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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Morbus Alzheimer

Die Erkrankung Morbus Alzheimer ist durch einen fortschreitenden Verfall der
mnestischen und kognitiven Leistungen charakterisiert und wird von der ,,World Health
Organisation“ (WHO) dem Formenkreis der neurodegenerativen Erkrankungen
zugeordnet (Soria Lopez et al., 2019). Der aktuelle ,,Global status report on the public
health response to dementia 2021 der WHO spricht von weltweit etwa 55 Millionen an
einer Demenzform erkrankten Menschen. Die Hauptursache der Demenz liegt zu etwa
60-70% in einer Alzheimer-Erkrankung (AD) (Silvaetal., 2019; Tao et al., 2020). Bereits
jetzt ist die AD Teil der Top 50 Krankheiten, die mit dem grofiten Verlust an
Lebensjahren weltweit einhergehen (Soria Lopez et al., 2019).

Der Krankheitsverlauf zeigt eine interindividuelle Diversitat und schreitet mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit patientenabhéngig voran. Dieser Verlauf l&sst sich
hierbei bestmdglich durch das sogenannte Alzheimer Kontinuum beschreiben. Patienten
durchlaufen zunéchst eine Phase der préklinischen AD ohne apparente Symptomatik
jedoch bereits mit potenziellem Nachweis Alzheimer- spezifischer Marker (Dubois et al.,
2016). Es folgt eine Ubergangsphase, das sogenannte MCI (,Mild Cognitive
Impairment). Dieses wird im Allgemeinen (ber eine milde Symptomatik, bestehend aus
einer geringflgigen kognitiven Einschrankung ohne zuséatzliche Beeintrachtigung der
Alltagsaktivitét definiert (Roberts and Knopman, 2013). Die finale Phase des Alzheimer
Kontinuums manifestiert sich in der eigentlichen Alzheimer- Erkrankung, die sich je nach
Auspragung wiederum in 3 Phasen einteilen lasst. Diese 3 Phasen, mild, moderat und
schwer, differenzieren sich vor allem in der jeweiligen Alltagsbeeintrachtigung durch die
AD. Anfanglich ist vor allem das Kurzzeitgedachtnis betroffen. Im Verlauf der
Erkrankung kommt es jedoch zu ausgepragten Formen der Apathie, Agnosie, Aphasie,
Desorientierung und motorischen Einschrankungen, die beispielsweise den Schluck- oder
Sprechakt beeinflussen (Alzheimer's disease facts and figures, 2022).

Die facettenreiche Symptomatik der Erkrankung sowie die interindividuelle
Progressionsgeschwindigkeit kann bereits mit Auftreten milderer Formen, spatestens

jedoch bei ausgepragter Beeintrachtigung der Alltagsaktivitat, intensive Langzeitpflege
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erforderlich machen. Infolgedessen entsteht daher eine hohe soziale und 6konomische
Belastung fur die Gesellschaft und betroffene Familien (Jia et al., 2018). Aktuell werden
die weltweiten Kosten durch die WHO auf ca. 1,3 Billionen US$ pro Jahr geschatzt,
wobei dieser Kostenanteil bis 2030 auf ca. 2,8 Billionen US$ steigen konnte. Diese
immense finanzielle Belastung in Kombination mit dem erheblichen pflegerischen
Aufwand durch die Angehorigen (ca. 89 Billionen Stunden) unterstreichen den hohen
negativen soziodkonomischen Impact, den Morbus Alzheimer fir unsere Gesellschaft
darstellt (Global status report on the public health response to dementia, 2021).

Durch die Dynamik des demographischen Wandels und die damit einhergehende
Zunahme des durchschnittlichen Lebensalters, wird Morbus Alzheimer weiter an
Relevanz zunehmen. Nach Schatzungen der WHO wird die weltweite Anzahl der
Alzheimer-Patienten bereits 2030 ca. 78 Millionen betragen und bis 2050 auf ca. 130
Millionen steigen (Armstrong, 2019; Global status report on the public health response
to dementia, 2021).

1.2 Atiologie Morbus Alzheimer

In den letzten Jahrzehnten ist es bisher nicht gelungen die exakte Atiologie der AD zu
verifizieren. Verschiedene Forschungsgruppen haben jedoch potenzielle Risikofaktoren
flr die AD erarbeiten kdnnen.

Die haufigste Form der Erkrankung, sporadisch in einem hoheren Lebensalter auftretend,
wird durch ein Zusammenspiel multifaktorieller Risikofaktoren hervorgerufen. Uber 20
genetische Risikofaktoren konnten bis zum heutigen Tag entschlusselt werden. Eines
dieser Risikogene ist das APOE-Gen &4, welches zu einem Odds Ratio fir eine AD von
3 bei heterozygoten bis etwa 12 bei homozygoten Tragern fiihrt. Die Risikogene nehmen
auf unterschiedliche biologische Ablaufe wie die Induktion der Immunantwort, den
Cholesterol Stoffwechsel oder die Transportwege des endosomalen Vesikel-Recyclings,
Einfluss (Lane et al., 2018). Des Weiteren existiert eine Reihe erworbener Risikofaktoren,
wie Bluthochdruck, mangelnde physische Aktivitéat, niedriger Bildungsstand, Diabetes
mellitus Typ 2 oder Rauchen, welche das Risiko an Alzheimer zu erkranken signifikant
erhéhen (Reitz et al., 2011).
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Die familidre Variante der AD, welche etwa 5% aller Patienten betrifft, konnte genetisch
vollkommen entschlusselt werden. Eine Mutation des Amyloid-Precursor-Protein-Gens
(APP-Gen), des Presenilin-1-Gens (PSEN1) oder des Presenilin-2-Gens (PSEN2) fuhrt
zu einer erhohten Amyloid-Produktion und Plaque-Ablagerung. Dies resultiert in einem
Auftreten der Krankheit bereits zwischen dem 30.-50. Lebensjahr sowie in einem deutlich
akzelerierten Krankheitsverlauf (Lane et al., 2018).

Obwohl es noch keine definitiven Aussagen Uber Ursprung und Progression der
sporadischen Form des Morbus Alzheimer gibt, gelten die extrazelluldren Ablagerungen
von B-Amyloid Plaques und die intrazelluldre Anreicherung neurofibrillarer Tangles als
pathognomisch fiir die Erkrankung und bilden die Grundlage der Amyloid-Hypothese
(Alzheimer's disease facts and figures, 2022; Blessed et al., 1968).

1.3 Pathophysiologie Morbus Alzheimer
1.3.1 Extrazellulare Plague-Ablagerung des B-Amyloid-Peptids

Ein wesentliches Schlusselelement der Pathologie der AD ist die Bildung extrazellul&rer
Plaques bestehend aus Ablagerungen des Amyloid B-Peptids (AB) (Glenner and Wong,
1984). Diese Ablagerungen entstehen in Folge eines Ungleichgewichts zwischen der
Produktion und des Abtransportes (Lee et al., 2017). Im Rahmen der sporadischen AD ist
vornehmlich der Abtransport eingeschrénkt, wohingegen die Mutationen bei der
familidren AD in einer gesteigerten Produktion von AB-Peptiden resultieren (Masters et
al., 2015). Extrazellulére Plaque-Ablagerungen kénnen durch ihre Anfarbbarkeit mittels
Kongo-Rot und Thioflavin-S in zwei unterschiedliche Plague-Arten kategorisiert werden
(Serrano-Pozo et al., 2011). Diffuse, Kongo-Rot- und Thioflavin-S-negative Plaques,
zeigen nach aktuellem Kenntnisstand keine neurotoxischen oder synapto-destruktiven
Eigenschaften, wohingegen Kongo-Rot- und Thioflavin-S-positive, kerndichte Plaques
mit Neuronen- und Synapsenverlust sowie einer Aktivierung von Astro- und
Mikrogliazellen assoziiert sind (Urbanc et al., 2002; Vehmas et al., 2003).

Die Ausbreitung der ApP-Plaques Uber die gesamte Hirnregion kann in flnf
unterschiedliche Phasen unterteilt werden (Thal et al., 2002). Friihe Ablagerungen finden
sich in Phase eins vor allem in den Regionen des Neokortex, wohingegen in Phase zwei
bereits Ablagerungen in den limbischen Regionen wie etwa dem entorhinalen Kortex,

dem Subiculum, der Amygdala und des Gyrus cinguli zu finden sind. In Phase drei sind
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dann auch subkortikale Areale wie die Basalganglien und der Thalamus betroffen.
Fortfolgend sind in Phase vier auch im Hirnstamm (Medulla oblongata und Pons) und
final sogar innerhalb der Kleinhirnrinde Amyloid-Ablagerungen nachweisbar (Trejo-
Lopez et al., 2022).

Ein Vorldufer des pathogenen APasr-Peptids ist, das vor allem in Neuronen starker
exprimierte, transmembrane ,,Amyloid-Precursor Protein“ (APP). Physiologischerweise
scheint APP vor allem eine Rolle bei der Synapsenbildung, der Neuauspragung
dendritischer Verzweigung und der neuronalen Migration zu spielen (Muller et al., 2017).
APP wird im Wesentlichen durch drei membranstandige Sekretasen prozessiert und in
Bestandteile unterschiedlicher Lange gespalten. In Abh&ngigkeit von der Kombination
und Reihenfolge der Sekretasen kann die Prozessierung des APP sowohl auf eine
amyloide als auch nicht-amyloide Weise erfolgen (siehe Abbildung 1) (Andrew et al.,
2016).

Processing fragments
1 597 638 695

non-amyloidogenic processing

_y-secretase _B-secretase

a-secretase_ y-secretase

LAICD)

amyloidogenic processing

I CTFEp)
[AICD]
A

Abbildung 1 (Modifiziert nach Andrew et al., 2016): Prozessierung des Amyloid-Precursor Proteins (APP)
(A). Es wird die schrittweise Prozessierung des APP gezeigt. Rechtsseitig ist die Verarbeitung durch die a- & y-
Sekretase zu erkennen, welche die nicht-amyloide Prozessierung représentiert. Linksseitig des zentralen,

membranstindigen APP ist die Prozessierung durch die f- & y-Sekretasse zu erkennen, welche im Endprodukt der
amyloiden Prozessierung, dem Ap, endet.

Im Rahmen der nicht-amyloiden Prozessierung werden etwa 90% des membranstandigen
APP durch die a-Sekretase, zugehorig zur enzymatischen Familie eines Disintegrins und
verschiedener Metalloproteasen (ADAM-Gruppe), zu ,,soluble APP* (SAPP)a und dem
83 Aminosduren langen ,,C-terminal fragment of APP“ (CTF)a gespalten (Murphy and
LeVine, 2010). Besonders das Spaltprodukt sAPPa zeigt neuroprotektive Eigenschaften
wie die Steigerung der Anzahl dendritischer Verzweigungen oder auch der synaptischen
Plastizitat (Corrigan et al., 2012; Fol et al., 2016). Dies wirkt der eigentlichen Alzheimer-
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Pathologie entgegen und scheint die physiologische Bedeutung des APP zu
unterstreichen.

Die amyloide Prozessierung von APP beginnt mit der B-Sekretase, auch ,,beta-side
amyloid precursor protein cleaving enzyme*“ (BACE) genannt. BACE ist eine
membrangebundene Aspartyl-Protease, die ubiquitar im Korper in den Formen BACEL
und BACE2 exprimiert wird (Murphy and LeVine, 2010). BACEL, die im Hirngewebe
primér exprimierte Variante, und BACE2 spalten APP in die Derivate sAPPp und das in
der Membran verbleibende 99 Aminoséduren lange CTFp (Selkoe, 1999). CTFB wird im
Anschluss rasant durch die y-Sekretase, eine Aspartyl-Protease, deren aktives Zentrum
durch Presenilin 1&2 (PSEN 1&2) gebildet wird, zu 90% in AP4o und zu ca. 5-10% in
das schwer 16sliche hydrophobe ABa2-Peptid umgewandelt (Li et al., 2000; Selkoe, 2001).
Diese beiden Arten des AB-Peptids stellen die Hauptvarianten der CTFB-Verarbeitung
durch die y-Sekretase dar. Fur beide gilt eine nachgewiesene Neurotoxizitat sowie eine
direkte Beteiligung an der AB-Plaque-Bildung. AP4o wird hdufiger durch die y-Sekretase
von CTFp abgespalten, zeigt jedoch eine deutlich geringere Neurotoxizitit. Vor allem
APas2 wirkt signifikanter neurotoxisch, ist hochgradig unléslich und besitzt eine starkere
Neigung zur Aggregat-Bildung als AP4o (Tiwari et al., 2019). Produziertes AP kann auf
verschiedene Weise abtransportiert und abgebaut werden. An erster Stelle ist hier der
enzymatische Abbau durch die Peptidasen Insulin-konvertierendes Enzym, Neprilysin
und das Endothelin-konvertierende Enzym zu nennen (Carson and Turner, 2002). Die
zweite Mdoglichkeit besteht im sogenannten Rezeptor-vermittelten Abtransport des Ap-
Peptids. Dieser wird durch den ,,Lipoprotein-related-receptor (LPR) und durch den
,Receptor for advanced glycation end products* (RAGE) vermittelt (Tanzi et al., 2004).
Beide Mdglichkeiten des Abtransports scheinen jedoch nicht primar im Rahmen der AD
eingeschrankt zu sein (Blennow et al., 2006). Des Weiteren existiert eine weitere
Alternative tber den glymphatischen (glia-lymphatischen) Transportweg, durch welchen
AP iiber die zerebrospinale Fliissigkeit (CSF) abtransportiert wird (de Leon et al., 2017).
Dieser scheint im Rahmen der AD gestort zu sein, sodass sich A im Hirngewebe
anreichert (Rasmussen et al., 2018). Der gestorte Abtransport von APz fUhrt zu einer
Anreicherung des Peptids und einer schrittweisen Fibrillogenese von AB-Monomeren zu
Oligomeren, Protofibrillen und uber einen nukleationsabhdngigen

Polymerisierungsprozess final zu Fibrillen (Katzmarski et al., 2020). Die im Rahmen
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dieses Prozesses geformten AB-Oligomere und AB-Fibrillen bilden die Grundlage der fur
die Alzheimer Pathologie relevanten kerndichten Plaque-Ablagerungen, wobei gerade
den verschieden AB-Oligomeren eine hohere schadliche und neurotoxische Komponente

nachgewiesen werden konnte (Lee et al., 2017).

1.3.2 Intrazellulére neurofibrillare Tangles/Tau-Pathologie

Ein weiterer pathophysiologischer Grundaspekt der AD ist die Bildung intrazellulérer
neurofibrillarer Tangles (NFTs) aus hyperphosphoryliertem Tau. Ahnlich der
extrazellularen AB-Plaque-Bildung folgt auch die Verteilung der intrazellularen NFTs
einem charakteristischen Muster und ermdglicht so eine gradhafte Einteilung in sechs
Stadien (Braak and Braak, 1991). Die physiologische Grundform des Tau-Proteins ist ein
gut l6sliches, Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP). In seinen verschiedenen
Isoformen und unterschiedlichen Phosphorylierungsgraden interagiert Tau mit Tubulin
und stabilisiert die Zusammensetzung der Mikrotubuli (Mohandas et al., 2009). Tau wird
im Rahmen seiner Zellaufgaben von verschiedenen Proteinkinasen phosphoryliert. Im
Zuge der AD kommt es vor allem durch die Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK-3) und
die Cyclin-abhdngige Protein Kinase 5 (cdk5) zu einer Hyperphosphorylierung des Tau-
Proteins (Takashima et al., 1998). Dieser Vorgang fordert die Aggregation von
hyperphosphoryliertem Tau zu doppelhelixartig gewundenen Filamenten (PHF), welche
sich dann zu NFTs zusammenlagern (Igbal and Grundke-lgbal, 2008).
Hyperphosphoryliertes Tau verliert die Mdglichkeit, sich an Tubulin zu binden und
fordert auf diese Weise nicht mehr die Zusammensetzung und Stabilisierung der
Mikrotubuli. Es kommt zu einer Stérung des axonalen Transports und durch
Einschrankung des Zellmetabolismus letztendlich zum Untergang des Neurons (Chong
et al., 2018). Zusétzlich zu den pathologischen Effekten auf die Neuronen beeintrachtigt
die Tau-Pathologie ebenfalls die physiologische Funktion der Synapsen. Hier ist eine
Beeintrachtigung der Ubertragung zwischen einzelnen Synapsen sowie ein Verlust von
Synaptophysin zu beobachten (Alldred et al., 2012). Aktuelle Erkenntnisse lassen offen,
ob die neurotoxische Wirkung der NFTs in ihnen selbst ruht oder vielmehr auf vorlaufige
Formen der Aggregation des hyperphosphorylierten Taus zurtickzufthren ist (Patterson
etal., 2011).

12
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1.4 Therapie des Morbus Alzheimer

Es gibt zurzeit keinen krankheit-modifizierenden Therapieansatz fur die AD. Aktuelle
Therapien verfolgen als Ziel vor allem eine qualitative und quantitative Beeinflussung
des Krankheitsverlaufes. Wie bereits in Kapitel 1.3.1 genauer beschrieben, ist der
komplexe pathologische Prozess bis hierhin immer noch nicht vollstandig entschlisselt.
Wissenschaftliche Arbeiten konnten zeigen, dass bereits Dekaden vor Auftreten der
eigentlichen Symptomatik irreversible Schaden auf molekularer und intrazellulérer Ebene
im Bereich des gesamten Hirngewebes auftreten konnen. Dies stellt die kurative Medizin
vor komplexe Probleme, sodass bis heute nur symptommodifizierende Ansétze existieren
(Atri, 2019).

Zu diesen symptommodifizierenden Ansatzen gehdren beispielsweise Medikamente der
Gruppe der Acetylcholinesterasehemmer wie Donezepil, Galantamin oder Rivastigmin
und der N-Methyl-Aspartat-Antagonist (NMDA) Memantin (Bar-On et al., 2002;
Reisberg et al., 2003; Rogers and Friedhoff, 1996).

Moderne Ansatze einer Therapie blieben bislang in Phase 111 der klinischen Studien trotz
vielversprechender Ergebnisse im Tiermodell ohne bleibenden Effekt auf den
Krankheitszustand der Studienpatienten. Hierzu gehdren beispielsweise die Antikorper
Bapineuzumab und Solanezumab, welche die mikrogliale Phagozytose von AB-Plaques
im Parenchym vermitteln sollen. In der klinischen Studie konnten diese jedoch keine
kognitive Verbesserung generieren (Doody et al., 2014; Salloway et al., 2014). Der zuletzt
durch die ,,Food and Drug Association” (FDA) vorldufig im Eilverfahren zugelassene
Antikorper Aducanumab ist trotz initial vielversprechender Ergebnisse in klinischen
Phase 111 Studien auf Grund des negativen Nutzen-Risiko-Verhaltnisses erneut auf dem
Prifstand. Bei mangelndem Wirkungsnachweis kénnte er die Zulassung durch die FDA
wieder verlieren (Behl et al., 2022). Ein Krankheit-modifizierender Therapieansatz und
ein ausgepragteres Verstandnis der grundlegenden Aspekte der Alzheimer-Pathologie
bleiben also auch weiterhin Kernbestandteil aktueller Forschung.
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1.5 Mikroglia und Inflammation im Rahmen des Morbus Alzheimer

Mikroglia représentieren einen Teil des dem zentralen Nervensystem eigenen
Immunsystems. Sie sind die primdr immunkompetenten Zellen des Gehirns und
verkdrpern die hirneigenen Makrophagen (Ginhoux et al., 2010). Im Wesentlichen
erfillen Mikrogliazellen drei Funktionen. Zu diesen gehoren die Detektion von
Veranderungen im zerebralen Milieu, die Migration sowie der Erhalt der synaptischen
Plastizitat und der myelinen Homdostase im Falle von Verletzungen. Auch der Schutz
vor schadlichen Stimuli mit Hilfe der ,,pathogen-associated molecular patterns® (PAMPs)
und ,,damage-associated molecular patterns“ (DAMPs) ist Teil des mikroglialen
Aufgabenfelds (Kwon and Koh, 2020). In ihrem physiologischen Ruhezustand zeigen
Mikroglia aulRerdem einen signifikanten Einfluss auf verschiedene Entwicklungsschritte
innerhalb des zentralen Nervensystems wie etwa die Errichtung neuronaler Kreislaufe,
die Neurogenese und die Instandhaltung der synaptischen Plastizitat (Diaz-Aparicio et
al., 2020; Paolicelli et al., 2011).

Im Kontext der AD kommt es durch Formierung und Ablagerung des extrazelluldren Ap-
Peptids zu verschiedenen Interaktionen mit den residenten Mikroglia. Mikroglia
fungieren als Teil des AB-Clearance-Systems, indem sie mittels Phago- und Endozytose
durch die mikroglialen ,,Scavenger Rezeptoren (SRs) Ap-Fibrillen erkennen und
intrazellular mit Hilfe von Insulysin, Neprilysin und Matrix Metalloproteinase (MMP) 9
abbauen (EIl Khoury et al., 1996; Hickman et al., 2008). Die Expression der SRs sowie
das Level intrazelluldrer AB-degradierender-Enzyme zeigen sich mit zunehmendem Alter
deutlich reduziert, sodass die mikrogliale Fahigkeit zur Phago- und Endozytose
eingeschrankt wird (Hickman et al., 2008). Infolgedessen steigt die extrazellulare Ap-
Belastung kontinuierlich an und es kommt zu einer Kommunikation von A und einem
mikroglialen Rezeptorkomplex. Dieser besteht aus dem ,,Pattern-Recognicing Rezeptor*
(PRR) CD36 und einem Heterodimer, das sich aus den ,,Toll-like* Rezeptoren (TLR) 4
und 6 zusammensetzt. Auf diese Weise wird die Mikrogliazelle inflammatorisch aktiviert
und beginnt mit der Synthese der inflammatorischen Zytokine, NO-Synthetase,
Cyclooxygenase 2 und verschiedener Neurotoxine (ElI Khoury et al., 2003). Zusétzlich

kommt es  Uber intrazellulare  Signalwege  zur  Aktivierung  eines
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Rezeptorproteinkomplexes, bestehend aus ,,nucleotide-binding and oligomerization
domain-like receptors und dem ,,pyrin domain-containing protein 3“ (NLRP3), welcher
auch als Inflammasom bezeichnet wird. Die Aktivierung von NLRP3 resultiert in einer
gesteigerten Expression aktivierter Caspase-1, sowie einer Erhéhung der Interleukin (IL-
) 1B Level. IL-1B wird mittels Caspase-1 aktiviert und trdgt mafigeblich zum
inflammatorischen Geschehen bei, indem es eine Umwandlung der Mikroglia in den
aktivierten M1-Phanotyp unterstiitzt. Diese Untervariante aktivierter Mikroglia wirkt
proinflammatorisch und zeigt eine verminderte AB-Clearance-Funktion (Heneka et al.,
2013). Die anhaltend proinflammatorische Wirkung der M1 Mikroglia wird durch die
Sekretion verschiedener Zytokine wie beispielsweise Tumornekrosefaktor-o (TNF-a),
IL-1B und Interleukin-6B (IL-6B) vermittelt und resultiert mit fortschreitender
Progredienz der AD in einem Untergang der Neuronen und Synapsen (Tang and Le,
2016). Ergénzend zur proinflammatorischen Komponente besitzen Mikroglia die
Féahigkeit, nach Kontakt mit loslichen AB-Oligomeren, Synapsen zu phagozytieren.
Dieser Vorgang wird komplementabhdngig durch CR3 getriggert. Auf diese Weise
kommt es zusatzlich zu einem Mikroglia- und Komplementsystem-vermittelten
Synapsenverlust (Hong et al., 2016). Die Inflammation und die dadurch verursachte
Neurodegeneration wird jedoch nicht allein durch die Mikroglia verursacht und
aufrechterhalten. Vielmehr ist der gesamte Vorgang das Ergebnis der Interaktion
verschiedener neurotoxischer und pro-inflammatorischer Mediatoren. Beteiligt sind die
bereits oben genannten TNF-o, IL-1f und IL-6P, aber auch eine Reihe weiterer
Mediatoren wie Interleukin-33 (IL-33), ,,mitogen-activated-proteinkinase” (MAP) und
ein intrazellulérer Calciumanstieg. Diese Reaktionen werden jedoch vor allem durch die
Mikroglia und deren Kommunikation mit anderen zellularen Bestandteilen wie den
Astrozyten, Mast- und T-Zellen getriggert und resultieren final in der mit der

Inflammation einhergehenden Neurodegeneration (Kempuraj et al., 2016).
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1.6 AIF-1und PTGER 2
1.6.1 AIF-1/IBA-1

Der ,,Allograft Inflammatoryfactor 1< (AIF-1) oder auch ,,ionized calcium binding
adaptor molecule 1« (IBA-1) ist ein 17 Kilodalton (KDA) schweres, aus 147 Aminosauren
bestehendes und von monozytischen Zellen exprimiertes Protein. Es wird vor allem in
zerebralen Mikrogliazellen gebildet und fungiert als Adaptermolekul zur Weiterleitung
von Calcium-Signalen (Ito et al., 1998). AIF-1 kann dazu verwendet werden, Mikroglia
in verzweigter, aktivierter, amdboider und dystropher Form immunhistochemisch
kenntlich zu machen (Lier et al., 2021). In Abhangigkeit einer neuroinflammatorischen
Aktivitat wird AIF-1 in Mikroglia hochreguliert, sodass das Protein als Marker fir ein
inflammatorisches Geschehen genutzt werden kann. Zusatzlich deutet eine Abnahme des
Proteins auf eine antiinflammatorische Beeinflussung dieses Geschehens hin. Eine
reduzierte Expression resultiert in einem Shift der pro-inflammatorischen M1-Mikroglia
zu neuroprotektiv tatigen M2-Mikroglia und fuhrt so zu einer Umwandlung der
neurotoxischen/inflammatorischen Wirkweise der Mikroglia-Zellen hin zu einer
neuroprotektiven/anti-inflammatorischen (Zeng et al., 2019). Des Weiteren zeigt AIF1
auch eine Beteiligung an der Reorganisation des Zellskeletts und der Aktivierung der
Mikrogliazellen. Mittels ,,cross-linking von Aktin wird durch AIF1 die
Membranausstillpung, als essenzieller Bestandteil der Motilitdt und Phagozytose,
beeinflusst (Kenkhuis et al., 2022).

1.6.2 PTGER2

Der Prostaglandinrezeptor E> (PTGERZ2) ist einer von vier von den Mikrogliazellen
exprimierten Prostaglandinrezeptoren. Nach Bindung von Prostaglandin E> (PGE>)
ubernimmt PTGER2 eine Rolle bei der Aktivierung der Mikrogliazellen. Durch die
Bindung von PGE2 kommt es zu verschiedenen pro-inflammatorischen Mechanismen in
den Mikrogliazellen wie beispielsweise eine durch Interferon-y (IFN-y) mitvermittelte
Steigerung der Nitritoxid (NO)-Produktion (Nagano et al., 2017). Des Weiteren fiihrt eine
Aktivierung von PTGER2 zu einer Potenzierung der intrazellularen Cyclooxygenase-2
(COX-2) durch welche es zur Bildung weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren wie
TNF-a kommt (Nagano et al., 2021). Die zerebralen Level von PTGER2 kdnnen deshalb
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dazu verwendet werden, das inflammatorische Geschehen und die mikrogliale
Beteiligung im Kortex zu monitoren (Herring et al., 2021). Dartber hinaus existiert ein
potenziell positiver Effekt in einem Alzheimer-&hnlichen Mausmodell, der durch eine
Deletion des PTGER2 vermittelt wird. Durch Mikrogliazellen verursachter oxidativer
Stress und zerebrale AB-Level wurden im Rahmen dieser Deletion reduziert. Auch die
amyloide Prozessierung des APP, gemessen an retrograden B-CTF-Leveln, wurde

vermindert (Liang et al., 2005).
1.7 Kallikrein-8
1.7.1 Physiologische Funktion

Kallikrein-8 (KLKS8; Synonym Neuropsin) ist eine in der extrazellularen Matrix
vorliegende Serinprotease, welche eine ahnliche Substratspezifitat wie Trypsin aufweist.
Ihr Genlokus liegt auf dem langen Arm des Chromosom-19 und setzt sich aus sechs
Exons zusammen, von denen das erste Exon nicht codierend ist. KLK8 verarbeitet die
Substrate Vitronectin, Fibronectin, das Zelladhasionsmolekul (,,cell adhesion molecule*
CAM) L1, Neuregulin-1 (NRG-1), sowie den Ephrin-Rezeptor B2 (EphB2) (Bukowski
etal., 2020). Vornehmlich wird KLK8 in den Pyramidenzellen der Hippokampusregionen
CA1-3 und den magnozellularen Neuronen der lateralen und basolateralen Areale der
Amygdala exprimiert. Im Rahmen einer erhohten neurologischen Aktivitat kommt es zu
einer Steigerung der KLKS8 Expression (Chen et al., 1995). KLKS8 erfillt
substratspezifisch verschiedene Aufgaben im zerebralen System. Uber die Abspaltung
der extrazellularen Domane des neuronalen prasynaptischen Zelladhésionsmolekils L1
spielt es eine wichtige Rolle im hippokampusassoziierten radumlichen Lernen. Vor allem
in den Phasen der ,,early onset* Langzeitpotenzierung (E-LPT) und damit in der Bildung
neuer Gedachtniseindriicke ist KLK8 essenziell. Hier wird die Spaltung des L1 CAM
Uber ein postsynaptisches NMDA-vermitteltes Signal ausgelost, wodurch es zu
prasynaptischen Adhdasionsédnderungen und erhohter synaptischer Plastizitat kommt.
Diese Veranderung ist unabdingbar fiir eine stabile Potenzierung, wodurch KLK8 zum
Bindeglied zwischen postsynaptischem Signal und prasynaptischer Anpassung und somit
zwischen neuronalem Reiz und aktivem Gedé&chtnisaufbau wird. KLK8 nimmt somit eine
essenzielle Rolle im Umbau der extrazelluldaren Matrix (EZM) und Vermittlung der
synaptischen Plastizitét ein (Tamura et al., 2006).
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Des Weiteren nimmt KLK8 tber Neuregulin-1 (NRG-1), einen Rezeptor Tyrosinkinase
Liganden, durch Modulation der Gaba-Aminobuttersdure (GABA) vermittelten
Ubertragung weiteren Einfluss auf die synaptische Plastizitat. Dieser Signalweg spielt
sowohl eine Rolle fur das menschliche Gedéchtnis, scheint bei Funktionsverlust aber auch
eine der Ursachen fur geistige Erkrankungen wie Schizophrenie zu sein. KLK-8 spaltet
die extrazellulare Domane des reifen NRG-1 und nimmt NRG-1 so seine Heparin-
bindende Doméne. Auf diese Weise wird eine Ligandeneinheit aus dem
Glycosaminoglykan-Pool frei und l6st die Phosphorylierung des NRG-1 Rezeptors
ErbB4 aus. Dies vermittelt im Rahmen der E-LTP eine Signallibertragung tber den NRG-
1 Rezeptor ErbB4 und ist fiir eine physiologische Modulation der E-LTP mittels KLK8
wichtig (Tamura et al., 2012).

Ein weiteres Substrat von KLKS8 ist das extrazellulare Matrixprotein Fibronectin, welches
im zentralen Nervensystem exprimiert wird. KLK8 spaltet die Haupt-
Fibrinbindungsdomaéne des Fibronectin ab und beeinflusst so direkt seine Funktion als
Zelladhésionsmolekil (Shimizu et al., 1998). Abschliefend muss vor allem die
Interaktion des KLK8 mit dem Ephrin-Typ B-Rezeptor 2 (EphB2) beriicksichtigt werden.
EphB2 ist Bestandteil der groRen Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) und
nimmt eine signifikante Rolle in verschiedenen intrazerebralen Entwicklungen und
Reaktionen ein. Im Rahmen der embryologischen Entwicklung modulieren Eph-
Rezeptoren die Migration der Neuralleiste sowie das axonale Wachstum und die Reifung
der Axone. Hierbei werden zwei Sorten der EphR unterschieden. Zum einen gibt es Typ
A Rezeptoren, die uber Glycosylphosphatidylinositol (GPI) an die Zellmembran
verankerten Typ A Ephrinen kommunizieren. Des Weiteren existieren Typ B Rezeptoren
wie EphB2, die mit der transmembranen Doméne des Typ B Ephrins interagieren
(Henderson et al., 2001). EphB2 ist dartiber hinaus auch im adulten ZNS essenziell fir
verschiedene Funktionen wie etwa die Neurogenese, Angiogenese oder die Interaktion
mit Astrozyten und Fibroblasten im Rahmen neurovaskulérer Reparaturen (Ernst et al.,
2019).

EphB2 kommuniziert dartiber hinaus mit der NR1 Rezeptoruntereinheit des NMDA-
Rezeptors (NMDAR) (Attwood et al., 2011). Auf diese Weise ibernimmt EphB2 eine
Rolle im Rahmen der Langzeitpotenzierung (LTP) beispielsweise im Hippocampus.
Synaptische Aktivitat und Kognition werden NMDA-abhéngig und durch eine EphB2-
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vermittelte Regulation der synaptischen Lokalisation des NMDAR positiv beeinflusst
(Hu et al.,, 2017). Des Weiteren findet auch eine Interaktion von EphB2 und den
postsynaptischen ,,a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid*“ (AMPA) -
Rezeptoren (AMPAR) statt. Die AMPAR stellen den Grofdteil der Neurotransmitter-
Rezeptoren im ZNS dar und sind in die synaptische Plastizitat involviert. Eine (ber
EphB2 vermittelte Endozytose dieser Rezeptoren spielt vor allem im Rahmen der
synaptischen Langzeitdepression (LTD) eine wichtige Rolle (Irie et al., 2005). Positive
Prozesse wie Angiogenese und Neurogenese sowie die Vermittlung der synaptischen
Plastizitat im Hippocampus werden durch die Spaltung von EphB2 durch KLK8 negiert.
Wéhrend die EphB2/NMDAR-Interaktion beispielsweise im Hippocampus durch KLK8
gedampft wird, erfahrt sie in der Amygdala eine Potenzierung durch KLK8. Im Rahmen
von traumatischen Ereignissen kommt es durch die EphB2/NMDAR- Interaktion zu einer
gesteigerten Expression des sogenannten ,,Stressgens FkbpS und so zu einer
Entwicklung der Angstreaktion. Durch eine KLK8-vermittelte Spaltung des
extrazellularen Anteils von EphB2 kann der Rezeptor freier mit der N1 Untereinheit des
NMDAR interagieren und die Dynamik der EphB2/NMDAR-Interaktion wird gesteigert.
Dies resultiert in einer gesteigerten Fkbp5-Expression. Dieser Aspekt der
Angstentwicklung wird dartiber hinaus auch noch durch eine erhghte Expression von
KLK8 bei einem entsprechenden neuronalen Reiz verstérkt (Attwood et al., 2011). Neben
einer durch KLK8 verstarkten Angst- und Stressreaktion behindert Fkbp5 darlber hinaus
die Degradation von Tau und fordert die Neurotoxizitat (Bailus et al., 2021). Gesteigerte
Level an Fkbp5 scheinen darliber hinaus eine Verénderung der Assoziation des
Hitzeschockproteins-90 (Hsp90) zu den AMPAR und damit ein erhdhtes Recycling dieser
Rezeptoren hervorzurufen. Dieser Vorgang resultiert in einer negativen Beeinflussung

des Lern- und Gedéachtnisprozesses (Blair et al., 2019).
1.7.2 Potenziell pathologische Rolle im Rahmen des Morbus Alzheimer

KLK8 nimmt als extrazelluldre Serinprotease an einem breiten Spektrum zerebraler
Vorgéange teil. Neben Einfllssen auf die raumliche Gedéchtnisbildung und Modifizierung
der synaptischen Plastizitat spielt KLK-8 Uber Fibronectin auch eine Rolle in der
Zelladhésion und Rekrutierung. Angiogenese, genau wie Neurogenese, aber auch die
Entwicklung und Steuerung der Angstreaktion werden durch KLK8 beeinflusst. Diese
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Parameter und zerebralen Abldaufe sind im Rahmen der AD pathologisch alterniert und
implizieren eine mogliche Rolle von KLK-8 in der Pathogenese der Erkrankung.
Daruber hinaus konnten die Arbeitsgruppe um Cissé zeigen, dass EphB2-Proteinlevel und
MRNA-Level im Bereich des Hippocampus in transgenen Mausmodellen gegentiber
Wildtyp Méusen bereits frihzeitig pathologisch abgesenkt sind. Auf diese Weise
gesenkte NMDAR-Strome und die Beeintrdchtigung der LTP konnten Uber eine
Lentiviren-vermittelte Erhéhung der EphB2-Expression revidiert werden (Cissé et al.,
2011). Trotz der Substratspezifitdt von KLK8 zu EphB2 und der Fahigkeit der Protease,
Teile des EphB2 zu spalten und Einfluss auf seine Wirkung zu nehmen, wurden bisher
nur wenige Ruckschlisse auf eine Beteiligung von KLK-8 an der Alzheimer-Pathologie
gezogen.

Mittels einer Analyse der Gehirne von Alzheimer-Patienten und unter Nutzung des
transgenen (Tg) CRND8-Mausmodells konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass KLK8
bereits préaklinisch, noch deutlich vor Auftreten erster AB-Pathologien, erhoht ist. Mit
einer Analyse der Serum- und Riickenmarksflissigkeits-Level von KLK8 lief3 sich zudem
demonstrieren, dass KLK8 die exakte diagnostische Akkuratheit bereits etablierter
Alzheimer-Biomarker wie etwa A4z aufweist und im Rahmen des MCI sogar Ubertrifft
(Teuber-Hanselmann et al., 2020). Unter Bericksichtigung des friihen Anstiegs
zerebraler KLK8-Level scheint es deshalb wahrscheinlich, dass KLKS8 in der kausalen

Wirkungskette der Alzheimer-Pathogenese eine friihe Komponente darstellt.

1.7.3 Kallikrein-8 als moégliches therapeutisches Target

Unter Annahme der These, dass KLKS8 eine friihe Komponente in der Pathogenese der
Alzheimer Erkrankung darstellt, untersuchte unsere Arbeitsgruppe deshalb eine Blockade
von KLK-8 als potenzielles therapeutisches Target. Eine intraventrikulére Applikation
eines KLK-8 Antikorpers resultierte hierbei in einer gesteigerten AB-Clearance, einer
Reduktion zerebraler AB- und Tau-Level sowie einer erhdhten Neuroplastizitat. Dartiber
hinaus zeigten therapierte Mause eine deutlich verbesserte kognitive Leistungsfahigkeit
und signifikant reduzierte Angstlevel (Herring et al., 2016). Diese Arbeit ist ein neuer
Ansatz um die pathomechanische Funktion von KLK8 im Kontext der AD und seine

putative Rolle als ein therapeutisches Target zu verifizieren.
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2 FRAGESTELLUNGEN

In Kapitel 1.5 dieser Arbeit wurden die Mikroglia und ihre Rolle in Bezug auf die
Inflammation und daraus resultierende Neurodegeneration in der Pathogenese des
Morbus Alzheimer dargestellt. Die von unserer Arbeitsgruppe durchgefihrte Blockade
von KLK8 mit Hilfe eines intraventrikular applizierten Antikorpers zeigte auf viele
pathologische Aspekte der Erkrankung positive Auswirkungen. Mikroglia vermitteln
uber die von ihnen verursachte Inflammation eine stetige, progrediente
Neurodegeneration. Im Rahmen dieser Neurodegeneration und dem damit verbundenen
Neuronenuntergang kommt es zwangslaufig zu einer Verschlechterung der kognitiven
Fahigkeiten. Unter Verwendung einer KLK8-Antikorpertherapie zeigte sich eine
deutliche Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten. Dies legt die Vermutung nahe, dass
KLK8 direkt oder indirekt mit der residenten Mikroglia interagiert und die von diesen
den Zellen vermittelte Inflammation beeinflusst, woraus sich die Fragestellung dieser
Arbeit ergibt.

1. Welchen Einfluss ubt ein genetischer Knockdown von Kallikrein-8 unter
Beriicksichtigung geschlechterspezifischer Differenzen, sowie im Hinblick auf
die krankheitszyklisch unterschiedlich schwer betroffene Areale des Neokortex,
Hippokampus und der Basalganglien, auf die im Rahmen des Morbus Alzheimer
auftretende Mikrogliose aus?

2. Inwiefern wird die Sekretion des mikroglialen Inflammationsmarker AIF1 durch
einen Knockdown von Kallikrein-8 unter Einbezug des Geschlechtes und der
krankheitszyklisch unterschiedlich stark betroffenen Areale des Neokortex,
Hippokampus und der Basalganglien beeinflusst?

3. Inwiefern wird die Sekretion des mikroglialen Inflammationsmarkers PTGER?2
durch einen Knockdown von Kallikrein-8 unter Einbezug des Geschlechts und
der krankheitszyklisch unterschiedlich stark betroffenen Areale des Neokortex,

Hippokampus und der Basalganglien beeinflusst?
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3 MATERIAL UND METHODEN

Im folgenden Kapitel werden das dieser Arbeit zugrunde liegende Tiermodell, sowie
die verwendeten Methoden und Versuchsablaufe aufgeflihrt und erlautert. In
diesem Zusammenhang genutzte Materialien finden sich in einer tabellarischen
Auffuhrung im Anhang. Die Datenerhebung erfolgte verblindet. Die Arbeitsschritte
3.1-3.4, sowie 3.5.1, 3.5.3 und 3.6 wurden nicht eigenstandig, sondern durch andere
Mitarbeiter der Arbeitsgruppe durchgefuihrt, dienten jedoch als Grundlage fur
meine Arbeit. Die Arbeitsschritte Probenvorbereitung (3.5.2), Gelelektrophorese
(3.5.4), Tank-Western-Blot-Verfahren  (3.5.5), Chemilumineszenz-basierte
Proteindetektion (3.5.6), sowie die stereologische Quantifizierung (3.7) und die

statistische Auswertung der Daten (3.8) wurden eigenstéandig durchgeftihrt.
3.1 Tiermodell

Zur Untersuchung der in vivo Auswirkungen einer dauerhaften KLK8-Reduktion auf die
Alzheimer-Pathologie wurde durch Kreuzung ein genetischer Knockdown des murinen
KIk8 Gens (mKIk8+/-) im Alzheimer-Mausmodell TJCRND8 generiert. Im Folgenden
werden nun Grinderstamme, Intermedidr- und Experimentalgeneration n&her

beschrieben.
3.1.1 Grinderstaimme

1. Der erste Grunderstamm, der transgene CRND8-Mausstamm (Tanz Center for
Research in Neurodegenerative Diseases, Toronto, Kanada), zeichnet sich durch
eine hemizygote Doppelmutation des humanen Amyloid-Vorlauferprotein-695-
Transgens [hAPP+/-], bestehend aus der ,, Swedish“ und ,, Indiana“ Mutation
[KM670/671INL & V717F], kontrolliert durch den Hamster Prion-Protein-
Promoter auf einem C57BL/6-C3H/HeJ Hybrid-Hintergrund Stamm aus (Chishti
etal., 2001). Die transgenen CRND8-Mause zeigen bereits ab dem 30. postnatalen
Tag (P30) einen zerebralen Uberschuss an KLK8 (Herring et al., 2016). Zerebrale
Amyloid-Beta (AP) Plaque Bildung, sowie kognitiven Einschrdnkungen setzen
etwa ab P90 ein (Chishti et al., 2001).
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2. Der zweite Grunderstamm entspricht mKIlk8-knockout M&usen (homozygoter
knockout fur murines KIk8 [mKIk8-/-] gebildet auf einem C57BL76J
Hintergrundstamm (B6.129P2-KLK8<tm1Shio>, RIKEN BioResource Research
Center, Tsukuba, Japan). Diese Mduse sind lebensfahig und fertil, zeigen jedoch
eine  Verminderung der hippokampalen Langzeitpotenzierung (LTP) in
Kombination mit den Hippokampus-assoziierten Gedachtnisleistungen (Tamura
et al., 2006). Auch présentieren sie milde hippokampale, synaptische und
neurologische Auffélligkeiten, wie etwa ein vergroRertes Pyramidenzell-Soma,
eine Reduktion der Dichte von asymmetrischen Synapsen, sowie eine erhohte
Anzahl Parvalbumin-produzierender Zellen (Hirata et al., 2001).

3.1.2 Intermedidr-Generation

Fur die Intermedidr-Generation wurden die Mause mit homozygotem knock-down fir
murines KIk8 [mKIk8-/-] mit nicht transgenen C3H/HeJ Mé&usen, wildtypisch fir mKIk8
[mKIk8+/+] gekreuzt. Dies resultierte in heterozygoten mKIk8 knock-down M&usen
[MKIKk8 +/-] auf einem C57BL/6-C3H/HeJ Hintergrundstamm, welcher dem Hintergrund
des TJCRDN8-Modells entspricht.

3.1.3 Experimental-Generation

Mit dem Ziel die KLK8-Expression in den TgCRND8 Méusen permanent zu senken,
wurden 10 weibliche, nicht-transgene [hAPP-/-] mKIk8 knockdown Mause [mKIk8+/-]
der Intermediargeneration mit 10 mannlichen transgenen CRND8 Mausen ohne mKIk8
Knockdown [hAPP +/-, mKIk8+/+] gepaart. Dies resultierte in den folgenden 4

gewiinschten Genotypen:

1. Transgene Madause mit Alzheimer-Pathologie und mit einem knock-down fir
mKIk8 [hAPP +/-, mKIlk8+/-], welche um 50% geringere Level an KLKS8
produzieren als TJCRND8 Mause ohne mKI1k8 Knockdown.

2. Transgene Mause mit Alzheimer-Pathologie aber ohne den mKIk8 knock-down
[hAPP +/-, mKIk8+/+]. Diese Mause besitzen erhohte zerebrale KLK8 Level im
Vergleich zu den Wildtyp-Mausen (Herring et al., 2016; Keyvani et al., 2018).
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3. Nicht-transgene Mé&use mit einem mKIk8 knock-down die keine Alzheimer-
ahnlichen Pathologien zeigen, jedoch geringere Level an KLK8 produzieren als
Wildtyp-Méuse ohne Knockdown [hAPP-/-, mKIk8 +/-].

4. Nicht-transgene Maéuse, die weder eine Alzheimer &hnliche Pathologie noch
verminderte zerebrale mKIk8 Level besitzen [hAPP -/-, mKIk8 +/+] (Wildtyp).

3.2 Tierhaltung

Alle Méause jeder Generation und jedes Genotyps lebten in Standardhaltung (SH) in
Kéfigen des Typs Makrolon I1l, zusammen mit ihren Muittern bis P30 (friihe juvenile
Phase, vor Auftreten der Alzheimer-Pathologie). Ab P30 wurden die M&use mit Hilfe
einer konventionellen PCR-Analyse fur hAPP und mKIk8 genotypisiert. Hierzu wurden
drei verschiedene Primer genutzt, um zwischen mKIk8 -/-, mKIk8 +/- und mKIk8 +/+
Genotypen unterscheiden zu konnen. AuBerdem wurde mittels PCR der murinen sex
determining region Y (mSry) eine Verifizierung des Geschlechts vorgenommen. Im
Anschluss wurden die Mduse in Standardhaltung in Gruppen von 3-4 Versuchstieren
gleichen Geschlechts gehalten. Fir die Generierung der Intermediar- und
Experimentalgeneration wurden jeweils ein weibliches und ein mannliches Tier
zusammen im Ka&fig gehalten. Sowohl Futter als auch Leitungswasser standen den Tieren
aller Generationen jederzeit zur freien Verfigung. Im Vergleich zu den Mausen der
Intermedidr- und  Grindergenerationen  wiesen auch die  Mause der
Experimentalgeneration keine zusatzlichen Pathologien auf.

Um eine Effektverzerrung durch den elterlichen Genotyp auf den Phéanotyp der
Experimentalgeneration zu verhindern, wurden die Versuchsgruppen zuféllig und zu

gleichen Anteilen aus den Nachkommen der Zuchtpaare zusammengesetzt.
3.3 Verhaltensphanotypisierung

Die Untersuchung des Verhaltens der Experimentalgeneration erfolgte mittels
verschiedener Tests zwischen P210 und P234. In dieser Phase befanden sich die Tiere
bereits in einem fortgeschrittenen Stadium der Alzheimer-dhnlichen Krankheit. Vor
Durchfiihrung der Verhaltenstests wurden die Tiere zunédchst flr eine Woche an einen

invertierten Tag und Nacht Rhythmus gewohnt.
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Die Untersuchung der Angstlichkeit der Tiere erfolgte mittels des Elevated Plus Maze
(EPM) (YYoung et al., 2008). Das explorative Verhalten der Tiere konnte mittels Open-
Field Tests (OF) analysiert werden (Kilic et al., 2010). Als letztes erfolgte die
Untersuchung des Geddachtnisses zur Objekt-Wiedererkennung mittels Novel-Object-
Tests (Ennaceur and Meliani, 1992).

Tabelle 1 zeigt die Anzahl der Tiere pro Gruppe der Experimentalgeneration, die im

weiteren Verlauf dieser Arbeit untersucht wurden:

Gruppe Geschlecht hAPP-Transgen | mKIk8- Anzahl der Tiere
knockdown
1 Q +/- +/+ 12
2 Q +/- +/- 12
3 3 +/- ++ 12
4 3 +- +/- 11
5 Q -I- ++ 10
6 Q -I- +/- 12
7 o) -I- ++ 13
8 IS -/- +/- 12
Gesamt / / / 94

Tabelle 1 Anzahl der untersuchten Tiere der Experimentalgeneration flr Western-Blot-Analysen und AIF-1 Stereologie

3.4 Probengewinnung

Im Anschluss an die Verhaltensphanotypisierung wurden die Mause der
Experimentalgeneration zur Probengewinnung an Tag P226 (+ 0,77) get6tet. Zunachst
wurden sie hierzu mit Hilfe eines CO2/O, Gemisches betdubt und im Anschluss mit Hilfe
reinen Kohlenstoffdioxids bei einer Flussrate von 1,8 I/min getotet. Es folgte die
Entnahme des Hirngewebes. Hierzu wurden die getoteten Méause dekapitiert. Die linke
Hemisphare der Tiere wurde mittels Formalin fixiert, anschlieBend in Paraffin eingebettet
und zugeschnitten. Dieser Teil diente der immunhistologischen Farbung und
anschlieBenden stereologischen Auswertung. Aus der anderen Hemisphére wurden
Neokortex, entorhinaler Kortex, sowie der Hippokampus getrennt voneinander isoliert
und anschlief’end mittels Flussigstickstoff bei -80°C tiefgefroren. Der entorhinale Kortex
und der Hippokampus wurden zur DNA, RNA und Proteinextraktion mittels TRIzol-
Reagenzes ohne sub-zelluldres Fraktionieren, mit Hilfe eines Protease-Inhibitor-
Cocktails und PMSF verwendet. Der Neokortex diente der DNA, RNA und
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Proteinextraktion mittels TRIzol-Reagenzes oder der Proteinextraktion mittels
Proteinextraktionspuffers.

Die Tierzucht, die Verhaltensphanotypisierung und die Gehirnentnahme erfolgten im

Zentralen Tierlaboratorium des Universitatsklinikums Essen.

Die Genehmigung fur die Zichtung, Verhaltensphanotypisierung und Dekapitation der
Maéause mit anschlieBender Probenentnahme wurde durch das Landesamt fur Natur-,
Umwelt- und Verbraucherschutz (LANUV) NRW entsprechend der EU-Richtlinien
2010/63/EU erteilt (AZ 84-02.04.2014.A488).

3.4.1 Extraktion von DNA, RNA und Proteinen

Zur Extraktion von DNA, RNA und Proteinen wurde der zuvor auf -80°C gefrorene
Neocortex der rechten Hemisphare der Tiere der Experimentalgeneration verwendet. Fir
den gesamten Arbeitsteil der RNA-Isolierung wurde mit RNase-freien Spritzen
gearbeitet. Zundchst wurde das Gewebe zusammen mit 800 pl Trizol-Reagenz (s. 8.4) in
einem Mikrodismembrator fir 2 min bei 2500 rpm zertrimmert, um homogenisierte
Proben zu erhalten. Das entstandene Homogenat wurde dann in einem Reaktionsgefal
mit 800 pl Trizol-Reagenz zusammengefuhrt und fir 5 Minuten auf Eis inkubiert. Zwecks
Phasentrennung erfolgte dann die Zugabe von 200 pl Chloroform. Zunéchst wurde das
Homogenat fir 5 Sekunden gevortext und dann fur 2 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine 15-min(tige Zentrifugation mit 13000 rpm bei 4°C.
Durch die Phasentrennung zeigte die Probe nun eine obere, wassrige Phase, welche die
RNA enthielt, eine mittlere, triibe Phase, die die DNA enthielt, sowie eine untere, Protein-
enthaltende, organische Phase. Zur Weiterverarbeitung wurde die obere Phase mit 500 pl
Trizol-Reagenz in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt. Anschlielend folgte nach einer
Zugabe von 100 pl Chloroform und 2-mindtiger Inkubation bei RT eine 15-minitige
Zentrifugation bei 4°C und 13000 rpm, sodass erneut eine obere Phase entstand, welche
in ein weiteres Gefal} Uberfihrt wurde. Die Féllung der RNA wurde mittels einer
weiteren, 10-mindtigen Inkubation dieser oberen Phase bei RT unter Zugabe von 800 pl
Isopropylalkohol und einer folgenden 60-mindtigen Zentrifugation mit 13000 rpm bei
4°C erreicht. Das entstandene RNA-Pellet wurde durch zweimaliges Versetzen mit 80%-
Ethanol in Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H20 und anschlielender Zentrifugation bei 4°C
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und 13000 rpm fiir 5 min gereinigt. Der Uberstand konnte jeweils verworfen werden und
das Pellet wurde abschliel3end getrocknet. Zur Lagerung wurde das Pellet in 20 ul DEPC-
H>O aufgeldst und bei -80°C gelagert. Die zuvor gewonnene mittlere und organische
Phase des urspriinglichen Homogenats wurde zwecks DNA-Isolierung mit 480 pl 100%
Ethanol fir 2 min bei RT inkubiert und anschlieBend 5 min bei 4°C und 5000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die Proteinextraktion abgezogen und zu gleichen
Teilen auf 2 ReaktionsgeféalRe aufgeteilt. Das entstandene DNA-Pellet wurde bei -80°C
gelagert. Fur die Proteinextraktion wurde dem Uberstand der DNA-Isolation 2,4 ml
Isopropylalkohol hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT folgte eine
Zentrifugation fur 10 min bei 4°C und 13000 rpm, um ein Proteinpellet zu erhalten. Das
Proteinpellet wurde dann in 3 sich wiederholenden Waschschritten gereinigt. Hierzu
wurden dem Pellet 3,2 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid Lésung in 95%-Ethanol
hinzugegeben, fur 20 min bei RT inkubiert und abschlie3end bei 4°C fur 4 min bei 10000
rom zentrifugiert. Der Uberstand wurde jedes Mal verworfen. Nach dem letzten
Waschschritt wurden 1,6 ml 100%-Ethanol hinzugegeben und fur 5 min bei 4°C und
10000 rpm zentrifugiert. Das Proteinpellet wurde dann zerkleinert und bei 40°C auf dem
Heizblock getrocknet. Das Proteinpellet wurde mit Hilfe eines Proteinase-Inhibitor-
Cocktails (1:1000), Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (1:100) und 800 pul Aqua dest.
mit 1% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) gel6st. Zur optimalen Lésung wurden die Proben
bei 40°C mehrmals geschuttelt und beschallt. Bei -80°C wurden sie dann zur

Konservierung gelagert.
3.5 Proteinanalyse
3.5.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach LOWRY

Unter Verwendung der Lowry-Methode (Lowry et al., 1951) wurde eine quantitative
Bestimmung der Proteinkonzentration in den zuvor extrahierten Proben durchgefihrt.
Hierzu wurde das DC™ Protein Assay Kit Il verwendet. Es folgte eine photometrische
Messung bei 750 nm im Multiscan™ FC.
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3.5.2 Probenvorbereitung

Die Proben wurden zunéchst von -80°C mit Hilfe eines Thermomixers aufgetaut. Im
Anschluss wurde der benétigten Proteinmenge ein Standard-Lysispuffer, sowie 5x
Sodiumdodecylsulfat (SDS)-2-Mercaptoethanol (s. Tabelle im Anhang) zugegeben. Es
folgte eine 5-minitige Denaturierung bei 95°C im Thermomixer und eine darauffolgende
Zentrifugation bei 2000 rpm fur 5 min. Flr jede angesetzte Probe betrug die Proteinmenge
zur Bestimmung von AIF1 und PTGER2 jeweils 30 pg in einem Volumen von 25 pl. Die
zerebrale Expression der genannten Proteine wurde bei 94 Tieren der

Experimentalgeneration mindestens im Duplikat bestimmt (s. Tabelle 1).

3.5.3 Fluoreszenz-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der gesamten aufgetragenen Proteinmenge der Proben wurde eine
Fluoreszenz-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Es wurden mit Hilfe des TGX Stain-Free™
Fast Cast™ Acrylamide Kits nach Vorgabe Trenngele und Sammelgele (s. Tabelle im
Anhang) angefertigt. Fur die Fluoreszenz-Gelelektrophorese wurden jeweils 10 pg der
Proben in einem Volumen von 25 ul aufgetragen und die Gele unter UV-Licht des
Kamera ChemiDoc XRS+ Systems fiir 5 Minuten aktiviert. Auf diese Weise konnte die
Kamera des ChemiDoc XRS+ Systems im Modus UV-Transillumination die so
entstandene Fluoreszenz erfassen und aufnehmen. Die Analyse der Signalstarke der
Proteine erfolgte abschlieRend mit Hilfe der Image Lab™ Software (Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, USA).
3.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Proteine abhéngig von
ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld voneinander getrennt. Hierzu wurden
zuné&chst Polyacrylamidgele (bestehend aus einem Trenn- und Sammelgel, siehe Tabelle
9.2.4 Anhang) angefertigt. Die Geltaschen wurden anschlielend mit den zuvor
vorbereiteten Proben befullt. Die erste Geltasche jedes Gels wurde zur Orientierung und
Ermittlung des Molekulargewichts der aufgetrennten Proteine mit einem GroRenmarker

besttickt. Anschlielend wurde die Phoresekammer mit 1x SDS Laufpuffer (siehe Tabelle
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9.2.4 Anhang) aufgefullt. Unter einer konstanten Elektrophorese-Spannung von 120 V
erfolgte die Protein-Auftrennung fur etwa 2h. Der Vorgang wurde mit dem Erreichen der

Bromphenolblaubande des Markers am unteren Ende des Laufgels beendet.
3.5.5 Western-Blot und Antikdrperblockierung

Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine erfolgte zur weiteren Analyse ein Transfer
der Proteine mittels elektrophoretischer Ubertragung von den Trenngelen auf eine
Nitrozellulose-Tragermembran unter Verwendung des Tank-Blot-Verfahrens (Towbin et
al., 1979).

Hierzu wurden die Gele zundchst in einem 4°C kaltem Blot-Puffer fir 5-15 min
geschwenkt. Zeitgleich wurden die Einzelteile des ,,Blot-Sandwiches* (Schwimme,
Filter und Membran) ebenfalls in Blot-Puffer dquilibriert. Anschlielend folgte die
Konfiguration des ,,Blot-Sandwiches”, bestehend aus dem Gel und den vorher
beschriebenen Bestandteilen. Die Blottingkammer wurde mit dem ,,Blot-Sandwich®,
einem Kuhlakku, einem Magnetrihrer und dem 4°C kalten Blotpuffer gefullt.
AnschlieBend wurden die Proteine bei einer Spannung von 140 V und einer Stromstarke
von 0,25 A fir 1 Stunde unter standigem Ruhren horizontal auf die
Nitrozellulosemembran Gbertragen.

Die Nitrozellulosemembran wurde im néchsten Schritt zundchst fir 5 min in 1x TST (s.
Anhang 8.4.) gewaschen. Anschlieend wurde der erfolgreiche Proteintransfer mittels
Ponceau S-Farbung (s. 8.4) Kkontrolliert. Zwecks Farbung wurde die
Nitrozellulosemembran fir 5 min auf dem Schattler mit Ponceau S-Farbung inkubiert.
Bei erfolgreicher Farbung wurde die Membran mittels 1x TST Waschschritt wieder
vollstandig entfernt und fiir die Blockierung verwendet.

Zunachst wurden die Membranen hierzu fiir 30 min bei RT in 5% Magermilchpulver
(MMP)-TST (s. 8.4.) als Blockierungsmedium inkubiert. Hierdurch sollten unspezifische
Bindungen der Antikoérper durch Blockierung und somit Maskierung unspezifischer
Antigene verhindert werden. Fiir die Analyse der Proteine AIF1 und PTGER?2 folgte nun
die Inkubation mittels des Priméarantikorpers bei 4°C uber Nacht. Dieser wurde in einer
zuvor festgelegten Konzentration (siehe Tabelle 2) mit 5% MMP in 1x TST verdinnt und
auf die Membranen gegeben. Nach 12h wurden die Membranen zunéchst fir 3x 10 min
in TST gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper von der Membran zu entfernen. Einer
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erneuten 30-mindtigen Blockierung mit 5% MMP-TST bei RT folgte die Inkubation mit

horseradish-Peroxidase (HRP)-konjugierten Sekundarantikorpern (ebenfalls in 5%
MMP-TST verdinnt, siehe Tabelle 3) flr insgesamt 60 min. AbschlieBend wurden die

Membranen mittels mehrerer Waschschritte auf die Chemilumineszenz-basierte

Proteindetektion vorbereitet.

Primarantikorper Typ VerdlUnnung in Hersteller,
500MMP-1xTST Katalognummer
Anti-AlF1 Rabbit 1:500 Abcam Inc., Cambridge
Massachusetts, USA,
Ab 178847
Anti-PTGER2 Rabbit 1:1000 OriGene Technologies,

Inc., Rockville, Maryland,
USA
TechnologiesAP01201PU-
N

Tabelle 2: Verwendete Primérantikorper zur Blockierung im Anschluss an das Western-Blot-Verfahren

Sekundéarantikorper

Konjugat

Verdlnnung in
5%MMP-1xTST

Hersteller,

Katalognummer

Anit-rabbit 19G

HRP-konjugiert

1:10000®

Jackson
ImmunoResearch
Europe Ltd,
Cambridgeshire, UK;
111-035-003

Tabelle 3: Verwendete Sekundarantikdrper im Anschluss an die erste Blockierung. (1) Fur beide Primarantikdrper
wurde jeweils der gleiche Sekundéarantikdrper in gleicher Verdinnung verwendet
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3.5.6 Chemilumineszenz-Basierte Proteindetektion

Durch das Verfahren der Chemilumineszenz-basierten Proteindetektion wurde im letzten
Arbeitsschritt die Proteine AIF1, unter Verwendung des Amersham ECL Plus Western
Blotting Detection Reagent-Kits und PTGER2, unter Verwendung des Immobilon
Western HRP-Substrat Kits, quantifiziert. Die verwendete Kamera des ChemiDoc XRS+
Systems wurde zundchst mit Hilfe der Quantity One 1-D Analysis Software (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, USA) flr die optimale Expositionszeit, Zoom und
Fokussierung kalibriert. Im Anschluss wurde die Membran flr diesen Arbeitsschritt mit
einem enhanced chemiluminescene (ECL)-Kit, welches Luminol und ein Peroxid
Reagenz enthélt, fir 1 min inkubiert. Das an den Sekundéarantikorper konjugierte HRP
reduziert, in Abhéangigkeit von seiner Menge, das vorliegende Peroxid-Reagenz, welches
dann vom Luminol unter Emission von blauem Licht (Chemilumineszenz) als
Oxidationsmittel genutzt wird. Je groRer die gebundene Anzahl an Sekundérantikérpern
an den untersuchten Proteinen, desto stéarker ist das zu beobachtende Chemilumineszenz-
Signal. Dieses wird nun in der Dunkelkammer der Digitalkamera (ChemiDoc XRS+
System, BioRad, Miinchen) erfasst und mit Hilfe der Software Image Lab 2.0 (BioRad,
Minchen) ausgewertet. Nach dem Prinzip der Densitometrie (Lichtmenge pro Fléche)
wurde die von den Proteinbanden ausgesendete Signalstdrke (Abhéngig von der
Bandendicke und damit von der Proteinmenge) in einen Zahlenwert umgerechnet. Die so
berechneten Zahlenwerte konnten dann mittels der in 3.5.3 beschriebenen Fluoreszenz-
Gelelektrophorese auf die Gesamt-Proteinmenge normiert werden. Am Ende wurde die
Chemilumineszenz-Signal-Intensitdt hintergrundkorrigiert. Im Sinne einer hohen
Reliabilitat wurde jede Probe mindestens im Duplikat und bei Abweichung der Duplikat-

Messung von mehr als 10% im Triplikat quantifiziert.

3.6 Immunhistologische Farbung AIF-1 positiver Mikrogliazellen

Die linke Hemisphére der Mé&use wurde mittels immunhistologischer Farbung prapariert,
sodass eine stereologische Analyse der AIF1 positiven Mikrogliazellen im Gewebe
maoglich war. Das Gewebe der M&use der Experimentalgeneration wurde zundchst mittels
4% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Anschliefend wurden diese
Paraffinblocke koronar in 10 pum dicke Praparate geschnitten und auf Objekttragern
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fixiert. Um die Préparate fur die Farbung zu entparaffinieren, wurden sie zundachst mit
Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe in der Reihenfolge Xylol, 100%-Ethanol, 96%-
Ethanol, 70%-Ethanol und fur eine Wésserung abschlieBend mit Aqua dest. behandelt.
Im Anschluss wurden die Préparate mit einem zuvor auf 95°C vorgewarmten Citratpuffer
(s. 8.4) fur 20 min inkubiert. In dieser Phase erfolgte die heat-induced epitope retrieval
(HIER)-Reaktion, um die Epitop-Verfligbarkeit zu verbessern. Nach 20-minutiger
Abkulhlung bei RT wurden die Préparate fir weitere 20 min mit 1% Triton (geldst in Aqua
dest.) inkubiert um die Zellen zu permeabilisieren. Nun folgte eine 5-mindtige
Behandlung mittels 3% H20> (peroxidase blocking solution), bei welcher die Préparate
vor und nach der Behandlung in 1x Waschpuffer gegeben wurden. Die Prablockierung
erfolgte darauffolgend fiir 10 min, bevor die Préparate erneut mit Waschpuffer gespult
wurden. Die Praparate wurden dann in einer feuchten Farbekammer positioniert. Der
primdre AIF1-Antikorper sowie der sekundére anti-goat Antikorper wurde mittels
antibody diluent verdunnt (s. 8.4.). Zunachst wurden die Préparate fir 2 Stunden bei RT
mit dem primaren Antikorper inkubiert, bevor ein weiterer Waschschritt erfolgte. Im
Anschluss erfolgte eine 20-minitige Inkubation bei RT mit dem gegen den ersten
Antikorper gerichteten zweiten Antikdrper und ein weiterer Waschschritt. Durch eine 30-
minitige Zugabe des HRP-Polymers, gefolgt von der Applikation des Diaminobenzidins
(DAB), konnte eine Farbung der AIF-1 positiven Mikrogliazellen im Gewebe erzielt
werden. Die Reagenzien fir die Pra- und Postblockierung, ebenso wie das HRP-Polymer,
stammten aus dem ZytoChem Plus HRP Polymer System-Kit. Um die Préparate
abschlieBend wieder zu entwassern und zu konservieren, erfolgte die oben beschriebene
Alkoholreihe in umgekehrter Reihenfolge, beginnend mit Aqua dest., 70%- Ethanol,
96%-Ethanol, 100%- Ethanol und abschlieRend Xylol. Zur Fixierung der Deckglaser auf
den Objekttrdgern wurde dann das Eindeckmittel Cytoseal XYL verwendet. Die so
erstellten Praparate wurden vor der stereologischen Quantifizierung AIF-1 positiver

Mikrogliazellen verblindet.

32



Material und Methoden

Primér-Antikorper Isotyp Verdiinnung Hersteller,
Katalognummer
Anti-AlF1 goat-1gG 1:300 Acris Antibodies
GmbH, Herford,
Deutschland,
AP08912PU-N
Anti-Goat rabbit-1gG 1:600 Dako Deutschland
GmbH,

Hamburg, Deutschland,
E0466

Tabelle 4: Verwendete Antikdrper zur immunhistologischer Farbung

3.7 Stereologische Quantifizierung AlF1-positiver Mikrogliazellen und Zelldichte

Die stereologische Quantifizierung AIF1-positiver Mikroglia-Zellen erfolgte in den
Tieren der Experimentalgeneration (s. Tabelle 1) in der linken Hemisphare. Hierbei
wurden die Bereiche Neokortex, Hippokampus und Basalganglien untersucht.
Verwendung fand hierbei ein Lichtmikroskop, welches tiber eine Digitalkamera mit der
Software Stereo Investigator 11 (MicroBrightField Bioscience, Williston, USA)
verbunden war. Fir die Quantifizierung wurden die Objekttrager zu Beginn in einer 20-
fachen VergroRerung mit einer Belichtungszeit von 15 ms unter dem Mikroskop
positioniert, um die Kontur des zu untersuchenden Areals in der Stereo Investigator 11
Software einzuzeichnen und seine GroRe zu registrieren. Dieser Schritt der
GroRenregistrierung wurde fiir jedes Areal gesondert durchgefiihrt. Anschlieend wurde
eine 200-fache VergroBerung mit einer Belichtungszeit von 30 ms bei getffnetem
Kondensor eingestellt. Die GroRRe des Z&dhlrahmens wurde in der Software auf 250 x 250
pum und die GroRe des Zéhlrasters auf 375 x 375um eingestellt. Quantifiziert wurden alle
Mikrogliazellen mit einem sichtbaren Zellsoma. Die Ergebnisse wurden als Anzahl der
AlF1-positiven Mikrogliazellen in Relation zur GroRe der untersuchten Areale
Neokortex, Hippocampus und Basalganglien (n/mm?) angegeben. Pro Tier der
Experimentalgeneration wurden jeweils 6 Schnitte mit einem Abstand von 100 pum

zwischen den Schnitten untersucht.
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3.8 Statistik

Zur Auswertung und Signifikanzanalyse wurden die in dieser Arbeit erhobenen Daten
verschiedenen statistischen Tests unterzogen. Hierzu wurde die Software IBM ® SPSS
Statistics ® 22 verwendet. Vor Durchfiihrung der Tests wurde ein Signifikanzlevel (o)
von P<0,05 festgelegt. Die Daten wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstests und mittels Q-Q-Diagrammen auf ihre Normalverteilung uberpruft.
Mittels Levene-Tests konnte die Varianzhomogenitdt bestimmt werden. Die
Mittelwertvergleiche mehrerer Gruppen der normalverteilten Daten erfolgte mittels
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Transgen-Status (hAPP +/- vs. hAPP -/-) und dem
mKIk8-Genotyp als Zwischensubjektfaktoren. Im Anschluss wurde mittels least
significant difference (LSD)-post hoc Test ermittelt, ob signifikante Unterschiede der
abhangigen Variablen in den vier untersuchten Gruppen (transgene Mause mit
Alzheimer-ahnlicher Pathologie und erhohten zerebralen KLKS8-Leveln [hAPP +/-,
mKIk8 +/+], transgenen Mé&usen mit 50% reduzierten zerebralen KLK8 Leveln [hAPP
+/-, mKIk8 +/-], nicht transgenen Mausen ohne hAPP-Transgen mit [hAPP -/-, mKIk8
+/-] und ohne mKIk8 knock-down [hAPP -/-, mKIk8 +/+], existieren. Der Einfluss des
Geschlechts wurde durch eine Varianzanalyse mit dem Geschlecht (9 vs. &) als
Zwischensubjektionsfaktor ermittelt. Durch Anwendung des Kruskal-Wallis-Test, sowie
des Mann-Whitney-U-Tests wurden die Mittelwerte der nicht-normalverteilten Daten

miteinander verglichen.
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4 ERGEBNISSE

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss eines Knockdowns von Kallikrein 8 auf
verschiedene pathophysiologische Aspekte der Alzheimererkrankung, vor allem im
Hinblick auf die Neuroinflammation und Mikrogliose, untersucht. Im Zuge dessen
wurden ebenfalls geschlechterspezifische Unterschiede analysiert und die ermittelten
Ergebnisse im Falle von statistisch relevanten Unterschieden geschlechtergetrennt und
im Falle ausbleibender geschlechterspezifsicher Unterschiede geschlechtergepoolt

préasentiert.

4.1 Der genetische Knockdown von Kallikrein 8 hat keinen Einfluss auf die

Gesamtanzahl zerebraler aktivierter Mikroglia in einem AD-Mausmodell

Wie bereits mehrfach gezeigt, wies die durch die Alzheimer-dhnliche Pathologie
betroffene transgene Mauspopulation [hAPP+/-] im Vergleich zu nicht-transgenen
Tieren [hAPP-/-] eine deutlich erhdhte zerebrale Mikrogliadichte auf (Herring et al.,
2016). Hierbei ergab sich fir die Mikrogliadichte im Bereich des Neokortex eine
hdchstsignifikante Zunahme fur transgene Mause ohne genetischen Knockdown
[hAPP+/-, mKIk8 +/+] gegentber des Wildtyps [hAPP-/-, mKIk8 +/+] von +85%.
(hAPP+/-, mKIK8 +/+: 305,85+6,99 vs. hAPP-/-, mKIk8 +/+: 165,50+4,43, p=6,05¢%%)
(siehe Abbildung 2).

Die Anzahl an Mikroglia im Bereich des Hippocampus nahm in der transgenen
Mauspopulation ohne genetischen Knockdown fur Kallikrein-8 [hAPP+/-, mKIk8 +/+]
gegenuber der Wildtyppopulation [hAPP-/-, mKIk8 +/+] um +63% zu. (hAPP+/-, mKI1k8
+/+: 289,87+6,86 vs. NAPP-/-, mKIK8 +/+: 177,92+4,71, p=4,26e°) (siehe Abbildung 3).
AuRerdem konnte fur die Mikrogliadichte im Bereich der Basalganglien eine Zunahme
von +31% im Vergleich der transgenen Mauspopulation [hAPP+/-, mKIk8 +/+]
gegenuiber der Wildtyppopulation [hAPP-/-, mKIk8 +/+] ermittelt werden. (hAPP+/-,
mKIK8 +/+: 170,45+3,19vs. hAPP-/-, mKIk8 +/+: 129,68+3,57, p=5,57e¢!%) (siehe
Abbildung 4).

Ein Effekt des genetischen Knockdowns von Kallikrein-8 auf die zerebrale Mikrogliose
konnte im Vergleich der transgenen Mauspopulation ohne Knockdown fir Kallikrein 8

[hAPP +/-, mKIk8 +/+] gegeniliber der transgenen Mauspopulation mit Knockdown ftir
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Kallikrein-8 [hAPP+/-, mKIk8 +/-] fur keinen der untersuchten zerebralen Abschnitte
nachgewiesen werden (p>0,1). Mause der Wildtyppopulation [hAPP-/-, mKIk8 +/+]
wiesen keinen statistisch signifikanten Unterschied in der zerebralen Mikrogliadichte
gegenliber Mausen ohne Alzheimererkrankung mit genetischem Knockdown fir
Kallikrein-8 auf [hAPP-/-, mKIk8 +/-] (p>0,1).

In der geschlechterdifferenzierten Auswertung konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Geschlechtern der Experimentalpopulationen
festgestellt  werden (p>0,1), weshalb die oben genannten  Ergebnisse

geschlechterzusammenfassend dargestellt wurden.
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(A)
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Abbildung 2 Mikrogliadichte im Bereich des Neokortex

(A) Immunhistologisch gefarbte AIF-1 positive Mikrogliazellen im Neokortex von transgenen Méusen [hAPP+/-] und
nicht transgenen M&usen [hAPP -/-] jeweils ohne Knockdown flr Kallikrein-8 [mKIk8 +/+] und mit Knockdown fiir
Kallikrein-8 [mKIk8 +/-]; Scale Bar: 200um

(B) Stereologische Quantifizierung der Mikrogliadichte im Bereich des Neokortex, Anzahl der Tiere gesamt n=94
(hAPP +/-, mKIk8 +/+ Q@ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/- Q@ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/+ & n=12, hAPP +/- mKIk8 +/- &
n= 11, hAPP +/-, mKIk8 +/+ @ n=13, hAPP -/- mKIk8 +/- @ n=14, hAPP -/- mKIk8 +/+ & n= 10, hAPP -/- mKIk8
+/- & n=10). Die Auswertung erfolgte mittels ANOVA und LSD, dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM in einem
Balkendiagramm.
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Abbildung 3 Mikrogliadichte im Bereich des Hippocampus

(A) Immunhistologisch gefarbte AIF-1 positive Mikrogliazellen im Hippocampus von transgenen Mausen [hAPP+/-]
und nicht transgenen Méausen [hAPP -/-] jeweils ohne Knockdown fiir Kallikrein-8 [mKIk8 +/+] und mit Knockdown
fur Kallikrein-8 [mKIk8 +/+]; Scale Bar: 200um

(B) Stereologische Quantifizierung der Mikrogliadichte im Bereich des Hippocampus, Anzahl der Tiere gesamt n=94
(hAPP +/-, mKIk8 +/+ Q@ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/- @ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/+ & n= 12, hAPP +/- mKIk8 +/- &
n= 11, hAPP +/-, mKIk8 +/+ Q@ n=13, hAPP -/- mKIk8 +/- @ n=14, hAPP -/- mKIk8 +/+ & n= 10, hAPP -/- mKIk8
+/- & n= 10). Die Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney U Test, dargestellt sind die
Mittelwerte +/- SEM in Form eines Balkendiagrammes.
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Abbildung 4 Mikrogliadichte im Bereich der Basalganglien

(A) Immunhistologisch gefarbte AIF-1 positive Mikrogliazellen der Basalganglien von transgenen Mausen [hAPP+/-]
und nicht transgenen Mausen [hAPP -/-] jeweils ohne Knockdown fiir Kallikrein-8 [mKIk8 +/+] und mit Knockdown
fur Kallikrein-8 (mKIk8 +/-]; Scale Bar: 200um

(B) Stereologische Quantifizierung der Mikrogliadichte im Bereich der Basalganglien, Anzahl der Tiere gesamt n=94
(hAPP +/-, mKIk8 +/+ @ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/- © n=12, hAPP +/- mKIk8 +/+ & n=12, hAPP +/- mKIk8 +/- &
n= 11, hAPP +/-, mKIk8 +/+ @ n=13, hAPP -/- mKIk8 +/- @ n=14, hAPP -/- mKIk8 +/+ & n= 10, hAPP -/- mKIk8
+/- & n=10). Die Auswertung erfolgte mittels ANOVA und LSD, dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM mit Hilfe
eines Balkendiagramms.
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4.2 Effekte eines genetischen Knockdowns von Kallikrein-8 auf die neokortikale
Expression von Neuro-Inflammationsmarkern in einem transgenen

Mausmodell

Die Effekte eines genetischen Knockdowns von Kallikrein-8 auf die inflammatorische
Reaktion der Mikrogliazellen im Rahmen der Alzheimererkrankung wurde anhand der
Proteinlevel der Inflammationsmarker AlIF-1 und PTGER 2 untersucht.

4.2.1 Der genetische Knockdown von Kallikrein-8 senkt das Proteinlevel des

Inflammationsmarkers AIF-1 nur in weiblichen transgenen Mausen

Mittels Western-Blot Analyse konnte gezeigt werden, dass von der Alzheimer-&hnlichen
Pathologie betroffene Mauspopulationen [hAPP+/-] signifikant hohere Proteinlevel an
AIF-1 aufweisen als nicht von der AD betroffene Populationen [hAPP-/-]. In transgenen
Mausen ohne genetischen Knockdown fur Kallikrein-8 [hNAPP+/-, mKIk8+/+] steigerte
sich das Proteinlevel von AIF-1 im Vergleich zu Mausen der Wildtyppopulation [hAPP-
/-, mKIk8+/+] um +51%. (hAPP+/-, mKIk8+/+: 1,51+0,10 vs. hAPP-/-, mKIk8 +/+:
140,04, p=0,00039).

Fur die zerebralen Proteinlevel von AIF-1 in weiblichen Mausen der transgenen
Population mit genetischem Knockdown fir Kallikrein-8 [hAPP+/-, mKIk8 +/-, ¢]
konnte im Vergleich zu weiblichen Mdusen der transgenen Population ohne Knockdown
fur Kallikrein-8 [nNAPP+/-, mKIk8 +/+, 9] eine Reduktion um -27,6% ermittelt werden.
(hAPP+/-, mKI1k8 +/-, ¢: 1,32+0,05 vs. hAPP+/-, mKIk8 +/+, ©: 1,82+0,11, p=0,023).
Fur mannliche Vertreter der gleichen Genotypen [hAPP +/-, mKIk8+/-, &' vs. hAPP+/-,
mKI1k8 +/+, 47 lieR sich kein statistisch signifikanter Unterschied ermitteln (p>0,1).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Proteinlevel von AIF-1 bei weiblichen
transgenen Mausen ohne genetischen Knockdown fir Kallikrein-8 [hAPP+/-, mKIk8
+/+, 9] gegeniiber mannlichen Vertretern desselben Genotyps [hAPP+/-, mKIk8 +/+,
347 um +53% héher sind. (hAAPP+/-, mKIk8 +/+, ¢: 1,82+0,11 vs. hAPP+/-, mKIk8 +/+,
d:1,19+0,1, p=0,006).

Weitere geschlechterspezifische Vergleiche der Proteinlevel von AlIF-1 der transgenen
Populationen [hAPP +/-] ohne genetischen Knockdown fir Kallikrein-8 [mKIk8 +/+]
oder mit genetischem Knockdown fir Kallikrein-8 [mKIk8+/-] und nicht transgenen
Populationen [hAPP-/-] ohne genetischem Knockdown fiir Kallikrein-8 [mKIk8 +/+]
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oder mit genetischem Knockdown fir Kallikrein-8 [mKIk8+/-] untereinander ergaben

keine statistisch relevanten Unterschiede (p>0,1).

(A) AlF-1 kDA

— A T T — — — . Lo
¢ 2?2 3 8 2 2 & 4
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Abbildung 5 Proteinlevel des Inflammationsmarkers AlF-1 im Neokortex
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(A) Reprasentatives Western-Blot Bild des Inflammationsmarkers AIF-1 im Neokortex sowohl transgener Mause
[hAPP +/-] und nicht transgener Mause [hAPP -/-], jeweils ohne genetischem Knockdown fiir Kallikrein-8 [mKIk8
+/+] und mit genetischem Knockdown fiir Kallikrein-8 [mKIk8 +/-], in Kombination mit einer Fluoreszenz-
Gelelektrophorese zur Bestimmung der gesamten aufgetragenen Proteinmenge.

(B) Statistische Auswertung der ermittelten Proteinkonzentrationen von AIF-1 unter Verwendung des ANOVA und
Games-Howell post hoc Test. Darstellung der Mittelwerte +/- SEM unter Normierung auf den Wildtyp, WT=1,
geschlechterzusammenfassend. (C) Statistische Auswertung der ermittelten Proteinkonzentrationen von AlF-1 unter
Verwendung des ANOVA und Games-Howell post hoc Test, Darstellung der Mittelwerte +/- SEM unter Normierung
auf den Wildtyp, WT=1, in Form eines Balkendiagrammes, geschlechtergetrennt. Anzahl der Tiere gesamt n=94 (hAPP
+/-, MKIk8 +/+ @ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/- @ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/+ & n= 12, hAPP +/- mKIk8 +/- § n=11,
hAPP +/-, mKIk8 +/+ @ n=13, hAPP -/- mKIk8 +/- @ n=14, hAPP -/- mKIk8 +/+ & n= 10, hAPP -/- mKIk8 +/- § n=
10),

4.2.2 Der genetische Knockdown von Kallikrein-8 hat keinen Einfluss auf die

Proteinlevel des Inflammationsmarkers PTGER2

Im Vergleich transgener Mause [hAPP+/-] ohne genetischen Knockdown fir Kallikrein-
8 [mKIk8 +/+] mit genetischem Knockdown fur Kallikrein-8 [mKIk8 +/-] und nicht
transgener Mduse [hAPP -/-] ohne genetischem Knockdown fiir Kallikrein-8 [mKIk8
+/+] mit genetischem Knockdown fur Kallikrein-8 [mKIk8 +/-] konnten weder in der
geschlechtergetrennten noch zusammenfassenden Analyse statistisch signifikante
Unterschiede in den neokortikalen Proteinlevel des Inflammationsmarkers PTGER2
ermittelt werden (p>0,1). Der Vergleich der Proteinlevel von PTGER?2 in der transgenen
Mauspopulationen [hnAPP +/-] mit der nicht transgenen Mauspopulationen [hAPP -/-]
zeigte weder geschlechtergetrennt noch zusammenfassend betrachtet statistisch
signifikanten Unterschiede (p>0,1) (siehe Abbildung 5).
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(A)
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Abbildung 6 Proteinlevel des Inflammationsmarkers PTGER2 im Neokortex

(A) Repréasentatives Western-Blot Bild des Inflammationsmarkers PTGER2 im Neokortex sowohl transgener Méuse
[hAPP +/-] und nicht transgener Mause [hAPP -/-], jeweils ohne genetischem Knockdown fiir Kallikrein-8 [mKIk8
+/+] und mit genetischem Knockdown fiir Kallikrein-8 [mKIk8 +/-], in Kombination mit einer Fluoreszenz-
Gelelektrophorese zur Bestimmung der gesamten aufgetragenen Proteinmenge.

(B) Statistische Auswertung der ermittelten Proteinkonzentrationen fir PTGER2 mittels ANOVA und LSD unter
Darstellung der Mittelwerte +/- SEM unter Normierung auf den Wildtyp, WT=1, geschlechterzusammenfassend.in
Form eines Balkendiagrammes. Anzahl der Tiere gesamt n=94 (hAPP +/-, mKIk8 +/+ @ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/-
Q@ n=12, hAPP +/- mKIk8 +/+ & n=12, hAPP +/- mKIk8 +/- 3 n=11, hAPP +/-, mKIk8 +/+ Q n=13, hAPP -/- mKIk8
+/- @ n=14, hAPP -/- mKIk8 +/+ 3 n= 10, hAPP -/- mKIk8 +/- & n= 10).
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5 DISKUSSION

Morbus Alzheimer zdhlt zum Formenkreis der neurodegenerativen Erkrankungen.
Insbesondere die spontan im Alter auftretende Variante stellt unter dem Gesichtspunkt
des demographischen Wandels einen progredient zunehmenden negativen
sozio6konomischen Impact fur die weltweite Bevolkerung dar. Wie bereits in Kapitel 1.1
dieser Arbeit erldautert, prognostizieren Expertengruppen eine in der Zukunft signifikant
ansteigende Anzahl betroffener Menschen. Unter diesem Aspekt scheint es umso
wichtiger, einen kurativen Therapieansatz der Erkrankung zu erforschen. Dies kann nur
gelingen, indem man die bis heute nicht vollstandig verstandene Pathophysiologie der
AD weiter entschliisselt und potenzielle , Targets* eines medikamentdsen
Therapieansatzes eruiert. Diese Arbeit befasst sich, als Teil eines groReren
Forschungsprojektes, mit einem Baustein der facettenreichen pathologischen Vorgange
und Wirkungsketten im Rahmen der Krankheit. Hierzu wurde die Wechselwirkung
zwischen der extrazelluldren, plastizitats- und synapsenmodulierenden Serinprotease
KLK8 und den residenten Mikroglia untersucht. Diese Zellen vermitteln im Rahmen der
Erkrankung eine neuroinflammatorische und potenziell zytotoxische Modulation des
zerebralen Systems. Unsere Forschungsgruppe zeigte bereits die deutlich vor dem
Auftreten Kklinischer Merkmale entstehende Hochregulation der KLK8-mRNA-
Expression und ihre diagnostische Signifikanz als Marker im Serum und CSF von
Alzheimerpatienten (Teuber-Hanselmann et al., 2020). Des Weiteren wurden die
unterschiedlichen Einflusse einer KLK8-Antikorperblockade auf verschiedenste
Alzheimer-assoziierte Pathologien untersucht (Herring et al., 2016). Deshalb schien es
schlussig, die Einflusse eines permanenten KLK8-Knockdowns auf einzelne
pathologische Prozesse, wie beispielsweise die Mikrogliose und Expression
neuroinflammatorischer Marker wie AIF1 und PTGERZ2, zu inspizieren.

5.1 Einfluss von KLKS8 auf die zerebrale Mikrogliose

Mit Hilfe eines primdren AIF1-Antikdrpers wurden AlF1-positive Mikrogliazellen in den
zerebralen Abschnitten des frontalen Neokortex, des Hippokampus und der
Basalganglien kenntlich gemacht und anschlieRend stereologisch quantifiziert. Hierbei
konnte fur alle Vertreter der TJCRND8 Mauspopulation gegeniliber Vertretern der nicht
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transgenen Population ein signifikanter Anstieg in der Dichte AIF1-positiver, aktivierter
Mikrogliazellen in allen zerebralen Bereichen festgestellt werden. Unsere Arbeitsgruppe
beobachtete bereits einen Anstieg AIF1-positiver Mikrogliazellen im Bereich der
Basalganglien transgener Mause. Diese Erkenntnis kann durch die Ergebnisse dieser
Arbeit bestatigt und auf die zerebralen Areale des frontalen Neokortex und Hippocampus
erweitert werden, die ebenfalls friih im Verlauf der AD pathologische Anderungen
erfahren (Herring et al., 2016). Ein genereller Anstieg aktivierter Mikroglia und damit
eine Beteiligung der Zellen an der pathophysiologischen Kaskade der AD, wie durch
Hickmann et al beschrieben, kann deshalb bestatigt werden (Hickman et al., 2008).

Des Weiteren wurden im Rahmen dieser Arbeit potenzielle Einflisse eines mKLKS8-
Knockdowns auf Vertreter der TQCRND8 Mauspopulation analysiert. Hierbei wurden
auch potenzielle geschlechterspezifische Unterschiede sowie die Auswirkungen des
Knockdowns in unterschiedlichen Hirnarealen wie Neokortex, Hippocampus und den
Basalganglien berticksichtigt. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied
zwischen transgenen Mausen mit genetischem Knockdown im Vergleich zu Méusen ohne
genetischen Knockdown, unabhédngig von Geschlecht oder untersuchtem Hirnareal. Die
totale Anzahl AIF1-positiver, aktivierter Mikrogliazellen wird dementsprechend durch
den Knockdown von KLK8 nicht beeinflusst. Andere Mitglieder unserer
Forschungsgruppe konnten jedoch zeigen, dass der genetische Knockdown von KLK8
die Funktionsweise AlF1-positiver Mikroglia positiv beeinflusst. So resultiert der
Knockdown beispielsweise in einem Anstieg aktivierter, plaqueassoziierter AIF1-
positvier Mikroglia mit Phagozytoseaktivitat (Herring et al., 2021). Mittels Western-Blot
Analyse zeigte unsere Arbeitsgruppe dariber hinaus einen Anstieg der Proteinlevel von
»secreted phosphoprotein 1 und ,.triggering receptor expressed on myeloid cells 2,
welche eine erhohte Resilienz sowie Phagozytoseaktiviat der Mikroglia indizieren
(Herring et al., 2021). Der im Rahmen dieser Arbeit ausbleibende Effekt des KLK8-
Knockdowns auf die Gesamtanzahl AlF1-positiver Mikroglia sollte deshalb im Kontext
weiterer Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe nicht negativ interpretiert werden, sondern
scheint auf einen Aufgabenwechsel der Mikrogliazellen hinzudeuten. Auch konnte unsere
Arbeitsgruppe in dieser Studie zeigen, dass die Mikroglia einen morphologischen Wandel

von statisch verzweigten zu améboid mobilen Zellen vollziehen (Herring et al., 2021).
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Weitere Forschungsgruppen entdeckten in der Vergangenheit bereits die Fahigkeit der
Mikrogliazellen, verschiedene Ph&notypen auszubilden, und damit einhergehend
verschiedene Funktionen zu erflllen. Die Arbeitsgruppe um Heneka et al zeigte, dass
Mikrogliazellen in Form eines M1- oder M2-Phénotyps vorliegen kénnen (Heneka et al.,
2013). Waéhrend Zellen des M1-Phéanotyps vor allem proinflammatorische und
zytotoxische Funktionsweisen demonstrieren, agieren Mikrogliazellen des M2-
Phénotyps auf neuroprotektive Weise und sind in der Lage, Amyloid-p Ablagerungen im
zerebralen Gewebe zu phagozytieren. Zudem konnte unsere Arbeitsgruppe bereits 2016
mittels einer KLK8-Blockade unter Verwendung eines Antikorpers eine gesteigerte Af-
Clearance und Autophagieleistung der zerebralen Mikrogliazellen demonstrieren
(Herring et al., 2016).

Zusammenfassend scheint die Gesamtanzahl AIF1-positiver aktivierter Mikroglia durch
den genetischen Knockdown von KLK8, unabhangig der zerebralen Lokalisation oder
des Geschlechts der Versuchstiere, nicht beeinflusst zu werden. Hinsichtlich der weiteren
Untersuchung unserer Arbeitsgruppe und anderer Forschungsgruppen koénnte der
genetische Knockdown von KLK8 jedoch in einem inflammations- und
krankheitsmodulierenden Shift der mikroglialen Funktion resultieren. Es scheint, dass
durch den Knockdown ein Funktionswechsel statischer, inflammatorischer,
neurotoxischer Mikroglia zu mobilen, phagozytierenden und neuroprotektiven Mikroglia

unterstitzt wird.

5.2 Einfluss des KLK8-Knockdowns auf die Expression des Inflammations-
/Aktivitatsmarkers AIF1

Mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens in Kombination mit einer anschlieRenden
Antikdrperblockierung und chemilumineszenz-basierten Proteindetektion konnte in
dieser Arbeit ein signifikanter Anstieg des Inflammationsmarkers AIF1 flr transgene
Mause ohne genetischen Knockdown von KLK8 gegeniber nicht transgenen Mausen
ohne genetischen Knockdown von KLK8 fiir den Neokortex ermittelt werden. AIF1 ist
Teil der Wirkungskaskade proinflammatorischer Abldufe und wird von monozytaren
Zellen exprimiert (Ito et al., 1998). Eine neuroinflammatorische Komponente der AD auf

Basis der oben genannten und vergangener Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen scheint
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deshalb wahrscheinlich (Zeng et al., 2019). Darlber hinaus indiziert der parallele Anstieg
aktivierter Mikrogliazellen und AIF1 in transgenen Mausen ohne Knockdown im
Vergleich zur Wildtyppopulation eine Partizipation der zerebralen Mikroglia am
inflammatorischen Geschehen im Neokortex. Fortfiihrend wurde fur transgene weibliche
Mause ohne genetischen Knockdown fiir KLK8 im Vergleich zu mannlichen Mausen
desselben Genotyps eine Zunahme der AIF1-Level von 53 % im frontalen Neokortex
ermittelt. Zusétzlich zu diesem Ergebnis konnte im Rahmen der AIF1-
Proteinlevelbestimmung eine Reduktion in der weiblichen transgenen Mauspopulation
mit Knockdown um 27, 6% im Vergleich zur transgenen Population ohne Knockdown
beobachtet werden. Beide Ergebnisse unterstiitzen bereits vorausgegangene
Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe hinsichtlich des weiblichen Geschlechts als
potenzieller Risikofaktor. 2018 wurden verschiedene Pathologien der AD unter
Berlicksichtigung des Geschlechts transgener Mé&use durch unsere Forschungsgruppe
examiniert. Zusammenfassend wurden nicht nur eine erhéhte Plaquebelastung und eine
erhdhte neurovaskuldare Dysfunktion, sondern auch signifikant erhéhte Level diffuser
Mikroglia und erhéhte Inflammation fur das weibliche Geschlecht beobachtet (Keyvani
etal., 2018). Dies scheint in Korrelation mit einem amplifizierten KLK8-Level weiblicher
transgener Mé&use gegeniiber mannlichen Vertretern desselben Genotyps zu stehen
(Keyvani et al., 2018). Die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten gesteigerten AIF1-
Level in weiblichen transgenen Mausen und die Senkung der AlF1-Level in weiblichen
transgenen Maéusen durch einen KLK-8 Knockdown indizieren eine Verbindung
zwischen AIF1, KLK8 und dem weiblichen Geschlecht als Risikofaktor fur einen
fulminanteren Krankheitsverlauf. In Hinsicht auf vergangene Ergebnisse unserer
Forschungsgruppe konnte die beobachtete Reduktion von AIF1 mdglicherweise auf
initial hdheren KLK8-Leveln bei weiblichen transgenen Mausen und der Estradiol-
abhéngigen KLK8-Expressionssteigerung basieren (Keyvani et al., 2018). Dieser wird
durch einen Knockdown der Serinprotease entgegengewirkt, sodass die AlF1-Level
weiblicher transgener Maé&use durch einen Knockdown reduziert wurden. Die
ausbleibende Beeinflussung der AIF1-Level in den Vergleichen der méannlichen
transgenen Méuse mit und ohne Knockdown fiir KLK8 unterstreicht die Rolle des
weiblichen Geschlechts in diesem Zusammenhang noch deutlicher. Eine direkte

Beeinflussung der KLK8-Expression durch das Hormon Testosteron besteht nach
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aktuellem Kenntnisstand nicht (Keyvani et al., 2018), sodass ausbleibende
Veranderungen bei méannlichen Mé&usen im Erwartungshorizont lagen. Des Weiteren gab
es in den nicht transgenen Mauspopulationen mit und ohne Knockdown und unabhéngig
vom Geschlecht keine signifikante Beeinflussung der AlIF1-Level. Ein negativer Einfluss
des KLK8-Knockdowns auf physiologische AIF1-Level ist unter Einbeziehung dieser
Beobachtung unwahrscheinlich und konnte KLK8 umso mehr als potenzielles
therapeutisches Target qualifizieren. Im letzten Schritt der Analysen wurden mannliche
transgene Méuse in Abhangigkeit des KLK8-Knockdown-Status miteinander verglichen.
Eine signifikante Reduktion der AIF1-Level konnte fur mannliche Vertreter der
transgenen Population durch einen Knockdown nicht erwirkt werden. Der ausbleibende
Einfluss auf das ménnliche Geschlecht konnte in den bereits, wie oben beschriebenen
generell gesteigerten AIF1-Level in weiblichen Versuchsgruppen liegen. Dies wiederum
beruht auf einer verstarkten Beeinflussung der KLK8-Expression und damit auch AIF1-
Steigerung durch das Hormon Estradiol (Keyvani et al., 2018). Im ménnlichen zerebralen
System scheint KLK8 im Hinblick auf die anfanglich bereits niedrigeren AlF1-Level
einen geringeren Einfluss auf neuroinflammatorische Vorgange im Rahmen der AD zu
besitzen, sodass der Knockdown Versuch den Inflammationsmarker nicht signifikant
beeinflusst. Die Ergebnisse dieser Arbeit, insbesondere der Analyse des
Inflammationsmarkes AIF1, zeigen erneut geschlechtsspezifische Unterschiede im
Hinblick auf die Pathophysiologie der AD und das komplexe Zusammenspiel einzelner

Bestandteile der inflammatorischen Kaskaden hinsichtlich des Geschlecht.

5.3 Einfluss des KLK8-Knockdowns auf den Inflammationsmarker PTGER?2

Analog zur Analyse von AIF1 wurden die zerebralen Proteinlevel des
Inflammationsmarkers PTGER2 ebenfalls in dieser Arbeit examiniert. Im Vergleich der
unterschiedlichen Experimentalgruppen konnte fur keine dieser Gruppen ein signifikanter
Unterschied ermittelt werden. Die Neuroinflammation ist ein wichtiger Bestandteil des
pathophysiologischen Vorganges im Rahmen der AD und dariiber hinaus Komponente
des neurodegenerativen Prozesses (Akiyama et al., 2000). Vor allem die in dieser Arbeit
ausbleibende Differenz der PTGER2-Level im Vergleich transgener M&use mit nicht

transgenen Mdusen erweist sich unter Beriicksichtigung vergangener Arbeiten unserer
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Forschungsgruppe als Uberraschung (Herring et al., 2016). Im Verlauf vorangegangener
Arbeiten unseres Teams wurde eine initiale Blockade von KLK8 mittels eines
spezifischen Antikdrpers untersucht. Hierbei zeigten sich die PTGER2-Level fir
transgene Méause mit und ohne Antikoérperbehandlung per se eleviert (Herring et al.,
2016), sodass im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls ein Anstieg erwartet wurde. Der
ausbleibende Anstieg des PTGER2 konnte auf einem zeitlichen Unterschied beider
Untersuchungsansétze beruhen. So beziffert sich die Differenz des Zeitpunkts der
Euthanasie der murinen Probanden auf ca. 42 Tage (P184 im Antikdrperversuch versus
P226 im Rahmen dieser Arbeit). AD-Maduse erreichen ein fortgeschrittenes
Krankheitsstadium etwa ab dem 210. Tag ihres Lebenszyklus. Der ausbleibende Anstieg
der PTGER2-Level konnte sich durch ein progredienteres Stadium der Erkrankung
erklaren. Einem initialen Anstieg mit Maximum folgt auf Grund des zunehmenden
Zelluntergangs ein erneuter Rickgang der Expression im weit fortgeschrittenen Stadien
der Erkrankung. Die inflammatorische Rolle von PTGER2 bei verschiedenen
Erkrankungen, sowie die Beeinflussung der inflammatorischen Funktion der Mikroglia
konnte bereits durch verschiedene Arbeitsgruppen gezeigt werden (Fu et al., 2015)
(Liang et al., 2005; Nagano et al., 2021). Zwar konnte ein Anstieg von PTGER?2 in dieser
Arbeit nicht beobachtet werden, andere Teilergebnisse dieser Arbeit, wie der Anstieg der
AlIF1l-Level im frontalen Neokortex transgener Maéuser, belegen jedoch ein
inflammatorisches Geschehen. Zusammenfassend scheint ein Zusammenhang zwischen
dem Zeitpunkt der Probenentnahme und damit dem Krankheitsstadium der transgenen
Méause und dem Ausmall der PTGER2-Expression zu existieren. Eine grundlegende
Beteiligung von PTGER2 am neuroinflammatorischen Geschehen scheint jedoch
basierend auf vorangegangenen Ergebnisse unserer und anderer Arbeitsgruppen
gesichert. So zeigte bereits der Antikorperversuchs unseres Forschungsteams erhohte
PTGER2-Level fir transgene Méause (Herring et al., 2016). Eine Fluktuation der
PTGER2-Level im Rahmen der AD und damit auch ein wechselnder Einfluss auf die

Neuroinflammation kénnte im Rahmen zukinftiger Studien n&her untersucht werden.
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5.4 Limitationen

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse hinsichtlich der Pathophysiologie der AD
konnen auf Grund der Untersuchung am Tiermodell nur limitiert auf humane
Krankheitsabldufe Ubertragen werden. Jedoch konnten bereits in vergangenen Arbeiten
gewisse Parallelen hinsichtlich pathophysiologischer Abldufe zwischen tierischen und
menschlichen Probanden gezogen werden. Die Griindergeneration dieses Tiermodells
zeigte basierend auf der Mutation des APP-Gens eine Ahnlichkeit zur familiaren
Alzheimer Erkrankung (FAD), von der ca. 5 % aller an Alzheimer erkrankten Personen
betroffen sind. Abgesehen von ihrem friiheren Auftreten und der rasanteren Progredienz
weist die FAD kaum histologische und klinische Unterschiede zur ,,Late onset Alzheimer
disease* auf und eignet sich deshalb zur Untersuchung der Pathologie der Erkrankung.
Abschlieend ist hervorzuheben, dass Tiermodelle, bis auf ihre teilweise limitierte
Ubertragbarkeit auf das humane Krankheitsgeschehen, die Grundlage neuer
wissenschaftlicher Erkenntnisse bilden und voraussichtlich auch in n&herer Zukunft
bilden werden (Robinson et al., 2019).

5.5 Diese Arbeit im Kontext des Gesamtprojektes

Um die Rolle von KLKS8 in der pathophysiologischen Kaskade n&her zu examinieren,
wurden die bereits im Rahmen des Antikorper-Versuches untersuchten positiven Effekte
der KLKS8-Blockade, unter dem Aspekt eines genetischen Knockdowns der
Serinprotease, untersucht. Der Knockdown von KLK8 wirkte der AB-Pathologie sowie
der Tau-Phosphorylierung im transgenen hAPP-Mausmodell entgegen. Eine
Beeinflussung der amyloiden APP-Prozessierung und eine Reduktion von Afs2 in
bestimmten zerebralen Abschnitten konnte ebenfalls gezeigt werden. Daruber hinaus
wirkte sich der Knockdown positiv auf die neurovaskuldre Funktion und AB-Clearance
uber die Bluthirnschranke aus und zeigte eine Steigerung der Autophagie und AP-
Phagozytose Uber zerebrale Mikroglia (Herring et al., 2021). Als Teil des grof3en
Gesamtprojektes befasste sich diese Arbeit vor allem mit dem Einfluss eines KLKS8-
Knockdowns auf die neuronale Inflammation und Mikrogliose in Kerngebieten der AD.
Nach aktuellem Forschungsstand konnte noch keine direkte substratvermittelte
Verbindung zwischen KLK8 und der mikroglialen Aktivitat beobachtet werden.
Nichtsdestotrotz beeinflussen positive Effekte des genetischen Knockdowns, wie etwa

50



Diskussion

die Reduktion der Ap-Belastung, den Aktivierungsstatus der Mikroglia indirekt.
Mikroglia bilden nicht nur einen Teil des AB-Clearance-Systems (Hickman et al., 2008),
sondern konnen rezeptorvermittelt durch Ap-Ablagerungen inflammatorisch aktiviert
werden (El Khoury et al., 2003). Eine Reduktion der Ap-Belastung, bedingt durch den
genetischen Knockdown von KLKS8, koénnte die verminderte inflammatorische
Aktivierung der Mikrogliazellen in Bezug auf die AIF1-Proteinlevel erklaren. Auch ein
potenzieller Shift der Mikrogliazellen von zytotoxischen zu phagozytotisch-
neuroprotektiven Phanotypen konnte eine der indirekten Auswirkungen des KLKS8-
Knockdowns symbolisieren. Aufgrund der facettenreichen Pathologien der AD war es
deshalb fir das Gesamtprojekt unserer Forschungsgruppe wichtig neben den direkten
substratspezifischen auch indirekte Effekte des KLK8-Knockdowns zu untersuchen. Zu
diesen indirekten Effekten gehoren die Beeinflussung der residenten Mikroglia und die

Modulation der zerebralen Neuroinflammation.
5.6 Fazit und Ausblick

Im Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass vor allem weibliche transgene Méuse
erhdhte Level an Inflammationsmarkern prasentieren, die durch einen Knockdown von
KLKS8 reduziert werden konnten. Das weibliche Geschlecht scheint also im Rahmen der
Alzheimer Erkrankung ein moglicher signifikanter Risikofaktor zu sein, der durch eine
gezielte Therapie beeinflusst werden konnte. Daruber hinaus ist zwar die Gesamtanzahl
aktivierter Mikroglia durch einen Knockdown nicht nachhaltig beeinflusst worden, in der
Gesamtschau mit anderen Ergebnissen dieser Arbeitsgruppe scheinen die Mikroglia
jedoch im Rahmen der Ausschaltung von KLK8 einen Funktionswechsel zu vollziehen.
So zeigte unser Gesamtprojekt eine verstarkte Plaqueassoziation, Resilienz und erhéhte
Autophagieaktivitat zerebraler Mikroglia im Rahmen des genetischen Knockdowns von
KLK8 (Herring et al., 2021). Eine Unterstiitzung physiologischer, mikroglial-vermittelter
Abbauprozesse scheint ein potenzieller Nutzen des KLK8-Knockdowns zu sein. Positiv
sind dartiber hinaus die ausbleibenden Effekte auf nicht transgene Maduse. Durch den
Knockdown von KLK8 wurde in der nicht transgenen Generation Kkein
Gesundheitsschaden verursacht, sodass eine negative Beeinflussung der zerebralen
physiologischen Homoostase und physiologischer Abldufe im Rahmen dieses Versuches

auszuschliefen ist.
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Eine zukunftige Verwendung, beispielsweiser KLK8 spezifischer Antikorper, scheint auf
gesunde Individuen keinen negativen Einfluss auszuuben. Die beobachteten Einfliisse des
genetischen Knockdowns von KLK8 auf weibliche transgene Méause und die im Rahmen
des Gesamtprojektes beobachteten positiven Effekte auf beispielsweise die mikrogliale
Funktionsweise ohne Beeinflussung gesunder, physiologischer Ablaufe, qualifiziert
KLKS als interessantes therapeutisches Target in der Entwicklung zukiinftiger kurativer
Therapieansétze. Des Weiteren indizieren die initial in weiblichen transgenen Mausen im
Vergleich zu méannlichen Vertretern derselben Population erhéhten AlF1-Level eine
Risikorolle des weiblichen Geschlechts fur einen schwereren Krankheitsverlauf, wie
bereits in der Vergangenheit gezeigt werden konnte (Keyvani et al., 2018).

Die Rolle von KLKS8 als diagnostischer Marker (Teuber-Hanselmann et al., 2020) und
die mannigfaltigen positiven Beeinflussungen pathophysiologischer VVorgénge durch eine
KLK8-Blockade oder einen generellen Knockdown, qualifizieren die Serinprotease als
auch in der Zukunft hochinteressantes therapeutisches Zielmolekil. Weitere Forschungen
vor allem in Hinblick auf die Wirkung einer KLK8-Blockade im menschlichen System
sind wiinschenswert und sollten in der Zukunft forciert werden.

Inwiefern KLK8 in Zukunft als diagnostischer Marker oder therapeutisches Zielmolekiil
verwendet wird, lasst sich zu diesem Zeitpunkt nicht sicher voraussagen. Die
Untersuchung des KLK8-Knockdowns unter Verwendung des transgenen CRNDS8
Mausmodells zeigte jedoch die Verstrickung des Molekiils in verschiedene pathologische
Ablaufe, die im Rahmen der AD auftreten. Sicher ist, dass eine frihestmdgliche kausale
Therapie der neurodegenerativen Erkrankung essenziell ist, um irreversible
neurologische Schaden zu verhindern und den soziodkonomischen Impact auf die
Gesellschaft und betroffene Familien zu minimalisieren.

Diese Forschungsarbeit soll im Sinne der Grundlagenforschung helfen, die
Pathophysiologie der AD besser zu verstehen und mégliche therapeutische Targets zu
identifizieren. Die positiven Effekte auf die neuronale Inflammation im frontalen
Neokortex, die im Rahmen einer KLK8-Suppression beobachtet wurden, lassen die
Hoffnung steigen, ein solches mogliches therapeutisches Target identifiziert zu haben.
Eine Ubertragung in den klinischen Alltag und nahere Untersuchung von KLKS als ein

potenzielles therapeutisches Target sollte deshalb forciert werden.
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Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

Weltweit sind aktuell circa 50 Millionen Menschen von einer Demenzform betroffen, die
zu 70 % durch Morbus Alzheimer (AD) bedingt ist. Unserer Arbeitsgruppe gelang es in
vergangenen Projekten, die Serinprotease Kallikrein-8 (KLK8) als mdgliches frihes
Schlisselmolekil in der pathophysiologischen Wirkungskette der Erkrankung zu
identifizieren. Ein moglicher Einfluss von KLK8 auf die Aktivierung der Mikrogliazellen
und die zerebrale Inflammation sollte in dieser Forschungsarbeit eruiert werden.
Grundlage der Forschung bildete ein Tiermodell, in welchem Ma&use mit einem
genetischen Knockdown fur murines KLK8 (mKIk8) [mKIk8 +/-] mit transgenen
Mausen, die das humane Amyloid-Vorlauferprotein (hAPP) Uberexprimieren [hAPP+/],
gekreuzt wurden.

In Abhéngigkeit von ihrem Status beziiglich der Amyloid-Uberexpression (transgen) und
des genetischen Knockdowns fiir KLK8 wurden die Nachkommen hinsichtlich der
Anzahl aktivierter , Allograft Inflammatory 1¢ (AlF1)-positiver Mikroglia und der
Inflammationsmarker AIF1 und Prostaglandinrezeptor E> (PTGERZ2) im zerebralen
Gewebe untersucht.

Aktivierte Mikroglia wurden in den zerebralen Arealen des frontalen Neokortex, des
Hippocampus sowie der Basalganglien mit AIF1-Antikorpern markiert und stereologisch
quantifiziert. Fir alle Bereiche konnte eine signifikante Steigerung AIF1-positiver
Mikroglia im Vergleich transgener M&use zu nicht transgenen Mausen ermittelt werden.
Die Inflammationsmarker AIF1 und PTGER2 wurden fur den frontalen Neokortex mittels
Western-Blot analysiert. Transgene Mause zeigten hierbei deutlich erhdhte Level an
AIF1. Der genetische Knockdown von KLKS resultierte in einer Reduktion der AlF1-
Level in weiblichen transgenen Mdusen. Transgene weibliche Mé&use ohne Knockdown
zeigten dariiber hinaus erhohte AlF1-Level im Vergleich zu mannlichen M&usen des
gleichen Genotyps.

Die totale Anzahl aktivierter Mikroglia wird durch einen Knockdown von KLK8 nicht
beeinflusst. Jedoch kommt es vor allem bei weiblichen transgenen M&usen durch einen
Knockdown zu einer Reduktion der AIF1-Level und damit zu einer positiven
Beeinflussung der neuroinflammatorischen Komponente der Erkrankung. KLK8 scheint

auf Basis dieser Erkenntnis also eine Rolle in der Pathophysiologie der AD zu spielen.
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7 SUMMARY

Today nearly 50 million people suffer from dementia, which in 70% is caused by
Alzheimer’s Disease (AD). Previous studies of our workgroup have identified Kallikrein-
8 (KLKS8) as a potential upstream mover of Alzheimer’s pathogenesis. Here we try to
investigate the potential influence of a reduction of cerebral KLK8-Levels through
genetic knockdown on microglial activation and cerebral inflammation. Therefore, mice
with a genetic knockdown for murine KLK8 (mKIk8) [mKIk8 +/-] were crossed with
transgenic mice that express increased levels of human amyloid-precursor protein (hAPP)
[hAPP +/-].

Depending on transgene and knockdown status, protein levels of the inflammatory
markers allograft inflammatory factor 1 (AlF1) and prostaglandin receptor E2 (PTGER2)
in the frontal neocortex were examined using western blotting. Microglia activation in
the frontal neocortex, hippocampus and basal ganglia was measured using stereological
quantification of AlIF1-positive microglia.

Transgenic mice showed higher levels of activated microglia through all examined
regions compared to non-transgenic mice.

Protein levels of the inflammatory marker AIF1 were per se increased in transgenic mice
compared to non-transgenic mice, regardless of knockdown status. Female transgenic
mice showed more enhanced levels of AIF1 than male transgenic mice. A knockdown of
KLKS8 reduced the protein level of AIF1 in female transgenic mice with knockdown,
compared to female transgenic mice without knockdown.

Reducing elevated KLKS8 levels in female transgenic mice via knockdown seem to have
a positive impact on cerebral neuroinflammation, showing a potential role of KLKS8 in

AD pathology.
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9.4 Chemikalien, Losungen, Puffer und Gerate

9.4.1 Chemikalien und Kits

Chemikalien & Kits

Bezeichnung/Artikelnummer &

Hersteller

1% SDS

SDS ultra pure, 2326.2 Roth., Karlsruhe,
BRD

3,3-Diaminobenzidin

N3231L, New England Biolabs, Ipswich,
USA

4% gepuffertes Formaldehyd

Roti-Histofix 41, PO87.4, Roth, Karlsruhe,
BRD

10% TGX
Acrylamid Kit

Stain-Free

FastCast

BioRad, 1610183, Miinchen, BRD

Antibody Diluent

Zytomed Systems, POLHRP-100, Berlin,
BRD

Chloroform

Carl Roth GmbH, X984.1, Karlsruhe, BRD

Cystoseal XYL

DC™ Protein Assay Kit I

50000112, BioRad, Miinchen, BRD

Ethanol

Honeywell Research Chemicals, 02857,
Morris Plains, USA

Isopropanol

Merck KGaA, K53060395107, Darmstadt,
BRD

Magermilchpulver

Sigma-Aldrich GmbH, BRD

Proteinstandard als WB-Marker

Standard,
P7712S, New England Biolabs, Ipswich,
USA

Color Prestained Protein

Temed

BioRad, Miinchen, BRD

TRIzol-Reagent

15596-026,  Ambion  RNA, Life

Technologies, Karlsbad, CA, USA
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Westernblot-Detection-Kit

1) Amersham ECL Plus Western Blotting
RPN2235, GE
Healthcare Life Sciences, GB

2) Immobilon Western HRP-Substrat Kit,
WBKLS0500, EMD
Corporation, Burlington, MA, USA

Detection Reagent-Kit,

Millipore

ZytoChem HRP Polymer-System Kit

Zytomed Systems, POLHRP-100, Berlin,
BRD

9.4.2 Puffer, Lésungen und Gele

Puffer, Losungen & Gele

Zusammensetzung

12,5% Trenngel

2920pl Acrylamid/Bisacrylamid
1750ul Lower Tris

2330l H2O0est.

50ul APS (10%)

10ul Temed

4% Sammelgel

415ul Acrylamid/Bisacrylamid
625ul Upper Tris

14601 H2Odest.

20% APS (10%)

5ul Temed

3% H>0, Peroxidase Blocking Solution

5%-Magermilchpulver

25g Magermilchpulver
Ad 500ml IXTST

0,5% Ponceau S

0,59 Ponceau S

98,5ml dH.0
Gebrauchslésung: 1x Ponceau S Aml Eisessig
0,3M  Guanidinhydrochlorid-L6sung in | 2,866g Guanidin-HCI
95% Ethanol 5ml DEPC-H:0

95ml EtOH (100%ig)

5x SDS Auftragspuffer

4ml Aqua dest.
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Aml 0,5M Tris/HCI pH 6,8

0,8ml Glycerol

1,6ml 10% SDS

0,4ml B-Mercapto-EtOH

0,4ml Bromphenolblau (1% Stock)

10x SDS Laufpuffer

Gebrauchslésung: Verdinnt auf 1x SDS

1000ml Aqua dest.
1449 Glycine

399 Tris

199 SDS

10x TST-Puffer

Gebrauchslésung: 1x TST

100ml 1M Tris/HCI (pH7,6)
300ml NaCl
5g (5ml) Tween

Blotpuffer 3,03g Tris

14,49 Glycin

200ml Methanol

Ad 1000ml Aqua bidest
Citratpuffer pH6

DEPC-Wasser

500ul DEPC
Ad 500ml Aqua bidest

Lower Tris 90,855¢ Tris (entspricht 1,5M)
2g SDS (entspricht 0,4%)
Ad 500ml Aqua dest.
pH auf 8,8 einstellen mittels HCI
Paraffin

Standard-Lysispuffer

10ml 100mM Tris/HCI (pH8)

3ml 5M NaCl

2ml Igpal Detergenz (100% Stock)
10ml Na Desoxycholat (10% Stock)
0,2ml 0,5M EDTA

1ml 100mM EGTA

1g SDS
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Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
(1:100)

Proteinaseinhibitorcocktail (1:1000)

Tris/HCI pH8

12,1149 Tris
100ml Aqua dest.
37% HCI (Einstellung pH8)

Tris/HCI pH7

12,1149 Tris
100ml Aqua dest.
37% HCI (Einstellung pH 7,6)

Upper Tris

30,28g Tris (entspricht 0,5 M)
2g SDS (entspricht 0,4%)

Ad 500ml Aqua dest.

PH auf 6,8 einstellen mittels HCI

Xylol
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9.4.3 Materialien, Geréte und Software

Bezeichnung

Geréat/Software

Hersteller

Blot-Apparatur

Mini Trans-Blot Cell

BioRad, Miinchen, BRD

Digitalkamera

Gel Doc XR+. Molecular

Imager

BioRad, Miinchen, BRD

Elektrophoresekammer

Mini Protean Tetra Cell

BioRad, Minchen, BRD

Heizblock

Thermomixer compact

Eppendorf,
BRD

Hamburg,

Lichtmikroskop

Nikon Eclipse 80i

Nikon, Tokyo, Japan

Magnetrihrer

IKA RCT classic

IKA, Staufen, BRD

Mikrodismembrator

Mikrodismembrator

Sartorius AG, Gottingen

Nitrozellulosemembran

Protran Nitrocellulose

Membran Filters

VWR
GmbH, Darmstadt, BRD

International

Chemilumineszenz

Plate-Reader Multiskan FC Thermo Scientific,
Asheville, NC, USA
Kalibrierungssoftware fiir | Quantity One 1-D | Bio-Rad  Laboratories

Analysis Software

Inc., Hercules, USA

Spannungsgerate

PowerPac HC

BioRad, Miinchen, BRD

Stereologische Auswertung

Stereo Investigator 11

Software

MicroBright-Field,
Williston, VT, USA

Vortex

Vortex-Genie 11

Scientific
Inc., New York, USA

Industries,

Western-Blot Auswertung

Lab 2.0

Densitometrie Software

Image

BioRad, Miinchen, BRD

Zentrifuge

Heraeus Pico 17

Centrifuge

Thermo
Asheville, NC, USA

Scientific,

69



Abkiirzungsverzeichnis

10 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzung Erlauterung

AD Alzheimer Erkrankung

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid

AMPAR AMPA-Rezeptor

APP Amyloid-Precursor-Protein

AP Amyloid-p-Peptid

BACE beta-side amyloid precursor protein
cleaving enzyme

CAM Cell adhesion molecule

CDK5 Cyclin-abhéngige Protein Kinase 5

COX Cyclooxygenase

CSF Zerebrospinale Flissigkeit

CTF C-terminal Fragment

DAB Diaminobenzidin

DAMPs Damage-associated molecular patterns

DEPC Diethylpyrocarbonat

ECL Enhanced chemiluminescence

EphB2 Ephrin-Rezeptor B2

EPM Elevated Plus Maze

EZM Extrazellulare Matrix

FAD Familiare AD

FDA Food and Drug Association

GABA Gaba-Aminobutterséure

GPI Glycosylphosphatidylinositol

GSK-3 Glycogen Synthase Kinase-3

HIER Heat-induced epitope retrieval

HRP Horseradish-Peroxidase
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Hsp90 Hitzeschockprotein 90

IBA-1 lonized calcium binding adaptor molecule
1

IFN-y Interferon-y

IL Interleukin

kDA Kilodalton

KLK8 Kallikrein-8

MAP Mitogen-acitvated Proteinkinase

MCI Mild cognitive impairment

mKI1k8 Murines KIk8

MMP Magermilchpulver

mSry Murines sex determining region Y

NFTs Neurofibrillare Tangles

NLRP3 nucleotide-binding and oligomerization
domain-like receptors® und dem ,,pyrin
domain-containing protein 3

NMDA N-Methyl-Aspartat-Antagonist

NMDAR NMDA-Rezeptor

NO Nitrooxid

NRG-1 Neuregulin-1

OF Open Field

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns

PHF Doppelhelixartig gewundene Filamente

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

PSEN Presenilin

PTGER?2 Prostaglandinrezeptor E2

RAGE Receptor for advanced glycation end
products

RT Raumtemperatur

RTKs Rezeptor-Tyrosinkinasen

SDS Sodium Dodecyl Sulfat
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SH Standardhaltung

SRs Scavenger-Rezeptoren

Tg Transgen

TLR Toll-Like-Rezeptoren

TNF Tumornekrosefaktor

WHO World Health Organisation
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