehend
aus 40ul Farbstoffreagenzkonzentrat (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio
Rad) und 160ul destilliertem Wasser, gegeben und durch mehrmaliges Aufziehen mit
der Pipette gut vermischt.

Nach 5 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595nm mit
einem Mikroplattenlesegerdt gemessen. Anhand der Standardkurve liel sich die

Proteinkonzentration eruieren.

3.2.4 Quantitative Echtzeit Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (qRT-
PCR)

Um die Ausprigung der entziindlichen Reaktion in TgCRNDS§-Alzheimer-Miusen mit

und ohne Applikation von Amitriptylin zu vergleichen, wurden folgende Transkript-

expressionsraten mittels der qRT-PCR gemessen: TNF-a, iNOS, IL1B, CCL-2 und

IL-10. Desweiteren determinierte man die cDNS-Konzentrationen der neurotrophen

bzw. neuroprotektiven Substanzen IGF-1, BDNF, Arc und NMDA-RI.
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3.2.4.1 Vorbereitungen fiir gRT-PCR

3.2.4.1.1 RNS-Isolation

Die Gesamt-RNS der 0,5mm dicken Gewebeschnitte des rechten Gehirns wurden nach
dem firmeneigenen Protokoll von Invitrogen fiir Trizol®Reagent (Cat. No. 15596-018)
extrahiert. Diese Methode, basierend auf der Technik von Chomczynski und Sacchi

(109), beinhaltete die folgenden Schritte:

Homogenisierung:

Zu Beginn wurde das Gewebe eines Gehirnes in Iml Trizol®Reagent gelost und homo-

genisiert. Die Zellen wurden dadurch lysiert, die RNS gelost und RNasen deaktiviert.

Phasenseparation:

Um Nukleoproteine abzusondern, inkubierte die jeweilige Losung fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur. Im Sinne der Phasenseparation wurde der Probe 0,2ml Chloroform
zugesetzt, die Losung 15 Sekunden geschiittelt und fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur
gelagert. Fir 15 Minuten wurde die Fliissigkeit unter 4°Celsius bei 12000xg
zentrifugiert, wodurch sie sich in drei Phasen separierte. Der farblose Uberstand wurde

in ein weiteres Gefal} transferiert, er beinhaltete die RNS.

RNS-Ausfillung:

In letzteres Gefd3 wurde 0,5ml Isopropylalkohol pipettiert und fiir 10 Minuten bei RT
verwahrt. Nach anschliefender 10-miniitiger Zentrifugation bei 12000xg (4°Celsius)
wurde erneut der Uberstand entfernt und verworfen. Die RNS hatte sich an der

Gefdflwand abgesetzt.

Waschen und Resuspensieren:

Die RNS-Prézipitate wurden mit 1ml 75%Ethanol gevortext und fiir 5 Minuten bei
7500xg zentrifugiert (4°Celsius). Der Ethanol wurde verworfen und die Pellets fiir die
gleiche Zeitdauer angetrocknet.

Letztlich wurde die erhaltene Gesamt-RNS in RNase-freiem Wasser durch mehrmaliges

Anziehen mit der Pipette und 10 miniitige Inkubation bei 55°Celsius geldst.
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Mittels Absorptionsmessungen wurden die RNS-Konzentration und die Reinheit der

Probe bestimmit.

3.2.4.1.2 DNS-Elimination
Die Gesamt-RNS konnte nach der obigen Extraktion Spuren von Doppel- oder
Einzelstrang-DNS enthalten. Da diese die Ergebnisse der PCR beeinflusst hétten,
mussten die Reste der DNS mithilfe einer DNase eliminiert werden. Unter dieser
Pramisse wurden nach dem Arbeitsprotokoll fiir RQ1 RNase-Free DNase (Cat.#
M6101) in eine PCR-Tube folgende Substanzen/Losungen gefiillt und fiir 30 Minuten
bei 37°C in der PCR-Maschine verwahrt:

e 8ul RNS-Probe in RNase-freiem Wasser (3ug isolierte RNS bis auf 8ul mit

RNase freiem Wasser auffiillen),

e 1ul RQ1 RNase-freie DNase 10x Reaktionspuffer und

e 1ul RNS RQI RNase-freie DNase.
Die Zugabe von 1pl RQI DNase Stopplosung nach Ablauf der Zeit beendete die
Reaktionen. Die Inaktivierung der DNase erfolgte durch die Inkubation fiir 10 Minuten

bei 65°C der obigen Losung.

3.2.4.2 Protokoll gRT-PCR

Reverse Transkription:

Die gewonnene Gesamt-RNS war erst durch Transformation dieser in einen
komplementdren DNS-Strang der quantitativen Echtzeit Polymerasekettenreaktion
zugénglich. Diese Umwandlung wurde unter Verwendung einer Reversen Transkriptase
von Invitrogen (Superscript II Reverse Transcriptase) nach dem firmeneigenen
Protokoll realisiert.
Die Ausgangslosung setzte sich aus

e der isolierter RNS-Probe,

e 1ul (250ng) Primern (Random Primers Hexamers, Invitrogen) und

e [ul Nukleotidenmix (je 10mM) zusammen.
Die Reagenztuben wurden 5 Minuten bei 65°C im PCR-Gerét gelagert und unmittelbar
danach fiir 1 Minute in ein Eisbad gestellt. Die Proben wurden griindlich mit 4ul 5x
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Erststrang Puffer sowie 2ul (0,1M) DTT vermengt und fiir 2 Minuten bei 25°C
inkubiert.

Im néchsten Schritt fiigte man der Losung 1ul SuperScript II Reverse Transkriptase
hinzu und lagerte die Proben zuerst fiir 10 Minuten bei 25°C, danach fiir 50 Minuten bei
42°C in der PCR-Maschine.

Durch eine Erhitzung des Materials fiir 15 Minuten auf 70°C stoppte man die Reaktion.
Unmittelbar nach diesem Arbeitsschritt schloss sich die Analyse der Proben durch die

quantitative Echtzeit-PCR an.

Quantitative Echtzeit Polymerasekettenreaktion:

Nach diesen vorbereitenden Mallnahmen erfolgte die eigentliche Semiquantifizierung
der RNS- bzw. der cDNS-Template der Gehirnproben durch die Echtzeit
Polymerasekettenreaktion. Im Sinne dieser wurde pro Well nach den Protokollen der
verwendeten Substanzen eine Reaktionslosung angesetzt aus:

e 10ul (2x) DyNAmo™ Flash Probe qPCR Kit Master mix (bestehend aus einer
TbrDNS-Polymerase und Desoxyribonukleosidtriphosphaten sowie
Magnesiumchlorid und einer Pufferlosung, welche optimale Reaktions-
bedingungen fiir die Polymerase gewihrleisteten) gemischt mit

e (50x) ROX Referenzfarbstoff (normalisierende Komponente) und

e lul (20x) TagMan®Gene Expression Assay (spezifischer Primern Mix und
spezifische TagMan Sonden fiir die entsprechende Mediator- bzw. Parameter-
sequenz).

Diese Reaktionslosung wurde systematisch und moglichst ohne Luftblasen in eine 96-
Well-Platte pipettiert. Die zu analysierenden Proben bestehend aus

e 8ul RNase freiem H,O und

e 1ul cDNS des zu untersuchenden Gehirns wurden zugegeben.

Sorgfiltig wurde die Platte mit einer optischen Folie versiegelt. AnschlieBend
iiberfiihrte man die Platte in das PCR-Geriét. Als solches diente das 7500 Fast Real-
Time PCR System von Applied Biosystems.

Initial wurden die Proben zwei Minuten unter 50°Celsius gelagert. Im zweiten Schritt
bewirkte eine 10 miniitige Inkubation bei 95°C die Aktivierung der DNS-Polymerase.

Desweiteren wurde durch die Inkubation gewihrleistet, dass alle Doppelstrange (z.B.
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auch Hybride von Primern) aufgebrochen wurden und eine einheitliche
Ausgangssituation vorlag (110).

Es folgten 40 Zyklen der Amplifizierung. Jeder Zyklus der PCR begann mit der
erneuten Auftrennung der Doppelstringe der DNS (fiir den ersten Durchgang eigentlich
nicht nétig). Diese Denaturierung erfolgte bei 95°Celcius fiir 15 Sekunden. Der
Thermocycler kiihlte die Losungen fiir eine Minute auf 60°Celsius ab, sodass sich die
Primer sowie die spezifische TagMan-Sonde an die Einzelstrang-DNS anheften
konnten. Durch den Einsatz von spezifischen Primern, welche nur an das jeweilige 5°
Ende der gesuchten DNS-Matrize banden, veranlasste man die Vervielfiltigung
ausschlieflich dieser in einem heterogenen Nukleinsdurepool. Auch die TagMan-
Sonden wurden nach dem zu detektierenden komplementiren DNS-Abschnitt des
mRNS-Transkriptes eines Mediators/Parameters ausgewdhlt. Diese Sonden waren
Oligonukleotidstringe und hybridisierten mit ihrer jeweiligen DNS—Sequenz zwischen
den Anlagerungsstellen der beiden Primer. Sie beinhalteten an ihrem 5° Ende einen
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff sowie einen sogenannten Quencher (Akzeptor) am 3°
Ende mit einem Polymerase blockierenden Phosphatrest. Durch diese rdumliche Néhe
war der Quencher in der Lage, durch Energietransfer die Fluoreszenzemission des
Reporters bei einer spezifischen Wellenldnge zu minimieren (110).

Im selben Versuchsschritt (bei 60°Celsius) synthetisierte die DNS-Polymerase mithilfe
der Primer als Ausgangspunkte in 3° Richtung mit den Desoxyribonukleosidtri-
phosphaten einen korrelativen DNS-Strang. Traf sie auf die angelagerte TagMan-Sonde,
spaltete sie diese durch ihre intrinsische 5'—3 Exonukleaseaktivitit und
vervollstindigte den Doppelstrang. Durch die Separation des Reporters von dem
Quencher resultierte eine verstdrkte Fluoreszenzemission des Reporters nach Reizung.
Da nach jedem Replikationszyklus eine hohere Anzahl gespaltener Sonden vorlag, stieg
auch die Reporterfluoreszenzemissionrate der Probe an, welche von der Software SDS
v1.3.1 registriert wurden (111).

Ein neuer Zyklus schloss sich an, indem die synthetisierte komplementére Matrize nach

Trennung der Doppelstrange ebenfalls als Vorlage zur Verfiigung stand.
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Abb. 6 Schematische Demonstration der Wirkungsweise der TagqMan-Sonde

Die TagMan Sonde mit dem Reporter Fluoreszenzfarbstoff und dem Quencher (Akzeptor) band
spezifisch an ihren DNS-Abschnitt. Erreichte die DNS-Polymerase (hier nicht gezeigt) den
Bindungungsort der Sonde, spaltete sie diese und sorgte fiir die Trennung des Reporters vom Quencher.
Darauthin erzeugte der Reporter detektierbare Fluoreszenz. (Arya M, Shergill IS, Williamson M,
Gommersall L, Arya N, Patel HRH. Basic principles of real-time quantitative PCR. Expert Rev. Mol.
Diagn., 2005. 5;2:209-219).

3.2.4.3 Auswertung qRT-PCR

Die Amplifikationskurve der Nukleinsidure verlduft typischerweise sigmoidal. Nach
anfianglichem sehr flachem Verlauf verzeichnet man einen exponentiellen Anstieg.
Sobald sich die Versuchsbedingungen verschlechtern, z.B. die Substrate verbraucht sind
oder die akkumulierten Reaktionsprodukte vermehrt miteinander interferieren, fallt die
Steigung der Kurve bis auf Null (= Plateau-Effekt) (111). Gemessen wurde ein
definierter Ct-Wert (= Threshold Cycle Wert) fiir alle Gene sowie fiir ein
Housekeeping-Gen. Da dieser Punkt im exponentiellen Bereich lag, nahm man eine
nahezu 100% Effizienz der Reaktionen an - eine Voraussetzung fiir den Vergleich der
Proben und fiir die Reliabilitdit. Das hieB, pro Zyklus verdoppelte sich die
Matrizenanzahl, sodass von der Anzahl der Zyklen auf die relative Anzahl der DNS
geschlossen werden konnte. Folglich erreichte eine groflere Menge Ausgangs-DNS
diese Bedingung nach einer niedrigeren Zyklusanzahl als eine geringere Menge. Das
schloss jedoch mit ein, dass die kleinsten Mengenunterschiede in der anfinglichen
Probe zu massiven Ungleichgewichten fiihren konnten. Um solche Fehler zu

kompensieren, bediente man sich des Housekeeping Genes 18SRNS zur Normierung.
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Unter der Annahme, dass jede Zelle eine konstante Expression dieser 18sRNS aufwies,
bedeutete dies, dass systematische Fehler bei der Probengewinnung und Verarbeitung in
gleichen Umfang den Ct-Wert dieser 18sRNS beeinflussten als auch den der zu
analysierenden mRNS-Sequenzen (110), (111). Auch die Amitriptylingabe bewirkte
keine signifikante Modifikation des Ct-Wertes von 18sRNS im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Man bediente sich der aufgezeigten Formel:

2(Ct(18sRNS)—Ct(zu analysierende mRNS))

Die Ergebnisse wurden fiir die Amitriptylin- und ihre Kontrollgruppe fiir jedes Gen
gemittelt. Auf diese Weise gelang die Darstellung der Transkriptanzahl eines Genes

bezogen auf 18sRNS.
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4 Ergebnisse

4.1 Mikrogliaanzahl

4.1.1 Geringere Anzahl Iba-1 positive Zellen im Hippocampus von ASM-gehemmten
TgCRND8-Alzheimer-Mausen im Vergleich zu ASM-ungehemmten TgCRNDS8-
Alzheimer-Mdusen

Mit der Immunhistochemie wurden vier mediale Sagittalschnitte einer linken

Gehirnhdlfte im Abstand von 70um mittels des Antikorpers Iba-1 auf ihre

Mikrogliaanzahl analysiert. Gezdhlt wurden nur die Mikrogliazellen in einem

definierten Bereich - dem Hippocampus. Es wurden lediglich die Zellen addiert, die

einen mit Himalaun angefirbten Zellkern aufwiesen. Nach diesen Kriterien berechnete
man die Mikrogliaanzahl pro Quadratmillimeter. Diese betrdgt flir die unbehandelten

Tiere (n=6) 146,13+16,49 Zellen/mm?, hingegen fiir die ASM-gehemmten Méuse (n=5)

123,85+14,5 Zellen/mm?. Das definierte Signifikanzniveau o= 5% ist mit einem p-Wert

von 0,043 erfiillt.

Auffallend oft prédsentieren sich Mikrogliazellansammlungen, sowohl in der

Kontrollgruppe als auch in den mit Amitriptylin behandelten Tieren, in dem Kleinhirn

zugewandten Hippocampusregionen. Dieser Trend wurde mikroskopisch iiber alle vier

Schnitttiefen festgestellt, jedoch nicht weiter untersucht.

Morphologisch stellen sich die Iba-1 positiven Strukturen, als Zellen mit wenig

Zytoplasma und zahlreichen verzweigten Armchen dar. Die Morphologie der Mikroglia

der zwei Gruppen wurde lichtmikroskopisch verglichen. Auf diese Weise zeigen sich

jedoch keine eindeutigen Gestaltdifferenzen.
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Abb. 7 Hippocampusregion einer ASM-ungehemmten TgCRND8-Maus (10x)

Iba-1 positive Zellen (Mikrogliazellen) sind braun dargestellt.

Abb. 8 Hippocampusregion einer ASM-gehemmten TgCRND8-Maus (10x)

Iba-1 positive Zellen (Mikrogliazellen) sind braun dargestellt.
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Abb. 9 Hippocampusregion einer ASM-ungehemmten TgCRND8-Maus (20x)

Iba-1 positive Zellen (Mikrogliazellen) sind braun dargestellt.

Abb. 10 Hippocampusregion einer ASM-gehemmten TgCRNDS8-Maus (20x)

Iba-1 positive Zellen (Mikrogliazellen) sind braun dargestellt.
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Um die Spezifitit der Antikorper zu priifen, wurden {iber die eigentliche Farbung hinaus
Kontrollfarbungen durchgefiihrt. So konnten durch den Einsatz eines isotypengleichen
AK anstelle des Primirantikorpers etwaige unspezifische Bindungen detektiert werden.
Es farbten sich nach Inkubation eines solchen Isotyp-AK weder in den Préparaten der
ASM-gehemmten noch der ungehemmten Méuse Gewebestrukturen an. Damit kann
von einer sehr geringen bzw. keinerlei Ausprigung von unspezifischen Bindungen des
Primédrantikérpers mit Strukturen, die nicht seinem eigentlichen Antigen entsprachen,
ausgegangen werden (Abb. 11).

Dariiber hinaus ist Anti-Ibal ein gut definierter AK (sieche firmeneigene
Produktinformationen, Tab. 6), der schon in fritheren Studien auf unterschiedlichste
Weise auf seine Spezifitit gepriift wurde (sieche Diskussion 5.2).

Die Spezifitdt des Sekundérantikdrpers wurde durch Negativkontrollen, d.h. Farbungen
von Schnitten ohne Verwendung des Primédrantikdrpers Iba-1, untersucht. Auch hier
bestitigte sich eine hohe Spezifitét, da sich keinerlei bridunliche Markierungen in den

Schnitten zeigten (Abb. 12).

e

200 pm

— ' i
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Abb. 11 Hippocampusregion einer TgCRND8-Maus (10x)

Isotyp-Kontrollfairbung fiir Iba-1 AK mit polyclonal Rabbit Anti-Goat IgG
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Abb. 12 Hippocampusregion einer T¢CRND8-Maus (10x)

Kontrollfarbung fiir den Sekundarantikorper (ohne Primérantikdrper, d.h. ohne Iba-1 AK)

4.1.2 Nicht signifikant geringere Anzahl Mac-3 positive Zellen im Hippocampus von
ASM-gehemmten TgCRND8-Alzheimer-Mausen im Vergleich zu ASM-
ungehemmten TgCRND8-Alzheimer-Mausen

In aquivalenter Arbeitsweise wurden immunhistochemisch in vier Schnitten pro

Versuchstier mithilfe des Antikdrpers gegen Mac-3 v.a. aktivierte Mikrogliazellen

dargestellt. Auch hier zeigt sich eine reduzierte Mikrogliaanzahl in den ASM-

gehemmten TgCRNDB8-Alzheimer-Mausen (n=5). 84,60+12,11Zellen/mm? lassen sich
in dieser Gruppe im Mittel detektieren und somit weniger als in den unbehandelten

Artgenossen (n=6), welche 101,92+13,72Zellen/mm? aufweisen. Anzumerken ist, dass

diese Disparitdt mit einem p-Wert von 0,056 minimal das Signifikanzniveau von 0,05

verfehlte.

62



Ergebnisse

Abb. 13 Hippocampusregion einer ASM-ungehemmten TgCRNDS8-Maus (10x)

Mac-3 positive Zellen ((aktivierte) Mikrogliazellen) sind braun dargestellt.

Abb. 14 Hippocampusregion einer ASM-gehemmten TgCRNDS8-Maus (10x)

Mac-3 positive Zellen ((aktivierte) Mikrogliazellen) sind braun dargestellt.
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Abb. 15 Hippocampusregion einer ASM-ungehemmten TgCRNDS8-Maus (20x)

Mac-3 positive Zellen ((aktivierte) Mikrogliazellen) sind braun dargestellt.

Abb. 16 Hippocampusregion einer ASM-gehemmten TgCRNDS8-Maus (20x)

Mac-3 positive Zellen ((aktivierte) Mikrogliazellen) sind braun dargestellt.
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Der eingesetzte Mac-3 Primarantikorper ist ein gut charakterisierter AK (siche
firmeneigene Produktinformationen, Tab. 6, (99), (100)).

Auch fiir diesen AK wurden iiber die eigentlichen Farbungen hinaus Kontrollfarbungen
durchgefiihrt. So konnten unspezifische Bindungen durch den Einsatz von
isotypengleichen AK anstelle des Primérantikorpers liberpriift werden. Die Inkubation
der Schnitte mit diesem Isotypen-AK ergab keine Anfarbungen in den ASM gehemmten
und ungehemmten TgCRND-8 Méusen (Abb. 17).

Die Sperzifitit des Sekundérantikorpers erwies sich durch das Nichtanfiarben von

Kontrollschnitten, welche zuvor nicht mit Primédrantikrper inkubiert worden waren

(Abb. 18).

Abb. 17 Hippocampusregion einer T¢CRND8-Maus (10x)

Isotyp-Kontrollfarbung fiir Mac-3 AK mit purified monoclonal Rat IgG
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200 Mm

Abb. 18 Hippocampusregion einer T¢CRND8-Maus (10x)

Kontrollfarbung fiir den Sekundéarantikérper (ohne Primérantikdrper, d.h. ohne Mac-3 AK)

4.2 AB-Last

4.2.1 Nicht signifikant geringere AB-Plaqueexpression in Gehirnschnitten von ASM-
gehemmten TgCRND8-Alzheimer-Mausen im Vergleich zu ASM-ungehemmten
TgCRND8-Alzheimer-Mausen

Die AB-Plaqueausprigung in den Versuchstieren wurde durch die Immunhistochemie

und das ELISA quantifiziert. Mithilfe der ersteren analysierte man vier Schnitte einer

linken Gehirnhilfte im Abstand von 70um auf ihre Plaquedichte im Hippocampus. Es
wurde der Mittelwert fiir jedes Gehirn aus den vier Quotienten der Schnitte aus

Plaqueanteil durch Hippocampusanteil berechnet. Fiir die erhaltenen Ergebnisse wurde

weiterhin innerhalb einer Gruppe der Durchschnittswert kalkuliert. Ein gemittelter

prozentualer Plaqueanteil von 0,551% in einem Hippocampusanschnitt in den

Kontrollméusen (n=6), steht einem Anteil von 0,287% in den ASM-gehemmten

Artgenossen (n=5) gegeniiber. Dieser Trend ist jedoch nicht signifikant (p=0,255). Die

angefiigten exemplarischen Abbildungen zeigen die Plaqueausprigung (morphologisch

als braune diffuse Anfarbungen zu sehen) in der Hippocampusregion der Gruppen.

66



Ergebnisse

Abb. 19 Hippocampusregion einer ASM-ungehemmten TgCRNDS8-Maus (10x)

Anti-Human Beta Amyloid positive Bestandteile sind braun dargestellt.

Abb. 20 Hippocampusregion einer ASM-gehemmten TgCRND8-Maus (10x)

Anti-Human Beta Amyloid positive Bestandteile sind braun dargestellt.
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Abb. 21 Hippocampusregion einer ASM-ungehemmten TgCRND8-Maus (20x)

Anti-Human Beta Amyloid positive Bestandteile sind braun dargestellt

Abb. 22 Hippocampusregion einer ASM-gehemmten TgCRND8-Maus (20x)

Anti-Human Beta Amyloid positive Bestandteile sind braun dargestellt
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Ebenfalls fiir den AB-Primérantikoérper wurde eine Isotyp-Kontrolle durchgefiihrt. Wie
erwiinscht, farbten sich diese Negativkontrollschnitte weder in den mit Amitriptylin
behandelten noch in den unbehandelten Méusen an (Abb. 23).

Dartiber hinaus konnte durch das Nichtanfarben einer Wildtyp-Maus, also einer Maus
ohne APP-Mutationen und somit ohne Ap-Ausprigung, die Spezifitit des
Primérantikorpers in hochstem MaB3e bestétigt werden (Abb. 24).

Auch die Kontrollen fiir den Sekundirantikérper waren negativ und bewiesen somit
eine hohe Spezifitit des Sekunddrantikérpers gegentiber seinem Primérantikorper (Abb.

25).
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Abb. 23 Hippocampusregion einer T¢CRNDS8-Maus (10x)

Isotyp-Kontrollfairbung fiir Anti Human f-Amyloid AK mit PE Mouse IgG
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Abb. 24 Hippocampusregion einer Wildtyp-Maus (10x)

Kontrollfarbung fiir Anti Human B-Amyloid AK durch eine Wildtyp-Maus (ohne APP-Mutation)

Abb. 25 Hippocampusregion einer T¢CRND8-Maus (10x)

Kontrollfarbung fiir den Sekundérantikorper (ohne Primérantikorper, d.h. ohne Ap AK)

70



Ergebnisse

4.2.2 Geringere AB42- und AB42/AB40-Spiegel in Guanidin-Gehirnhomogenaten
von ASM-gehemmten TgCRND8-Alzheimer-Mdausen im Vergleich zu ASM-
ungehemmten TgCRND8-Alzheimer-Mausen

Neben der Immunhistochemie dokumentierte man mit dem ELISA die AB-Expression

im Gehirngewebe der Maiuse. In den drei angefertigten Gehirnhomogenaten (TBS,

TBS-T oder Guanidin) der rechten Hemisphidre wurden fiir die ASM-ungehemmten

Alzheimer-Tiere (n=7) und die ASM-gehemmten Nager (n=6) die jeweiligen

Konzentrationen von AB42 bzw. AB40 und der dazugehdrige Quotient untersucht. Die

Ergebnisse wurden fiir die einzelnen Gruppen gemittelt. In den TBS-Ldésungen

befanden sich hauptsédchlich die AB-Monomere, in der TBS-T-Losung vermehrt die

Oligomere. Mittels der Guanidinlosung wurde die Konzentration fibrillarer Ap-

(Plaque)-Bestandteile eruiert.

Wie aus Abb. 26, Abb. 27 und Abb. 28 zu entnehmen, liegt AB40 leicht vermehrt in der

TBS- und TBS-T-Fraktion der unbehandelten Tiere vor. Diese Trends erweisen sich als

nicht signifikant. Die AP40-Anteile in den jeweiligen Guanidinlésungen ndhern sich

einander an.

Nahezu betragsgleich priasentieren sich die AP42-Konzentrationen in den TBS-

Homogenaten der beiden Gruppen. Die absoluten Zahlen beziffern sich auf

23,68pgAP42/mg Gehirn in der Kontrollfraktion und 23,79pg AP42/mg Gehirn im

ASM-gehemmten Kollektiv. Anders verhalten sich diese in der TBS-T- und

Guanidinfraktion. Die mittlere AB42-Konzentration in der TBS-T-Ldsung ist in der mit

Amitriptylin behandelten Gruppe minimiert, allerdings weichen die einzelnen Werte

stark voneinander ab. Auch in der Guanidinlosung offerieren sich Werte von

betrachtlichem Unterschied, verdeutlicht durch einen zugehdrigem p-Wert<0,05.

Die Analysen der Mittelwerte aus den Quotienten von AB42 zu AB40 in der TBS- und

TBS-T-Fraktion ergeben nicht signifikante Ungleichheiten. Hingegen imponiert ein

vermindertes Verhidltnis aus den Peptiden in der Guanidinlosung fiir die ASM-

geblockten Tiere (p<0,05).

Aufzuzeigen ist, dass AB42 in allen Homogenaten deutlich weniger ausgeprégt vorliegt,

als AP40 (siche Verhéltnis aus AP42/AB40<0,6). Desweiteren présentieren sich in den

Guanidinfraktionen der Kontroll- und Amitriptylinprobanden héhere Konzentrationen

von AB40 und AB42 als in den jeweiligen TBS- und TBS-T-Homogenaten.
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Abb. 26 Vergleich der Spiegel von AB40, AB42 und dem AB42/AB40-Verhiltnis in TBS-Gehirnhomogenaten
von ASM-gehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Miusen u. von ASM-ungehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Tieren

In den TBS-Homogenaten lédsst sich kein signifikanter Effekt bzgl. des AP40-, AP42- oder des
APB42/AB40-Spiegel nach Amitriptylingabe dokumentieren. (Die eingetragenen Striche auf den Balken
zeigen den Standardfehler des arithmetischen Mittels an).
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Abb. 27 Vergleich der Spiegel von Ap40, AB42 und dem AP42/AB40-Verhiltnis in TBS-T-Gehirnhomogenaten
von ASM-gehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Miusen und von ASM-ungehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-
Tieren

In der mit Amitriptylin behandelten  Alzheimergruppe ldsst sich kein signifikanter
Konzentrationsunterschied von AB40 bzw. AB42 sowie des zugehdrigen Quotienten in der TBS-T-
Fraktion im Vergleich zur unbehandelten Gruppe ermitteln. (Die eingetragenen Striche auf den Balken
zeigen den Standardfehler des arithmetischen Mittels an).
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Abb. 28 Vergleich der Spiegel von ApP40, Ap42 und dem AB42/Ap40-Verhiltnis in Guanidin-
Gehirnhomogenaten von ASM-gehemmten TgCRNDS-Alzheimer-Miusen und von ASM-ungehemmten
TgCRND8-Alzheimer-Tieren

Der AP42-Gehalt sowie der Quotient aus AP42 zu AP40 der Amitriptylingruppe ist in der
Guanidinfraktion signifikant (*) gefallen. (Die eingetragenen Striche auf den Balken zeigen den
Standardfehler des arithmetischen Mittels an).

4.2.3 Geringere AB42- und AB42/ABA40-Spiegel im Blutplasma von ASM-gehemmten
TgCRND8-Alzheimer-Mausen im Vergleich zu ASM-ungehemmten TgCRNDS-
Alzheimer-Mdausen

Uber die Demonstration der verinderten AB-Last im Gehirngewebe der Tiere hinaus,

lasst sich eine modifizierte Auspriagung im Blutplasma der Méuse nachweisen. Durch

das ELISA determinierte man die Konzentration von AB42 und AB40 im Blutplasma
sowie ihr Verhéltnis zueinander. Die Werte wurden jeweils fiir die Amitriptylin- und

Kontrollgruppe gemittelt.

Der Spiegel von AB40 erreicht in der Kontrollgruppe einen Durchschnittswert von ca.

391pg/ml, das ASM-gehemmte Kollektiv dagegen verzeichnet 297pg/ml. Dariiber

hinaus ist der AP42-Gehalt in letzterem um 37% niedriger als in der Kontrollgruppe.

Der unterschiedliche Ap42-Gehalt erfiillt das Signifikanzniveau von p<0,05.

GleichermafBlen ergibt sich flir den Quotient von AP42 zu AP40 im Plasma ein

signifikanter Unterschied.
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Zusiétzlich kann man feststellen, dass die AP42- und AP40-Konzentration in der
Amitriptylin- und Kontrollgruppe weniger stark differieren (AB42/AB40>0.8) als in den
Gehirnhomogenaten der jeweiligen Gruppe (Abb. 26, Abb. 27, Abb. 28
AB42/AB40<0,6).
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Abb. 29 Vergleich der Spiegel von Ap40, AB42 und dem AP42/AB40-Verhiltnis im Blutplasma von ASM-
gehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Miusen und von ASM-ungehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Tieren

Die AP42- und AP40-Konzentrationen sowie ihr Verhéltnis zueinander sind im Plasma in der ASM-
gehemmten Einheit (teils) deutlich gefallen. (Ein mit * versehenes Balkenpaar symbolisiert einen
signifikanten Werteunterschied (mit p<0,05) der Kontrollgruppe gegeniiber der ASM-gehemmten
Gruppe. Die eingetragenen Striche auf den Balken zeigen den Standardfehler des arithmetischen Mittels
an).
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4.3 Entziindungsparameter

4.3.1 Hohere TNF-a-, IL-1B-, CCL-2-mRNS-Expression und geringere IL-10-mRNS-
Expression in ASM-gehemmten TgCRND8-Alzheimer-Mausen im Vergleich zu
ASM-ungehemmten TgCRND8-Alzheimer-Mausen

Mit dem Verfahren der quantitativen Echtzeit Reverse Transkriptase

Polymerasekettenreaktion gelang der Vergleich des mRNS-Gehaltes (iiber eine

komplementidre DNS) von iNOS, TNF-qa, IL-1B, CCL-2 und IL-10 in Gehirnproben der

mit Amitriptylin behandelten Mause (n=6) und der unbehandelten Tiere (n=7). Die
jeweiligen genormten Mittelwerte mit ihren Standardfehlern des arithmetischen Mittels
bzgl. einer Gruppe und Parameters ergeben die skizzierten Werte in

Abb. 30. Die Graphik spiegelt die Expression der Transkripte im Alter von 6 Monate

alten TgCRNDS8-Alzheimer-Méusen wieder.

Die Mittelwerte der Einheiten unterscheiden sich fiir iNOS mit einem p-Wert von 0,749

nicht bedeutsam von einander. Eine signifikante Ungleichheit (mit p<0,05) offeriert sich

fiir die Mittelwerte von TNF-a (Kontrollgruppe: 6,634E-09/18sRNS, ASM-gehemmte

Fraktion: 4,770E-08/18sRNS). Die Gegeniiberstellung des gemittelten Gehaltes des

Chemokins CCL-2 zeigt gleichermaBBen einen bedeutsam hoheren Spiegel in den

Amitriptylin-M&usen als in dem konkurrierenden Kollektiv. Es ldsst sich ein p-Wert

von 0,018 ableiten. Die durchschnittliche Expression von IL-1B in der ASM-

gehemmten Einheit belduft sich auf 4,349E-08/18sRNS, in der Kontrollgruppe auf
9,578E-09/18sRNS, sodass auch hier ein signifikanter Unterschied (p<0,05)
auszumachen ist.

Im Vergleich zu den erhohten Werten der obigen Parameter zeichnet sich die

Auspriagung von IL-10 durch einen gegenldufigen Charakter aus. Auch hier ergibt sich

ein p-Wert<0,05.

Folglich ist festzuhalten, dass lediglich fiir iNOS kein signifikantes Ungleichgewicht in

der Transkriptionsrate der zwei Kollektive zu beobachten ist.
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Abb. 30 Vergleich der Transkriptexpression von iNOS, TNF-a, IL-1p, CCL-2 und IL-10 in Gehirnproben von
ASM-gehemmten TgCRNDS-Alzheimer-Miusen und von ASM-ungehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Tieren

Mittels der qRT-PCR sind signifikant erhohte Transkriptionswerte fiir TNF-a, IL-13 und CCL-2 in der
ASM-gehemmten Gruppe sowie signifkant erniedrigte Werte fiir IL-10 gemessen worden. Lediglich fiir
iNOS ist kein signifikanter Unterschied ermittelt worden. (Ein mit * versehenes Balkenpaar symbolisiert
einen signifikanten Werteunterschied mit p<0,05 fiir den jeweiligen Parameter der Kontrollgruppe
gegeniiber der ASM-gehemmten Gruppe. Die eingetragenen Striche auf den Balken zeigen den
Standardfehler des arithmetischen Mittels an).

4.4 Neurotrophe und neuroprotektive Parameter

4.4.1 Hohere BDNF-, Arc- und NMDA-R1-mRNS-Expression in ASM-gehemmten
TgCRND8-Alzheimer-Mausen im Vergleich zu ASM-ungehemmten TgCRNDS-
Alzheimer-Mdusen

Mit der qRT-PCR wurde in gleicher Weise die Transkriptionsrate von IGF-1, BDNF,

Arc und NMDA-R1 in den TgCRNDS§-Alzheimer-Miusen mit und ohne Applikation

von Amitriptylin studiert. Abermals wurden die zugehdrigen Mittelwerte der 6 Monate

alten Maduse der Kontrollgruppe (n=7) und der ASM-gehemmten Fraktion (n=6)

bestimmt.
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Es lassen sich anhand dieser Methode erhohte Werte fiir IGF-1 nachweisen. Allerdings
erfiilllen diese mit einem p-Wert von 0,13 nicht die Kriterien der Signifikanz. Alle
anderen aufgefiihrten Marker erreichen einen p-Wert deutlich unter 0,05. So hat sich die
durchschnittliche Expression von Arc in der ASM-geblockten Gruppe verzehnfacht und
imponiert mit einem p-Wert von 0,000012. Auch BDNF und NMDA-R1 sind in diesen

Maiusen verglichen mit den unbehandelten Tieren in auferordentlich groen Mengen

transkribiert.
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Abb. 31 Vergleich der Transkriptexpression von IGF-1, BDNF, Arc und NMDA-R1 in Gehirnproben von
ASM-gehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Méusen und von ASM-ungehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Tieren

Mittels der qRT-PCR sind signifikant erhdhte Transkriptionswerte fiir BDNF, Arc und NMDA-R1 in der
ASM-gehemmten Gruppe gemessen worden. IGF-1 erfiillt die Signifikanzkriterien mit einem p-Wert von
0,13 nicht. (Ein mit * versehenes Balkenpaar symbolisiert einen signifikanten Werteunterschied mit
p<0,05 fiir den jeweiligen Parameter der Kontrollgruppe gegeniiber der ASM-gehemmten Gruppe. Die
eingetragenen Striche auf den Balken zeigen den Standardfehler des arithmetischen Mittels an).
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5 Diskussion

Der Morbus Alzheimer ist eine progressive Neurodegenerationserkrankung, deren
charakteristische Merkmale die Ausbildung von f-Amyloid und neurofibrillaren Biindel
darstellen (28). U. a. fungiert das AP als Stimulus fiir zahlreiche PRR's auf
Mikrogliazellen und aktiviert somit das Immunsystem, welches sich in der Folge
wiederum selbst anregt (26), (31). Das Immunsystem nimmt in der Alzheimer-
Pathologie eine ambivalente Rolle ein. Auf der einen Seite operiert es im Sinne seiner
physiologischen Abwehrfunktion, indem es durch Phagozytose AB-Plaques eliminiert
und neuroprotektiv wirken kann. Andererseits ist eine permanente Aufrechterhaltung
eines inflammatorischen Milieus zytotoxisch und fordert neuronale Dysfunktionen und
wahrscheinlich das Voranschreiten der Krankheit (31), (44), (45). Diese These wird
durch  Studien  unterstiitzt, in  denen eine  Langzeitapplikation  von
entziindungshemmenden Medikamenten, wie z.B. den NSAID's, den Beginn und die
Progression der Alzheimer-Erkrankung verzogern konnte (16).

Eine fundamentale Rolle im Entziindungsprozess iibernimmt wohl die ASM. Durch ihre
Synthese von Ceramid modifiziert sie die Membran und auf diese Weise deren
biophysikalischen Eigenschaften. So werden Rezeptorendichte, Vesikelformation und
letztendlich Signaltransduktionen als auch zelluldre Prozesse beeinflusst. Daher triggert
und kontrolliert die ASM (teilweise zusammen mit der neutralen Sphingomyelinase und
der Ceramid-Neusynthese) z.B. die Apoptose und inflammatorische Prozesse (75), (86).
Ein weiterer Grund fiir die vielseitige Einflussnahme der ASM koénnte der Umsatz von
Ceramid in diverse bioaktive Stoffe sein, welche teils kontrovers agieren konnen (76),
(86). Dementsprechend sollte sich auch eine Hemmung des Enzyms auf
unterschiedlichen Ebenen auswirken.

In Alzheimer-Patienten sind eine gesteigerte Aktivitit der ASM und ein erhohter
Ceramidlevel aufgezeigt worden. Nachgewiesen ist, dass AB-Oligomere in neuronalen
Zellkulturen das Enzym aktivieren (70), (76).

Wie erkennbar wird, sind jedoch die genauen Tétigkeitsbereiche der ASM sehr komplex
und nur mangelhaft geklart. Dies gilt auch fiir ihre Funktion im Pathomechanismus der

Alzheimer-Erkrankung.
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In dieser Dissertation korrelierte eine pharmakologische Intervention mit dem ASM-
Hemmstoff Amitriptylin von TgCRNDS8-Alzheimer-Miusen, im Vergleich zu
unbehandelten TgCRNDS8-Alzheimer-Méausen, mit:
e cinem signifikanten Riickgang der durchschnittlichen Iba-1 positiven
Mikrogliazellanzahl,
e cinem signifikanten Riickgang der durchschnittlichen AB42-Konzentration in
den Guanidingehirnhomogenaten sowie in den Plasmaproben,
e cinem signifikanten Riickgang der durchschnittlichen AB42/AB40-Relation in
den Guanidingehirnhomogenaten sowie in den Plasmaproben,
e cinem signifikanten Anstieg der durchschnittlichen Transkriptionsrate von
TNF-a, IL-1B, CCL-2,
e cinem signifikanten Riickgang der durchschnittlichen Transkriptionsrate von
IL-10,
e cinem signifikanten Anstieg der durchschnittlichen Transkriptionsrate von

BDNF, Arc, NMDA-R1.

5.1 Versuchsgruppen

Grundlage aller durchgefiihrten Experimente boten 13 transgene Méuse vom Typ
TgCRNDS8 im Alter von 6 Monaten. 6 der Versuchstiere wurden mit dem ASM-
Hemmstoff Amitriptylin behandelt. Die 7 unbehandelten Mause dienten der Kontrolle.
Alle Méuse wiesen ein doppelt mutiertes APP-Gen auf und bildeten frithzeitig AP aus
(101). Daher dienten die Tiere als Modell der Alzheimer-Erkrankung bzw. der
Amyloidogenese. Dadurch lieen sich die Auswirkungen der pharmakologischen
Intervention der ASM durch Amitriptylin auf die Alzheimer-Pathologie bzw. auf die
Amyloidogenese iiberhaupt erst analysieren. Zumal konnte die Intervention in einem
Organismus tUberpriift werden. Allerdings imitierten die transgenen Méuse den Morbus
Alzheimer nicht auf allen Ebenen. So bildeten die TgCRND8-Méause keine
neurofibrilliren Biindel aus (101). Weiterhin muss beriicksichtigt werden, dass
Ergebnisse auch speziesabhingig sein konnen, sodass diese nur unter Vorbehalt von
einem Maus-Modell auf den Menschen iibertragen werden konnen. Dariiber hinaus

wiren groflere Versuchsgruppen aussagekriftiger und daher wiinschenswert gewesen.
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Eingesetzt wurde der, u.a. von Kornhuber und Mitarbeitern zertifizierte, ASM-Inhibitor
Amitriptylin (80). Das trizyklische Antidepressivum bewihrte sich schon in anderen
Alzheimer-Studien als Hemmstoff der ASM. Als Beispiel ist die Forschungsarbeit von
Xuan und Kollegen zu nennen, in dessen Studie sich nach Stimulation mit AP42-
Peptiden ein verminderter Ceramidlevel in zuvor mit Amitriptylin behandelten
dendritischen Zellen der Maus im Vergleich zur unbehandelten Zellgruppe présentierte
(78). Allerdings kann Amitriptylin als indirekter funktionaler Hemmstoff neben der
ASM auch weitere lysosomale Enzyme wie die kontrovers agierende saure Ceramidase
hemmen. Reduzierte Ceramidlevel unter Amitriptylinbehandlung implizieren jedoch
eine mogliche Préferenz des trizyklischen Antidepressivums bzgl. der ASM (68). Die
Determinierung des Ceramidspiegels wire dennoch in dieser Dissertation niitzlich
gewesen.

Weiterhin muss in Erwédgung gezogen werden, dass die Auswirkungen der
Amitriptylingabe in vivo auch von unbekannten, nicht-lysosomal gelegenen

Zielfaktoren abhdngen konnten.

5.2 Fragestellung 1: Wie wirkt sich die Gabe von Amitriptylin als Hemmstoff
der ASM auf die Mikrogliaanzahl im Gehirn von TgCRND8-Alzheimer-

Mausen aus (IHC) ?

Die Mikrogliazelle reagiert als eine der ersten Defensivzellen im ZNS auf Pathogene. In
diesem Sinne identifiziert sie auch AP {iber PRR als Pathogen und triggert darauthin
eine Entziindungsreaktion (26). Demgeméill belegen Studien die Aktivierung und
Ansammlung der Zellen schon in frithen Stadien der Alzheimer-Erkrankung (55), (58).
Der Mikrogliazelle wird eine Schliisselrolle in der neurodegenerativen Erkrankung
zugeschrieben. Zum einen eliminiert sie als Phagozyt AB-Depots und produziert
neurotrophe Substanzen wie BDNF und IGF-1. Zum anderen unterstiitzt sie durch eine
Unterhaltung von zytotoxischen Entziindungsprozessen die Progression der Alzheimer-
Pathogenese. So ist sie neben Astrozyten und Neuronen eine wichtige Quelle von

entziindungsfordernden Mediatoren und produziert selbst auch A (16), (26), (45).
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Daher sollten die Auswirkungen der ASM-Hemmung auf die AB-Last, die Expression
von entziindlichen sowie von neurotrophen Mediatoren/Parametern mit dem Effekt auf
die Mikrogliazellanzahl verglichen werden (siehe auch 5.3, 5.4, 5.5.).

Die Anzahl der Mikrogliazellen wurde mittels der Immunhistochemie erforscht, eine
bewihrte Methode zur Beurteilung der Morphologie von Gewebeproben und dem
Nachweis bestimmter Strukturen (102). Das grof3te Problem dieser Methode ist jedoch
die mogliche mangelnde Spezifitit der verwendeten AK fiir ihr AG, d.h. dass die AK
Strukturen anfdarben konnten, die nicht ihren eigentlichen AGen entsprechen und so zu
falsch positiven Ergebnissen fithren konnten. Daher wurden nur AK ausgewéhlt, deren
Herkunft und deren immunisierendes AG bekannt waren (siche jeweilige firmeneigene
Produktinformationen, Tab. 6).

AuBlerdem wurden fiir alle verwendeten Primirantikérper entsprechende Isotyp-
Kontrollen, die etwaige unspezifische Bindungen detektieren wiirden, durchgefiihrt. Die
Spezifitit der Sekundérantikdrper wurde iiberpriift, indem man bei den Farbungen den
Primdrantikérpers auslieB. Alle Isotyp-Kontrollen und die Kontrollen der
Sekundérantikorper waren wie verlangt negativ (Abb. 11, Abb. 12, Abb. 17, Abb. 18).
Dariiber hinaus belegten verschiedene Studien die Spezifitit der AK. So wurde fiir Anti-
Iba-1 mehrfach gezeigt, dass der AK eine fiir Iba-1 typische Bande bei 17kDa speziell
in Mikrogliazellproben, nicht jedoch in Proben von Neuronen oder Astrozyten im
Western Blot markierte (94), (95). Immunzytochemische Untersuchungen belegten ein
kongruentes Farbemuster nach Doppelstaining mit Iba-1-AK und einem etablierten
Mikrogliazell-AK (anti-ED-1 AK), nicht jedoch bei gleicher Markierung mit
Neuronen-, Astrozyten-, oder Oligodendroglia-spezifischen Markern (95). Auch in der
Immunhistochemie zeigten sich dhnliche Morphologien (Zellen mit wenig Zytoplasma
und diinnen Zellirmchen) und Verteilungsmuster nach Farbung mit Iba-1-AK im
Vergleich zu einem bekannten Mikroglia-spezifischen AK (0OX-42) und auch im
Vergleich zu fritheren Publikationen (95), (112). Diese Morphologie ist ebenso in der
vorliegenden Doktorarbeit nachzuweisen (Abb. 7, Abb. 8, Abb. 9, Abb. 10). So kann
aus oben genannten Griinden von einer hohen Spezifitit des Anti-Iba-1-AK fiir
Mikrogliazellen bzw. Iba-1 ausgegangen werden.

Der AK gegen AG Mac-3 auf der Oberfliche von Zellen des mononuklearen-
phagozytiren Systems (hier den Mikrogliazellen) ist ebenfalls gut charakterisiert (siche
firmeneigene Produktinformationen, Tab. 6, (99), (100)). Dieser AK des Clones M3/84
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farbt im Durchschnitt eine Bande bei 110 kDa (die Variabilitidt der Bande héngt wohl
mit der Prozessierung des Mac-3-AG zusammen) (99), (100). Desweiteren sind
Hintergrundfarbung aufgrund der negativen Isotyp-Kontrollen unwahrscheinlich (Abb.
17).

Zwar sind jegliche Isotyp- und Sekunddrantikorperkontrollen wie erwiinscht negativ,
nichts desto trotz lassen sich falsch positive Markierungen durch die Primér- und
Sekundér-AK nicht génzlich ausschlieen. Thre Spezifitit ist jedoch durch die bedachte
Auswahl und Kontrollen der AK weitestgehend tliberpriift worden.

Eine weitere mogliche Fehlerquelle der IHC liegt in dem Arbeitsschritt der
Demaskierung der Gewebeproben, sodass auch hier ,,falsche* Bindungsstellen entstehen
oder eigentliche Epitope nicht ausreichend freigelegt oder zerstort werden konnten. Die
Demaskierung durch Hitzebehandlung und Citratpuffer ist eine zuverldssige und in
unserem Labor fiir die verwendeten AK und Gewebeproben bewidhrte und
standardisierte Methode (107). Das Anfirben von etwaigen falschen Bindungsstellen
wurde durch die Spezifititskontrollen der Antikorper {berpriift und nahezu
ausgeschlossen (siehe oben). Auch zeigt der Vergleich der Morphologie der angefarbten
Strukturen z.B. mit der Studie von Ito und Kollegen, dass es sich bei den
nachgewiesenen Strukturen um Mikrogliazellen handelt (95). Weiterhin ist nur der
direkte Vergleich der Mikrogliaanzahl zwischen den ASM gehemmten und
ungehemmten Tieren und nicht die absolute Mikrogliaanzahl entscheidend. Daher
werden bei standardisiertem Versuchsaufbau und somit gleicher Behandlung der Tiere
restliche falsch negative oder falsch positive Anfarbungen relativiert. Allerdings lassen
sich auch Artefakte durch die Demaskierung nicht vollstindig ausschlief3en.

Durch die Immunhistochemie markierte Mikrogliazellen wurden in Unkenntnis der
Gruppenzugehorigkeit der Mause bestimmt. Im immunhistochemischen Experiment
wurde eine signifikant reduzierte Mikrogliazellanzahl im Hippocampus der ASM-
defizitiren Méuse dokumentiert. Die orale Amitriptylingabe der TgCRND8-Alzheimer-
Maiuse induzierte somit eine deutliche Verminderung der Mikrogliaanzahl in diesem
Areal der linken Gehirnhemisphére. Dieser Befund ist bisher in der Literatur nicht
beschrieben.

Die kontroverse Einflussnahme der Mikrogliazelle in der Alzheimer-Pathogenese,
sprich die Elimination von AP durch Phagozytose einerseits und die Forderung der

schiadlichen Entziindungsreaktionen andererseits, erfordert weitergehende Forschung
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(31). Ansatzpunkt wire, die Existenz von zwei Mikrogliazellpoolen - den
gewebseigenen und den eingewanderten Zellen - tiefgriindiger zu durchleuchten. Die
Poole grenzen sich durch unterschiedliche Eigenschaften voneinander ab. Vermutet
wird, dass die vom Knochenmark migrierten Zellen eine effizientere AB-Elimination
durch Phagozytose betreiben als die gewebseigenen (49), (56). Verkompliziert wird die
Betrachtung der Mikrogliazelle durch die Prisenz von verschiedenen Phénotypen der
Gliazelle in Gehirnen von Alzheimer-Patienten. Postuliert wird, dass ein M]I-
Aktivierungstypus der Mikrogliazellen die Degeneration durch neurotoxische
Entziindungsmediatoren wie TNF-o und IL-1B fordert (61). Jedoch diirfen
ausgeschiittete proinflammatorische Botenstoffe nicht pauschal als neurotoxisch
deklariert werden, da sie durchaus protektive Charakteristika aufweisen konnen (siche
5.4) (52), (84), (113). Allerdings wird v.a. dem M2-Phénotypus unterstellt, schiitzend
und regenerativ zu wirken, indem er u.a. die Sekretion von Stoffen wie BDNF, IGF-1
und IL-10 fordert. Dariiber hinaus wird spekuliert, dass diese Polarisierung die
Phagozytoseleistung steigert (61). Mit dem Alter von Alzheimer-Méusen bzw. dem
Progress der Alzheimer-Erkrankung lie} sich ein zunehmender Wechsel vom M2- in
den M1-Phénotyp diagnostizieren (114).

In den durchgefiihrten Experimenten dieser Dissertation zeigte sich eine erhdhte
Expression von TNF-q, IL-1 und CCL-2 in den mit Amitriptylin behandelten Méusen -
charakteristische Mediatoren fiir einen M1 aktivierten Phéanotyp (61), (62). Die
vermehrte Transkription von neurotrophen Substanzen wie BDNF (und die verminderte
ApB-Last) in den ASM-defizitdren Miusen lassen jedoch auch auf das Vorliegen von M2
aktivierten Mikrogliazellen schlieBen. Dahingegen untypisch ist allerdings die
verminderte Konzentration von IL-10 in diesen Mausen, ebenfalls ein M2-Mediator
(61). Unklar ist, warum neben erhohten Spiegeln M1 und M2 typischer Mediatoren,
eine reduzierte Mikrogliaanzahl identifiziert werden konnte. Allerdings miissen andere
Zelltypen wie die Astrozyten oder Neurone, als eine zusitzliche Quelle von Mediatoren
in Betracht gezogen werden (16), (46), (60).

Die reduzierte Mikrogliazellanzahl sollte daher auf ihre Herkunft, auf den Phénotypus
der Zellen, sowie ihre Funktion in den verschiedenen Stadien der Alzheimer-

Erkrankung weiter untersucht werden.
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5.3 Fragestellung 2: Wie wirkt sich die Gabe von Amitriptylin als Hemmstoff
der ASM auf die B-Amyloid-Last im Gehirn und im Plasma von TgCRND8-
Alzheimer-Mausen aus (IHC, ELISA)?

Ein wesentliches Kennzeichen der Alzheimer-Erkrankung ist das p-Amyloid.
Charakteristisch sind mikroskopisch sichtbare neuritische Plaques aus fibrillirem AB42
und AB40, welche mit aktivierten Mikrogliazellen interagieren (18), (30). Vermutet
wird, dass Plaques als Reservoir der loslichen AB-Oligomere fungieren, wobei die
Konzentration letzterer praziser als der Spiegel der Plaques mit dem Auftreten und dem
Schweregrad der Alzheimer-Demenz korreliert (19), (33), (34). So war es von Interesse,
die Konsequenzen der ASM-Hemmung auf die unterschiedlichen Ap-Poole zu
ermitteln.

Mit zwei unabhingigen Methoden, der Immunhistochemie und dem ELISA, wurde die
Ausprigung des P-Amyloids eruiert. Mit ersterer gelang durch den Einsatz von
monoklonalem Maus Anti-Mensch Beta Amyloid, ein AK der gegen den N-terminalen
Rest des AP gerichtet ist, hauptsichlich die Darstellung von senilen extrazelluldren AB-
Plaques (siehe Produktbeschreibung von Monoclonal Mouse Anti-Human Beta-
Amyloid, Clone 6F/3D, M 0872, Dako), (96), (97), (98).

Der AK wurde in einer Studie von Matsunaga und Kollegen durch einen ELISA auf
seine Markierung gegeniiber synthetisierten Peptidabschnitte von AP untersucht,
wodurch sich seine Spezifitit gegeniiber einem N-terminalen Anteil von AP bestétigte
(98). Dariiber hinaus sind die diffusen, fleckférmig aussehenden Anfarbungen durch
AB-AK in der hiesigen Arbeit mit der Morphologie von in der Literatur aufgezeigten
AB-Ablagerungen vergleichbar (Abb. 19, Abb. 20, (96), (115)).

Auch die fiir AR durchgefiihrten Isotyp-Kontrollen und Kontrollen des Sekundér-AK
waren negativ (Abb. 23, Abb. 25). Desweiteren konnte durch das Nichtanfiarben einer
Wildtyp-Maus, also einer Maus ohne APP-Mutationen und somit ohne AB-Auspragung,
die Spezifitit des Primérantikorpers in hochstem Mafle bestétigt werden (Abb. 24). So
kann mit groBer Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass der AK nur sein
vorgegebenes AG, namlich AP anfarbt.

Falsch negative Farbungen lassen sich durch die Kontrollen dagegen nicht ausschlie3en.

Es wurde gezeigt, dass manche intrazelluldre granuldre Ap-Depots z.B. in
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Mikrogliazellen nicht bis sehr gering angefdrbt werden, da sie den N-terminalen Anteil
wohl nicht (mehr) enthalten (96), (97).

Mogliche Artefakte der Antigen-Demaskierung wurden auch hier durch die
Spezifititskontrollen der Antikérper und durch den Vergleich der Morphologie der
Plaques mit fritheren Ver6ffentlichungen nahezu ausgeschlossen und etwaige
verbleibende unspezifischen Anfiarbungen durch die Standardisierung des
Versuchsaufbaus relativiert (96), (115).

Allerdings konnte mit der ITHC kein signifikanter Unterschied der A-Last im
Hippocampus der zwei Versuchsgruppen diagnostiziert werden (p=0,255).

Die Differenzierung der AB-Last auf ihren AB40- sowie AP42-Gehalt erfolgte mit dem
ELISA. Dieser wies die Peptidkonzentrationen in TBS-, TBS-T- und
Guanidingehirnhomogenaten und den Plasmaproben nach. Die Herstellung von TBS-,
TBS-T- und Guanidinhomogenaten diente der Selektion von verschieden l6slichen
AP42- bzw. AP40-Fraktionen. Allerdings konnte die dazu notwendige Behandlung der
Gehirnproben (z.B. Homogenisierung, Zentrifugation) einen Einfluss auf die
Loslichkeit einzelner AB-Bestandteile gehabt haben. Eine partielle Umverteilung der
Ap-Bestandteile innerhalb der drei Homogenate konnte somit nicht ausgeschlossen
werden (33). So wurden definitionsgemédfl in der TBS-Losung nachgewiesene Af-
Elemente als wasserloslich angesehen. Diese verkorperten parenchymale und im
Zytosol vorliegende Einheiten (hauptsdchlich AB-Monomere). Die verbliebenen Pellets,
bestehend aus den wasserunloslichen und membranstindigen Proteinen, wurden mit
TBS-T behandelt und die im Detergenz TritonX 16slichen Bestandteile (vermehrt
Oligomere) extrahiert. Das iibrige Sediment wurde mit einer Guanidin-HCL-L6sung
behandelt, wodurch auch fibrilldre AB-(Plaque)-Bestandteile in Losung gebracht werden
konnten (33), (107).

In den Guanidinfraktionen der Kontroll- und Amitriptylinprobanden wurden hohere
Konzentrationen von AB40 und AP42 als in den jeweiligen TBS- und TBS-T-
Homogenaten gemessen. Die Studie von McDonald und Kollegen teilt diese
Entdeckungen, wobei in deren Arbeit Methansdure anstelle Guanidin verwendet wurde
(33). Eine Amitriptylingabe verénderte die AP40-Konzentration in allen drei
Homogenatlosungen sowie den AP42-Gehalt in der TBS- und TBS-T-L&sung nicht
signifikant. Allerdings war eine Korrelation zwischen Amitriptylinapplikation und einer

verminderten Konzentration von AB42 in der Guanidinlosung nachweisbar. Auch lie3
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sich hier ein minimierter Quotient aus AP42 und AP40 eruieren. Die Gabe von
Amitriptylin verursachte somit eine signifikante Reduktion von Guanidin-loslichen
AB42-Bestandteilen sowie die Verminderung des zugehdrigen AP42/AB40-Quotienten
in TgCRNDS8-Alzheimer-Méusen. Bedeutsam ist somit, dass eine Amitriptylingabe die
AP42-Last der Tiere minimiert. In diesem Sinne wére eine Amitriptylinapplikation von
erheblichem therapeutischem Nutzen.

Dartiber hinaus verzeichnete man in den Plasmaproben einen signifikanten Riickgang
der AP42-Konzentration sowie einen verminderten AP42/AB40-Quotienten in den
ASM-geblockten Alzheimer-Tieren. Das heiit die Amitriptylingabe bewirkte eine
Reduktion der AP42-Last im Plasma der Alzheimer-Tiere. Somit profitierten die
TgCRNDS8-Alzheimer-Méduse auch auf dieser Ebene von einer Amitriptylingabe.
Wodurch die obigen Effekte nach Gabe eines FIASMA zu Stande kamen ist
Spekulation. Die ASM modifiziert durch die Synthese von Ceramid die Eigenschaften
von Lipid Rafts (72). Denkbar wire, dass durch die geblockte Enzymaktivitit und der
resultierenden verringerten Ceramidproduktion weniger funktionsfiahige Lipid Rafts
(bzw. Ceramidplattformen) generiert werden. Eine Konsequenz konnte der mangelnde
Zusammenschluss der fiir die ApB-Formation notwendigen Produktionsbestandteile wie
die BACE1 und die y-Sekretase sein. Daher konnte die primér wahrscheinlich in Lipid
Rafts lokalisierte AB-Synthese stagnieren und die AB-Last senken (25), (69). Allerdings
existieren auch Veroffentlichungen, welche behaupten, dass ein Ausschluss von BACE1
oder y-Sekretase aus Lipid Rafts die Ap-Produktion nicht beeinflusst (69).

Ursdchlich flir die verringerte AP42-Konzentration kdnnte neben der verminderten
Produktion eine vermehrte Elimination sein. Studien rechtfertigen die Annahme, dass
Knochenmark-stimmige Zellen unter bestimmten Bedingungen ins ZNS einwandern
und sich zu funktionsfahigen Mikrogliazellen entwickeln (50), (56). Passend dazu
présentierte sich ein erhohter Spiegel von CCL-2 (=MCP-1) in dieser Dissertation (
Abb. 30) - ein Mediator, welcher die Rekrutierung von peripheren Monozyten
ermdglicht (50). Eventuell eliminieren Zellen solcher Abstammung Amyloid-Plaques
erfolgreicher als ortsansdssige Konkurrenten (56). Die Reduktion der absoluten
Mikrogliaanzahl muss daher nicht zwangsldufig eine verminderte Phagozytoseleistung
bedeuten. Im Gegenteil konnte diese angestiegen sein und zu einer reduzierten Ap-Last
gefiihrt haben. Allerdings sollte diese Hypothese durch die differenzierte Darstellung
der Mikrogliazellen und die Uberpriifung der Phagozytoseleistung verifiziert werden,
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zumal sie nicht die unverdnderte AP40-Last im Gehirn und Plasma, sowie die

Reduktion von AB42 im Plasma erklrt.

5.4 Fragestellung 3: Wie wirkt sich die Gabe von Amitriptylin als Hemmstoff
der ASM auf die Aktivitat des Immunsystems aus, gemessen anhand der
Analyse der mRNS-Transkriptionsrate von iNOS, TNF-a, IL-1, CCL-2 und
IL-10 in Gehirnproben von TgCRND8-Alzheimer-Mausen (qRT-PCR)?

Mit der Aktivierung von Gliazellen in der Alzheimer-Erkrankung korreliert die
Sekretion von multiplen inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen,
Komplementfaktoren und reaktiven Radikalen. Vermutet wird eine starke Interferenz
von inflammatorischen Mediatoren sowie der einhergehenden Entziindungsreaktionen
mit der Alzheimer-Pathogenese - ob im positiven oder negativen Sinne ist nicht
abschliefend gekldrt (31), (45). Anzunehmen ist, dass die ASM eine wesentliche Rolle
in der Regulation von Entziindungsreaktionen spielt. Die Hemmung des Enzyms mit
Amitriptylin sollte daher die Expression entziindlicher Komponenten modifizieren. Um
diese Uberlegung zu iiberpriifen, bediente man sich der quantitativen Echtzeit Reverse
Transkriptase Polymerasekettenreaktion. Diese stellt eine hoch sensible Methode zur
Detektion und Quantifizierung von Nukleinsduren in vitro dar, welche die Analyse der
Transkriptrate von TNF-a, IL-1pB, CCL-2, iNOS und IL-10 in TgCRNDS8-Alzheimer-
Maiusen, mit und ohne Amitriptylinapplikation, gewéhrte. Gemessen wurde der Ct-Wert
fiir obige Parameter sowie fiir das Housekeeping-Gen 18sRNS. Der Einsatz eines
Housekeeping Genes zur Normierung ist ein etabliertes Mittel. Einen optimalen
Ausgleich von Fehlern bei der Probengewinnung und Verarbeitung konnte es aber nicht
bieten (111).

Bzgl. TNF-a konnte ein signifikanter Anstieg der mRNS- bzw. der cDNS-Rate in den
hiesigen ASM-inhibierten Nagetieren dokumentiert werden. J6zefowski und Kollegen
registrierten nach Hemmung der ASM mit Imipramin (ebenfalls ein FIASMA (79)),
unter 100ng/ml LPS-Exposition (nicht aber unter Ing/ml LPS), einen deutlichen
Produktionsanstieg von TNF-o in Makrophagen-dhnlichen Zellen. Die mRNS-Rate
wurde allerdings nicht bestimmt. Eine Substitution von bakterieller SMase oder C8-

Ceramid verringerte die TNF-a-Synthese nach 1ng/ml LPS- (nicht aber nach 100ng/ml
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LPS-) Stimulation (86). Eine erhohte Sekretion von TNF-a in ASM-defizitdren
Makrophagen nach LPS-Reizung schilderten auch Rozenova et al. Jedoch lieB sich
keine signifikant gesteigerte mRNS-Expression registrieren. Angenommen wurde, dass
die negative Regulation der TNF-a-Sekretion durch die ASM auf posttranslationaler
Ebene stattfindet (71).

Demgegeniiber demonstrierten Obuchowicz und Kollegen nach LPS-Reizung eine
Verminderung der Sekretion von TNF-a in einer heterogenen Rattengliazellkultur unter
Amitriptylinbehandlung. Dennoch verblieb die mRNS-Rate auf einem konstant hohen
Level (116). Hutchinson und Mitarbeiter berichteten von einem Riickgang der TNF-a-
mRNS-Konzentration in einer mit LPS stimulierten Rattenmikrogliazellkultur nach
100uM Amitriptylingabe. Dieser Riickgang war jedoch stark von der applizierten
Medikamentenkonzentration abhéngig (117).

Somit verlaufen die TNF-o-mRNS-Rate und die zugehdrige Sekretion nicht
zwangsldufig  parallel.  Die  erhohte =~ TNF-a-mRNS-Konzentration  unter
Amitriptylinbehandlung muss daher nicht unbedingt eine erhohte Sekretionsrate zur
Folge haben. Unter dieser Pramisse wire es fiir die Interpretation der Ergebnisse der
hiesigen Dissertation hilfreich gewesen, die TNF-a-Sekretionsrate in der Amitriptylin-
und der unbehandelten Gruppe zu studieren.

Ob eine verstiarkte TNF-o-Exposition Vorteile oder Nachteile mit sich bringt, ist nicht
ausreichend geklart. Diverse Studien zeigten einen schddigenden Effekt von TNF-a auf
menschliche Neurone aus dem Cortex. Kontrovers verhielt sich der Mediator gegentiber
hippocampalen Neuronen von Ratten (45). Die Publikation von Barger und Kollegen
belegte TNF-a neuroprotektive Eigenschaften gegeniiber AP, indem es beispielsweise
der AB-induzierten Ansammlung von reaktiven Sauerstoffradikalen entgegen wirkt (51).
Ebenso kann der Mediator iiber pS5/TNFR1 Neurone vor einer Exzitotoxizitidt durch
iibererregte NMDA-Rezeptoren schiitzen (52). Uber TNFR1 auf Mikrogliazellen
stimuliert TNF-a aber auch den NF«kB Signalweg, worauthin die Genexpression von
(pro)inflammatorischen Faktoren weiter angetrieben wird. Demgegeniiber verantwortet
TNF-o iiber den TNFR2 auf Vorlduferzellen von Oligodendrozyten deren
Differenzierung und somit die Remyelinisierung sowie regenerative Prozesse (82).
Zudem werden gegensitzliche Wirkungen von TNF-o nach einem zentralnervosen
Trauma in der akuten (eher schidigender Effekt) und der chronischen Krankheitsphase

(eher regenerativer Effekt) aufgezeigt (113).
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Es lésst sich festhalten, dass die paradoxe Wirkungsweise von TNF-a von zahlreichen
Faktoren wie den untersuchten Zell- bzw. Organismusspezien oder situativen und
zeitlichen Bedingungen abhéngt und nur im Kontext gesehen werden kann (45), (113).
Ein weiteres potenziell kontrovers agierendes Zytokin ist das IL-1p (31). Das Ergebnis
der qRT-PCR in dieser Dissertation ergab einen signifikant hheren Spiegel von IL-183-
mRNS (bzw. cDNS) in den ASM-defizitéren Tieren als in den Kontrollméusen. Dieser
Trend ldsst sich mit der Publikation von Grassmé et al. vereinbaren. ASM-defizitdre
Maiuse und Epithelzellkulturen verzeichneten nach einer Pseudomonas aeruginosa
Infektion eine signifikante Zunahme der IL-1B-Sekretion und eine dquivalente mRNS-
Rate. Weiterhin wurde eine mangelnde Féhigkeit zur Apoptose und
Bakterieninternalisierung dokumentiert. Als Ursache wurde die verminderte Bildung
von ceramidreichen Plattformen durch die ASM aufgezeigt (118). Andererseits
schilderte Obuchowicz neben einer verminderten TNF-a-Sekretion (siehe oben) eine
reduzierte IL-1B-Freisetzung unter Amitriptylinbehandlung einer LPS stimulierten
Gliazellkultur. Die IL-1B-mRNS-Rate blieb in der mit Amitriptylin behandelten und
unbehandelten Gruppe konstant hoch (116).

Die erhohte IL-1B-mRNS-Expression in der vorliegenden Dissertation ist schwierig zu
bewerten. Primdr werden dem Zytokin proinflammatorische Eigenschaften
zugeschrieben. Diese tragen dazu bei, die entziindliche Komponente in der Alzheimer-
Pathogenese zu unterhalten (26), (31). Jedoch kann IL-1B auch neuroprotektiv
gegeniiber einer Exzitotoxizitit agieren (52). Dariiber hinaus vermittelt es liber den
IL-1R1 die Synthese von neurotrophischen Stoffen wie NGF und CNTF (82). Eine
Uberexpression des Mediators vermag laut Shaftel und Kollegen die AP-Last in
APPswe/PS1dE9 Miusen zu reduzieren. Einzuwenden ist, dass die Studie in einer
friihen Phase der Plaqueausbildung durchgefiihrt wurde und unbekannt ist, ob dieser
positive Effekt in einem weiter fortgeschrittenen Stadium der Alzheimer-Erkrankung
ebenso besteht. Als Ursache der AP-Reduktion wird spekuliert, dass IL-1B die
mikrogliale Phagozytoseleistung steigert. V.a. durch MCP-1 angelockte Knochenmarks-
abgeleitete Mikrogliazellen konnten fiir die AB-Phagozytose verantwortlich sein. Im
Einklang dazu identifizierten sie neben einer angestiegenen MCP-1-mRNS-Rate eine
erhohte Anzahl Iba-1 positiver Zellen pro Plaque in IL-1B-stimulierten Alzheimer-

Maiusen (84). Die hippocampale Iba-1 positive Gesamtzellanzahl war in der hiesigen
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Dissertation jedoch reduziert. Das AusmaBl der Assoziation mit Plaques wurde
allerdings nicht bestimmt.

Das besagte MCP-1 (auch CCL-2) fungiert als Chemokin und steuert wahrscheinlich
die Infiltration von peripheren Monozyten ins ZNS sowie die Akkumulation von
Mikrogliazellen um reife Ap-Plaques. Dementsprechend lassen sich CCL-2
Ansammlungen um solche AB-Plaques beobachten (31), (50), (60). Die Determinierung
des passenden Transkripts von CCL-2 offenbarte einen signifikanten
Konzentrationsanstieg in den ASM-geblockten Nagetieren im Vergleich zu den
nichtbehandelten Méusen. Dieser konnte die genannte Rekrutierung von peripheren
Monozyten erlauben. Eine differenzielle Darstellung der prasenten Mikrogliazellen im
ZNS und ihre Phagozytoseleistung wire aufschlussreich.

Auffallend ist, dass der iINOS-cDNS im Gegensatz zu den anderen
Entziindungsparametern kein signifikanter Expressionsgewinn in den mit Amitriptylin
behandelten Nagern zuzuschreiben ist. Konform mit dieser Beobachtung demonstrierte
auch Jozefowski eine fehlende Einflussnahme einer ASM-Hemmung auf den NO-
Spiegel nach LPS-Substitution (86). Ursdchlich kénnten verschiedene Signalwege sein,
welche die Produktion von iNOS und den oben genannten Botenstoffen regulieren. So
wird iiber den TLR4 und den MyD88-abhidngigen Weg TNF-a gebildet, iiber den
MyD88-unabhingigen Signalweg etwa die iNOS induziert. Postuliert wird, dass
Ceramid nur im ersten Weg negativ interferiert (86).

Den ,,proinflammatorischen* Botenstoffen stehen antiinflammatorische Mediatoren wie
das IL-10 gegeniiber (31). Diese Dissertation zeigte, dass die Expression von IL-10 in
den ASM-inhibierten Versuchstieren im Vergleich zum Kontrollkollektiv signifikant
herabgesetzt war. Die Amitriptylingabe korrelierte somit neben einem
Expressionsanstieg potenziell proinflammatorischer Faktoren mit der Reduktion des
entziindungshemmenden Mediators IL-10. Dies ldsst auf eine verstirkte Aktivitdt des
Immunsystems unter Amitriptylinbehandlung schlieen. Unklar ist, inwiefern bzw. von
welchen Faktoren abhingig (Progress der Krankheit? Menge der AP-Last?) dieses

positiv oder negativ bzgl. des weiteren Krankheitsverlaufs agiert.
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5.5 Fragestellung 4: Wie wirkt sich die Gabe von Amitriptylin als Hemmstoff
der ASM auf die Expression von neurotrophen/neuroprotektiven Stoffen
aus, gemessen anhand der Analyse der mRNS-Transkriptionsrate von
IGF-1, BDNF, Arc, NMDA-R1 in Gehirnproben von TgCRND8-Alzheimer-
Mausen (qRT-PCR)?

Kognitive Defizite in der Alzheimer-Erkrankung korrelieren mit synaptischen
Funktionsverlusten bzw. Modifikationen. Entsprechend konnten in Alzheimer-Studien
Dysregulationen von Stoffen verzeichnet werden, die eine synaptische Plastizitit
gewithren und/oder fiir neuronales Uberleben zustindig sind. Beispielsweise registrierte
man eine verstirkte Endozytose von NMDA-R unter AB-Exposition oder eine
reduzierte Arc-Expression in transgenen Méusen (28), (92). Unter diesem Aspekt war es
von Interesse, den Effekt des ASM-Defizits in Alzheimer-Méusen auf die Expression
von neurotrophen Substanzen hin zu messen.

Aquivalent der qRT-PCR obiger anti/inflammatorischen Parameter wurden die
Transkriptionsraten der neurotrophisch wirksamen Stoffe IGF-1, BDNF, Arc und
NMDA-R1 analysiert.

In der ASM-defizitiren Alzheimer-Gruppe zeigte sich ein signifikanter Zuwachs der
BDNF-mRNS-Expressionsrate. Die Studie von Hellweg et al. bekriftigt diesen Trend.
Die Arbeitsgruppe berichtet von einem 13%igen Anstieg der BDNF-
Serumkonzentration von depressiven Patienten nach einer 36 Tage langen Substitution
von 150mg Amitriptylin (119). BDNF fordert das Uberleben von Zellen und iibernimmt
eine wichtige Rolle in der Auspragung von LTP und somit von kognitiven Leistungen.
Reduzierte Spiegel lassen sich in frithen Stadien der Alzheimer-Erkrankung
demonstrieren und stehen im Verdacht, neuronale Defizite zu bedingen. Hingegen
fiihrte eine BDNF-Substitution zu verbesserten Gedéachtnisfahigkeiten (28), (37), (120).
Ein erhohter Spiegel in der hiesigen Doktorarbeit in den mit Amitriptylin behandelten
TgCRNDS8-Alzheimer-Miusen sollte sich somit giinstig auswirken.

Weiterhin sind der NMDA-Rezeptor und Arc bedeutsame Komponenten fiir
Gedichtnis— und Lernprozesse. Eine Uberaktivitit des NMDA-Rezeptors kann jedoch
auch zytotoxisch wirken (91), (92). Mittels der qRT-PCR lieB sich jeweils ein
signifikanter Anstieg der mRNS-Transkriptionsrate der NMDA-R1-Untereinheit und
Arc in den ASM-geblockten Tieren ermitteln. Auch fiir die durchschnittliche
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Expressionsrate von IGF-1 wurde in der ASM-gehemmten Gruppe ein Zuwachs
registriert. Dieser erfiillte jedoch nicht die Signifikanzkriterien.

Demzufolge fiihrte eine  Amitriptylinbehandlung zu einem  signifikanten
Konzentrationsanstieg der neurotrophen Stoffe BDNF, NMDA-R1 und Arc. In dieser
Hinsicht konnte die Applikation von Inhibitoren der ASM die Symptomatik der
Alzheimer-Erkrankung positiv  beeinflussen und somit eine solche Therapie
vielversprechend sein. Weitere Studien diesbeziiglich sind jedoch notwendig, nicht

zuletzt um negative Effekte einer Uberaktivitit von NMDA-Rezeptoren auszuschlieBen.

5.6 Schlussfolgerung

Der komplexe Prozess der Inflammation mit all seinen Mediatoren, Zellen, den
interferierenden Umweltfaktoren und Gegenspielern machen eine eindeutige
funktionelle Einordnung von einzelnen inflammatorischen Komponenten nahezu
unmoglich. Immer miissen der Kontext und die Interaktionen aller Faktoren
berticksichtigt werden. Daher ist die Registrierung der Entziindungskomponenten nur
eine situative Momentaufnahme, welche eine globale Interpretation von veridnderten
Faktoren in den 6 Monate alten TgCRNDS8-Alzheimer-Méusen schwierig gestaltet. Fakt
ist, dass in den ASM-gehemmten TgCRNDS8-Alzheimer-Méusen neben den erhohten
Entziindungsparametern ebenfalls ein teils signifikanter Riickgang der Ap-Last
gemessen wurde sowie erhohte Konzentrationen von neurotrophen/-protektiven
Komponenten. Dies rechtfertigt die Annahme einer potenziell positiven Einflussnahme
einer ASM-Hemmung durch Amitriptylin auf die Alzheimer-Pathologie. Unklar ist
jedoch, inwiefern die erhohten Entziindungsfaktoren und auch die verminderte
Mikrogliaanzahl unter ASM-Hemmung den Krankheitsprogress vorantreiben bzw.
verzogern. Aufschlussreich diirften Messungen dieser Faktoren einerseits, sowie der
AB-Last und der Transkriptionsrate der neurotrophen Stoffe andererseits in weiter
fortgeschrittenen Krankheitsphasen von ASM-defizitdren Alzheimer-Tieren im
Vergleich zum Kontrollkollektiv sein. Somit sollten die Erkenntnisse der hiesigen

Doktorarbeit in ergdnzenden Forschungsarbeiten weiter untersucht werden.
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