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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Rolle der neuronalen p38a-Mitogen-aktivierten Proteinkinase in der
Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit ist eine neurodegenerative Erkrankung und Hauptur-
sache fur Demenz. Bis heute gibt es keine Medikation, um die Patienten in ei-
ner stetig alternden Gesellschaft zu heilen. Das Amyloid beta Peptid (AB) gilt als
Schlusselmolekil der Alzheimer-Pathogenese und Initiator der Tau-Ablagerun-
gen. AB wird von den Enzymen - und y-Sekretase synthetisiert und lagert sich
im Gehirn zu neurotoxische Plaques ab. Dies resultiert im Absterben der Ner-
venzellen, was wiederum zu typischen klinischen Symptomen wie Gedachtnis-
verlust und kognitiven Defiziten fihren kann. Die Mitogen-aktivierte Proteinkina-
se p38 (p38-MAPK) wird mit dem entziindungsauslosenden AB sowie hyper-
phosphoryliertem Tau in Verbindung gebracht. Eine erhthte Menge an p38-
MAPK wurde zusammen mit AB-Plaques in humanem Alzheimergewebe gefun-
den und in vitro Studien belegen, dass eine Inhibition von p38-MAPK das ApB-
induzierte Absterben der Nervenzellen verringert. Von grol3tem Interesse ist es
daher, die Auswirkung einer p38-MAPK Inhibition auf die Alzheimer-Pathogene-
se zu untersuchen. Durch diese essentielle Forschung werden Informationen
Uber das Zusammenspiel von AB-Synthese und p38-MAPK gewonnen, wodurch
neue Therapieansatze entwickelt werden konnen. In der hier vorgestellten Stu-
die wurde das, im Hirn stark exprimierte, a-Isoform der p38-MAPK in SHSY5Y
Zellen sowie in Neuronen von APP/PS1'% Mausen pharmakologisch bzw. gene-
tisch reduziert. Nach dieser Reduktion, konnte sowohl in vitro als auch in vivo,
mittels Immunhistochemie sowie quantitativem Western blot und Fluoreszenz-
basierter Enzymaktivitatsmessungen festgestellt werden, dass sich der Ap-
Gehalt, sowie das Proteinlevel und die Enzymaktivitat von BACE signifikant ver-
ringern und gleichzeitig die Autophagie erhdht wird. Des Weitern zeigen in vitro
Experimente, dass nach Transfektion von SHSY5Y Zellen mit dem p38a-MAPK
knock down Konstrukt, BACE schneller Gber den lysosomalen Degradations-
weg abgebaut wird. Kontrollexperimente mit neuronalen Primérkulturen bele-
gen, dass die BACE Degradation durch das Autophagie-assoziierte Gen 5
(ATG5) vermittelt ist und der Effekt einer p38a-MAPK Reduktion nach ATG5
Inhibition wird partiell aufgehoben. Analysen mittels gRT-PCR in vitro und in
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vivo, zeigen hingegen keine reduzierte Genexpression von BACE nach Deletion
von p38a-MAPK. Dies lasst auf post-transkriptionale Modifikationen an BACE
nach p38a-MAPK Reduktion schlie3en. Eine post-translationale Modifikation an
Serin Uber Phosphorylierung durch p38a-MAPK konnte nach Co-Immuno-
prazipitation im BACE Zelllysat ausgeschlossen werden. Allerdings nimmt die
p38a-MAPK Uber Phosphorylierung von MGATS3, einer N-acetylglucosa-
minyltransferase-3, an Threonin indirekt Einfluss auf den Glykosylierungsstatus
von BACE. In vivo-Studien (Kizuka et al., 2015a; Kizuka et al., 2016) belegen
bei verminderter MGAT3 Aktivitat, eine instabile Form von BACE und Degrada-
tion in Lysosomen. Mittels der CRISPR-Cas9 gene editing Technologie wurde
die MGAT3 Expression in SHSY5Y Zellen Uber liposomale Transfektion redu-
ziert und die Effizienz nach durchflusszytometrischer Analysen ermittelt. Uber-
einstimmend mit aktuellen Studien, reduziert der MGAT3 knock down ebenfalls
den Proteingehalt von BACE. Zusatzlich wurde in diesen Zellen p38a-MAPK
deletiert. Quantitative Western blot Analysen zeigen, einen von p38a-MAPK-
dosisabhanigen Umkehreffekt in den MGAT3 knock down Zellen, welcher in
erhohtem BACE Proteinlevel resultiert. Um den Phanotyp der Alzheimer-
Krankheit zu vervollstandigen wurde der Effekt einer genetischen p38a-MAPK
Deletion in 9 Monaten alten APP/PS1' und Tau'® Mausen auf Gedéchtnis- und
Lernprozesse mittels Morris water maze Uberprift. Eine homozygote p38a-
MAPK Deletion konnte die Lern- und Ged&chtnisleistung, sowie die synaptische
Integritat signifikant verbessern. Nach Anwendung einer TUNEL-Farbung konn-
te erhdhte Apoptose als Nebeneffekt ausgeschlossen werden. Zudem konnte
mittels gRT-PCR ein erhdhtes Expressionsprofil von Wachstumsfaktoren bei
gleichzeitiger Reduktion der proinflammatorischen Zytokine wie TNF-a mit as-
soziierter Reduktion von Mikroglia gezeigt werden. Zusammenfassend wirkt
sich eine p38a-MAPK Reduktion positiv auf die AB und Tau-induzierte Alzhei-
mer-Pathogenese aus. Als molekularer Mechanismus wurde, neben der gestei-
gerten Autophagie und der damit verbundenen BACE Degradation, die indirekte
Beeinflussung von p38a-MAPK auf die Glykosylierung von BACE, Uber Phos-
phorylierung des zustdndigen Glykoproteins MGAT3, und die dadurch resultier-
te Instabilisierung identifiziert. Daher scheint eine spezifische Inhibition von
p38a-MAPK als neue klinische Alzheimer-Therapie erfolgversprechend.
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Abstract

Pathogenic role of neuronal p38a mitogen activated protein kinase in Alz-
heimer’s disease

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disease and main cause of demen-
tia. Until today, there is no efficient therapy to cure the patients of a continuous-
ly altering population. The amyloid beta peptide (AB) is a key molecule in Alz-
heimer’s pathogenesis and initiates aggregation of hyperphosphorylated tau.
AB is produced by cleavage of two enzymes, the - and y-secretase and accu-
mulates in the brain to toxic plagues. This results in neurodegeneration, which
in turn leads to Alzheimer’s disease typical symptoms like deficits in memory
and cognitive function. The mitogen activated protein kinase p38 (p38-MAPK) is
associated with neuroinflammatory AB and hyperphosphorylated tau. Increased
amount of p38-MAPK was observed in human Alzheimer’s disease brain to-
gether with AB plaques and in vitro studies showed a reduction of AB induced
neuronal death after inhibition of p38-MAPK. Therefore the examination of the
influence of p38-MAPK inhibition, on the Alzheimer’s disease pathogenesis is of
major interest. Thus new information about the interaction between p38-MAPK
and the synthesis of AB can help to create new therapeutic strategies for Alz-
heimer’s disease patients. To gain insight in this research topic, this presented
study was performed. The a isoform of p38-MAPK is highly expressed in brain,
therefore we reduced the expression level of p38a-MAPK in SHSY5Y cells and
in neurons of APP/PS1" mice, by a pharmacological and a genetical approach,
respectively. After this reduction a significant reduced AR load and protein level
and activity of BACE was observed in vitro and in vivo after performance of im-
munohistochemistry, quantitative Western blot and fluorescence based enzyme
activity measurements. Simultaneously, autophagy was enhanced in both sys-
tems. Moreover, in vitro experiments showed facilitated lysosomal BACE deg-
radation, after transfection of SHSY5Y cells with the p38a-MAPK knock down
construct. Control experiments verified that BACE degradation is mediated by
autophagy related gene 5 (ATG5) and inhibition of ATG5 partially abolished the
effect of p38a-MAPK reduction regarding the protein level of BACE. In contrast,
no decrease of BACE gene transcription was observed after reduction of p38a-
MAPK in vitro und in vivo by performing gqRT-PCR analysis. These results indi-
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cated that post translational modifications on BACE occur after p38a-MAPK
reduction, although the phosphorylation at serine by p38a-MAPK could be ex-
cluded as post trancriptional modification after co-immunoprectipitation analysis
in the BACE pull down lysate. However, by phosphorylation of the N-
acetylglucosaminyltransferase-3 (MGAT3) at threonine, p38a-MAPK can indi-
rectly influence the glycosylation level of BACE. Other studies provide evidence,
that without glycosylation, BACE shows an instable form and will be degraded
by the lysosomal pathway (Kizuka et al., 2015a; Kizuka et al., 2016). Applying
the new gene editing technique of CRISPR-Cas9, MGAT3 expression was re-
duced by liposomal transfection, in SHSY5Y cells. The transfection efficiency
was verified by flow cytometric analysis. In line with recent studies, these
MGAT3 knock down cells also showed reduced BACE protein level. In addition
these cells were transfected with the construct for p38a-MAPK knock down.
Quantitative Western blot analysis showed a rescue effect of reduced BACE
protein level after p38a-MAPK reduction in MGAT3 knock down cells, which
leads to increased BACE protein level. In order to complete the human Alz-
heimer’s disease phenotype with AR and hyperphosphorylated tau, the cogni-
tive performance of nine month old APP/PS1" and Tau'" mice, was analyzed by
Morris water maze test after p38a-MAPK deletion respectively. Homozygote
deletion of p38a-MAPK could improve learning and memory function and also
the synaptic integrity was significant improved, in brain homogenates of these
animals. Side effects like enhanced apoptosis after p38a-MAPK deletion could
be excluded by quantitative Western blot and TUNEL assay. In addition, a high-
er gene expression profile of growth factors in accordance with reduced gene
expression profiles of pro inflammatory cytokines like TNF-a and reduced num-
ber of microglia could be detected after p38a-MAPK knock out. In conclusion
this study shows that a p38a-MAPK reduction acts positively on AB and tau in-
duced Alzheimer’s disease pathogenesis. Beside facilitated BACE degradation
due to increased autophagy, the indirect influence of p38a-MAPK at glycosyla-
tion of BACE, by phosphorylation of the regarding glycoprotein MGAT3 and the
resulting enhanced destabilization of BACE could be identified as underlying
molecular mechanism. Therefore, a specific inhibition of p38a-MAPK is a prom-

ising target for new Alzheimer’s disease treatments.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit (eng. Alzheimer’s disease, AD) gehért zu den neuro-
degenerativen Erkrankungen und ist mit 60-80 % die haufigste Form der De-
menz (Association, 2015). In Deutschland erkranken ca. 300 000 Menschen
jahrlich an dieser bisher unheilbaren Krankheit und laut World Health Organiza-
tion wird sich diese Zahl bis 2050 verdreifacht haben (Wortmann, 2012). Neben
den klinischen Symptomen wie Stimmungsschwankungen, Apathie, Angstzu-
stédnden, Depressionen, Defizite im Erinnerungsvermdgen, sowie in raumlicher
und zeitlicher Orientierung (Small et al., 1997) dokumentierte schon Alois Alz-
heimer, der Entdecker und Namensgeber der AD, den ,Verlust der Spontan-
sprache® (Alzheimer, 1911) bei seiner Patientin Auguste Deter. Verlust der
Selbststandigkeit und Muskellahmungen treten im spateren Krankheitsstadium
auf, was je nach Verlauf, nach 4-7 Jahren zum Tod der Patienten fuhrt, wobei
sich méannliche und weibliche Patienten nicht unterscheiden (Xie et al., 2008;
Querfurth, Laferla, 2010). AD wird in zwei Formen, die late onset und in die
early onset AD unterteilt. Letztere Form wird familiar vererbt und kommt mit ca.
5 % seltener vor (Zhang et al., 2012). Die familiare AD tritt als Form der early
onset AD bei jungen Patienten unter 60 Jahren auf und ist auf Genmutationen
in presenilin-1 und presenilin-2 (PS1 und 2) sowie auf Mutationen im amyloiden
Vorlauferprotein (eng. amyloid precursor protein, APP) Gen zurtickzufihren
(Levy et al., 1990; Goate et al., 1991; Levy-Lahad et al., 1995; Rogaev et al.,
1995; Sherrington, 1995). Hingegen ist die héufigere late onset Form der AD
(95 %), mit Erkrankung ab 60-65 Jahren, multifaktoriell. Neben dem Altern
selbst (Ferri et al., 2006), ist eine verstarkte Expression des Apolipoproteins E
Hauptrisikofaktor der late onset AD (Corder et al., 1993; Raber et al., 2004).
Des Weiteren stehen Mutationen in a disintegrin and metalloproteinase
(ADAM10) (Suh et al., 2013), dem Gen fur die a-Sekretase, in dem Sortilin Re-
zeptorl (Rogaeva et al., 2007) und einige andere Genmutationen in dem trigge-
ring receptor expressed on myeloid cells-2 und a2 Makroglobulin unter Ver-

dacht AD zu verursachen (Giri et al., 2016). Ebenfalls werden Herz-Kreislauf-

10
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Erkrankungen, Diabetes Mellitus, Bluthochdruck, Hirntraumata, sowie Schlaf-
storungen als Risikofaktoren diskutiert (Barnes, Yaffe, 2011; Di Marco et al.,
2014; Picchioni et al., 2014). Bis die Diagnose der AD getroffen wird, vergehen
oft Jahre ohne die erforderliche Medikation. Als Friherkennung dient der
Nachweis bestimmter Biomarker im Blut und in der Zerebrospinalflissigkeit
(eng. cerebrospinal fluid, CSF), jedoch werden diese meist erst im fortgeschrit-
tenen AD-Stadium detektiert und eine effektive friihzeitige Behandlung der Pa-
tienten ist nicht mehr moglich. Der Fortschritt der Erkrankung wird an Hand der
Symptomatik in drei Stadien eingeteilt (Abb.1, entnommen aus (Jack et al.,
2010)), das préklinische Stadium, das Stadium der leichten kognitiven Stérun-
gen (eng. mild cognitive impairment, MCI) und das Stadium der Demenz (Albert
et al., 2011).

Abnormal 4 AB ! B
—— Tau-meditated neuronal injury and dysfunction — :
Brain structure
Memory
—— Clinical function
@
S
£
c
(=]
o
[
c
5]
=
©
E
L2
(w'a)
/
/
Normal i = —

Cognitively normal ' MCl ‘ Dementia
»
Clinical disease stage

Abbildung 1: Dynamik der Biomarker Uber den Verlauf der AD-Stadien (entnommen aus
(Jack et al., 2010)). Y-Achse: normale bis abnormale Veranderung der Biomarker. AB-Messung
wird, durch die rote Kurve symbolisiert und beinhaltet CSF AB42 oder Positronen-Emissions-
Tomographie (PET). Die blaue Kurve steht fir Tau evozierte neuronale Schadigung und Dys-
funktion. Die Messung von Tau erfolgt im CSF oder Uber PET. Veranderungen der Hirnstruktur
werden durch die grine Kurve reprasentiert. In lila werden Defizite in Gedéachtnisfunktion und in
dunkelgriin klinische Symptome abgebildet. X-Achse: Progression der AD Uber die unterschied-
lichen Phasen wie der symptomlosen bzw. préaklinischen Phase (cognitively normal) der Phase
der leichten kognitiven Stérungen (MCI) bis hin zur Phase der Demenz (dementia).

Liegen erhohte Biomarker bei Ausbleiben von klinischen Symptomen vor, be-
findet sich der Betroffene im préklinischen Stadium. Defizite in Denk- und Erin-
nerungsprozessen beschreiben das MCI-Stadium. Im Endstadium der AD, kén-
nen Patienten unter Muskelversagen leiden, dies geht oft mit dem Verlust der

11
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Selbststandigkeit einher und endet in Pflegebedurftigkeit. Durch bildgebende
Verfahren, wie der Magnetresonanztomographie (MRT), kdnnen typische ze-
rebralen Strukturveranderungen wie Hirnatrophie in hippocampalen und corti-
calen Bereichen, vergro3erte Ventrikel und Abnormitaten im Myelin festgestellt
werden. Mikroskopische Verdnderungen, wie Anhaufung von AB zu senilen
Plagues im Hirnparenchym, oder in zerebralen Blutgefaf3en, sowie Anh&ufung
von hyperphosporyliertem Tau zu intrazellularen neurofibrillaren Biindeln (eng.
neurofibrillary tangles, NFT) kdnnen, ebenso wie die MRT Befunde, Jahrzehnte
vor den ersten klinischen Symptomen auftreten und in dem praklinischen und
MCI Stadium nachgewiesen werden. Als in vivo Biomarker gelten eine vermin-
derte Konzentration an AB1-42 sowie eine erhdhte Konzentration an Gesamttau
und phosphoryliertem Tau (pTau) in der CSF. Diese Nachweismethoden dienen
der Sicherung der Diagnose und Auswahl der Medikation nach erstem Anam-
neseverdacht. Die bisherige AD-Medikation fokussiert sich auf die Verbesse-
rung der kognitiven Fahigkeiten und Verzdogerung des Krankheitsverlaufs. Bei-
spielsweise ist Acetylcholin ein wichtiger Neurotransmitter im Gehirn und essen-
tiell fir Gedachtnis- und Lernprozesse. Das Defizit an Acetylcholin verursacht
Absterben der Neuronen und der Hippocampus ist, als Ort der Gedachtnisfor-
mation, besonders dadurch betroffen (Perry et al.,, 1978; Bartus et al., 1982;
Terry, Buccafusco, 2003). Daher werden neben N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor
Antagonisten, Antidepressiva, Vitamin Substitution, Immunisierung mittels AR,
auch Acetylcholinesterase Hemmer in der AD-Therapie eingesetzt (Bird, 2008).
Zusatzlich gibt es klinische Studien, die anti-inflammatorische Medikamente
gegen die kognitiven Defizite einsetzen (Mcgeer, Mcgeer, 1996; Perry et al.,
2003), denn neben den histologischen Charakteristikum wie AB-Ablagerungen
und Tau Hyperphosphorylierung, sind aktivierte Mikroglia in postmortalem Hirn-
gewebe von AD-Patienten nachgewiesen und die Mikroglia-induzierte Neuroin-
flammation nimmt eine wichtige Rolle in der Pathogenese ein (Griffin et al.,
1989; Griffin et al., 1995; Sasaki et al., 1997). Allerdings sind alle geschilderten
Therapieansatze im besten Fall symptomlindernd, oft allerdings in der Klini-
schen Anwendung effektlos und AD daher immer noch unheilbar.
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1.2 Amyloidogenes Vorlauferprotein und AB

AB ist in der AD-Pathogenese das Schliisselmolekll und Initiator der Krankheit.
AB wird aus seinem amyloidogenen Vorlauferprotein APP synthetisiert. APP ist
ein Typl Membranprotein mit kurzem intrazellularen C-Terminus und langem
extrazellularen N-Terminus. Im gesunden Organismus wird es hauptséachlich
von Synapsen exprimiert und ist dort an Neuroplastizitat, Formierung von Sy-
napsen und deren Erhalt und Integritat beteiligt (Kamal et al., 2001; Priller et al.,
2006; Guo et al., 2012). APP ist ein Mitglied einer Genfamilie zu der die amyloid
precursor-like Proteine (APLP1 und APLP2) gehéren (Wasco et al., 1992). Die-
se Proteine weisen eine hohe Sequenzhomologie auf und teilen konservierte
Strukturdomanen, wobei die AB-Sequenz einzig in APP nachzuweisen ist
(Scheuermann et al., 2001; Kaden et al., 2008). APP kann Homo- und Hete-
rodimere mit APLP1 und APLP2 ausbilden und dann Zelladh&asion férdern
(Soba et al., 2005). Diese Dimerisation entspricht der Konformationsanderung
von Rezeptoren nach Andocken des Liganden, wodurch sich die katalytischen
Domaéanen anndhern und die Signaltransduktion vermitteln. Bei der Dimerisation
von APP kann es durch seine Spleisvariante AB zur Aktivierung apoptotischer
Signalkaskaden und erhéhter AB-Produktion kommen (Lu et al., 2003). Abhan-
gig von der Sekretase, wird APP innerhalb oder auRerhalb der amyloidbildenen

Sequenz geschnitten (Abb.2 entnommen aus (Crouch et al., 2008)).

- N-terminus —
sAPP« APP
sAPPf
a-Secretase p-Secretase
cleavage cleavage
————— —
y-Secretase
7] y-Secretase cleavage
i l c_leavage ) | Transmembrane
I:I I c83 = domain co99
C-terminus I D
Non-amyloidogenic Amyloidogenic
APP processing APP processing

Abbildung 2: Nicht Amyloidogener und amyloidogener Sekretasenweg (enthommen aus
(Crouch et al., 2008)). APP wird von a- und y-Sekretase in sAPPa, C83 und P3 gespalten. Bei
der amyloidogenen Prozessierung wird sAPPB nach Schneiden der B-Sekretase von der
Transmembrandomane freigesetzt. Die y-Sekretase synthetisiert C99 in A und einen Rest.
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Das heil3t, APP kann entweder Uber den nicht amyloidogenen Weg mittels a-
Sekretase, in sSAPPa und C83, und anschliellend mittels y-Sekretase, in P3 und
einen Rest, geschnitten werden. Andererseits kann APP Uber den amyloidoge-
nen Weg der B-Sekretase in sAPPB und C99 geschnitten werden, wobei das
membrangebundene C99 als Substrat der y-Sekretase in AR prozessiert wird
(Haass et al., 2012). AB ist ein unlosliches 4 Kilodalton (kDa) schweres und
meist 40-42 Aminosauren langes Molekdl. Die sogenannten AB-Monomere ha-
ben womdglich in geringer Konzentration eine protektive Funktion (Plant et al.,
2003; Giuffrida et al., 2009) und kdnnen mittels Enzymen wie Neprilysin oder
Insulin (Turner et al., 2004) abgebaut werden. Bei einem Ungleichgewicht von
Synthese und Recycling, lagern sich die Monomere Uber Zwischenstufen der
Dimere und Trimere zu AB-Plaques zusammen, wobei fir das langere AB42
eine starkere Tendenz zur Akkumulation als fur AB40 nachgewiesen ist und
daher fur die Neurotoxizitat in AD verantwortlich zu sein scheint. Folgen daraus
sind Ungleichgewicht der Kalzium-Homoostase (Mark et al., 1995), verminderte
mitochondriale Aktivitat (Du Yan et al., 1997; Casley et al., 2002; Crouch et al.,
2005), Induktion von oxidativem Stress (Opazo et al., 2002), Inflammation durch
Aktivierung von Mikrogliazellen und Apoptose (Meda et al., 1995; Sasaki et al.,
1997), sowie verminderter Membranintegritat (Lau et al., 2006; Sepulveda et al.,
2010). Die synaptotoxischen AB-Plaques akkumulieren um Neurone, rekrutieren
Mikroglia und sind fur ein pro-inflammatorisches Expressionsprofil in AD mal3-
geblich. Die Schadigung der Neurone im Neocortex und des limbischen Sys-
tems erfolgt also direkt und indirekt durch AB-induzierte Aktivierung der Mikrog-
lia. Diese versammeln sich um die Plagues und sezernieren unterschiedliche
neurotoxische inflammatorische Mediatoren. Dazu gehdren Zytokine wie der
tumor necrosis factor-a (TNF-a), Interleukin-18 (IL-1B) und reaktive Sauer-
stoffspezies (Wyss-Coray, Rogers, 2012). Diese Zusammenhange von ApB-
Plaques und AD-Pathogenese werden 1992 von Hardy und Higgins erstmals
als Amyloid-Hypothese formuliert (Hardy, Higgins, 1992). Im wesentlich be-
schreibt diese, die Formation von neurotoxischen AB-Plaques als Schlissele-
vent der AD-Pathogenese. Folgende Beobachtungen stitzen die Amyloid-
Hypothese. Genmutationen, sowie Uberexpression des APP selbst, fiihren zu
erhohter Plaqueformation. Zudem weisen FAD Patienten zuerst Ap-Plaques
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und erst danach Tau Ablagerungen auf. Des Weiteren sinkt nach Reduktion des
Apolipoproteins E auch der AB-Gehalt in AD-M&ausen (Bales et al., 1997) und
eine seltene protektive Mutation (A673T) im APP Gen fihrt zu verminderter Ap-
Produktion und einem verminderten Risiko an AD zu erkranken (Jonsson et al.,
2012). Daher werden seit Jahrzehnten Therapieansatze entwickelt, welche die
AB-Synthese hemmen bzw. den AB-Abbau verstarken sollen.

1.2.1 Das B-site of APP cleaving enzyme BACE
1.2.1.1 Klassifikation von BACE

Die B-site of APP cleaving enzyme 1 und 2 (BACE1l und BACE2) sind trans-
membrane Aspartylproteasen. BACEL1 ist in den meisten Zellen des Organis-
mus exprimiert, weist allerdings die héchste Expression im zentralen Nerven-
system (ZNS) auf und ist bei axonaler Entwicklung, Neurogenese und neurona-
len Netzwerkfunktionen beteiligt (Vassar et al., 2014). BACE2 besitzt zwar eine
bis zu 64 %ige Aminosaurehomologie zu BACEL, ist hingegen fast ausschliel3-
lich in nicht neuronalen Strukturen exprimiert und vermutlich bei der Entstehung
von Typ Il Diabetes (Esterhazy et al., 2011) sowie in Pigmentation (Rochin et
al., 2013) involviert. BACE1 ist die fur die AB-Synthese verantwortliche [3-
Sekretase (Kandalepas et al., 2013) und wird von nun an als BACE bezeichnet.
BACE ist im AD-Hirn verstarkt exprimiert und hauptséchlich in Endosomen pro-
zessiert es, durch Schneiden an Asparagin und Glutamin der AB-Sequenz, APP
in C99 (Sinha et al., 1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999; Hussain et al.,
2007). C99 wird von der y-Sekretase, einem Komplex aus PS1 oder PS2, dem
Stabilisationfaktor anterior pharynx defective 1, dem PS enhancer 2 und Nicast-
rin (zusammengefasst in (De Strooper, Annaert, 2010; De Strooper et al.,
2010)), in AB gespalten. BACE initiiert also den amyloidogenen Weg und gilt
daher als Antrieb der neurotoxischen AB-Kaskade. Uberexpression oder Hem-
mung des Enzyms filhren zu erhdhtem bzw. vermindertem Gehalt an sAPPj,
C99, und AB (Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999; Bodendorf et al., 2002).
Studien an BACE knock-out (ko) Mausen (Luo, 2003; Ohno et al., 2004; Laird et
al., 2005; Ohno et al., 2006; Mcconlogue et al., 2007; Ohno et al., 2007; May et
al., 2011) oder Applikation von BACE Inhibitoren (Filser et al., 2015) verringern
den zerebralen AB-Gehalt und beheben Defizite in Gedachtnisleistungen, elekt-
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rophysiologischer Funktion und Synapsendichte im AD-Mausmodell. Daher zie-
len klinische Studien zur AD-Therapie auf direkte Inhibition von BACE ab, um
den AB-Gehalt im AD-Hirn zu reduzieren. Allerdings haben diese Studien auf
Grund der funktionalen Komplexitat und des hohen Risikos der Nebeneffekte
bei direkter BACE Inhibition, bis dato leider keine effektiven Therapieansatze fur
AD-Patienten hervorgebracht. Zudem ist der genaue Mechanismus, der den
amyloidogenen Spaltungsprozess des Vorlauferproteins APP Uber $ -und y-
Sekretase steuert und so AB-induzierte mikrogliale Neuroinflammation initiiert
bisher ungeklart. Bekannt ist hingegen die Lokalisation von BACE in sauren
intrazellularen Kompartimenten wie den Endosomen (Kinoshita et al., 2003;
Rajendran et al., 2008) und dem trans-Golgi Netzwerk (Kalvodova et al., 2005),
da BACE sein pH-Optimum bei 4,5 hat (Vassar, 2002). Als Zymogen syntheti-
siert, werden die pre- und pro-Peptid Domanen im endoplasmatischen Retiku-
lum (ER) und dem trans-Golgi Netzwerk entfernt (Bennett et al., 2000;
Benjannet et al., 2001). Die Internalisierung von der Plasmamembran geschieht
in Endosomen via retrogradem Transportweg von BACE zum Golgi-Apparat
oder zu Lysosomen zur dortigen Degradation. Mitglieder der Golgi-localized
gamma-containing ADP ribosylation factor-binding (GGA) Proteinfamilie intera-
gieren Uber das Dileucin Bindemotiv mit BACE und regulieren seinen Transport
gemalR seinem Phosphorlylierungsstatus (He et al., 2005; Von Arnim et al.,
2006; Tesco et al., 2007).

1.2.1.2 Post-translationale Modifikationen an BACE

Durch AnknuUpfen von Zuckern, Fettsduren, Ubiquitin, Phosphat-, Hydroxy-,
oder Methylgruppen, wird nach der Synthese an Ribosomen, also post-
translational, die Quartarstruktur von Proteinen verandert (Uy, Wold, 1977).
Diese post-translationale Modifikationen (PTM) beeinflussen Stabilitat, Lokalisa-
tion und Funktion der Proteine. Auch BACE wird post-translational modifiziert
und in seiner Aktivitat, intrazellularem Transport und lysosomalen Degradation
beeinflusst. Zum Beispiel beeinflusst die Phosphorylierung von BACE an der
Aminosauregruppe Serin 498 an seiner zytosolischen Doméane den retrograden
Transport im Endosomen-Lysosomen-System (Pastorino et al., 2002; Wahle et
al., 2005) und Phosphorylierung an der Aminoséauregruppe Threonin 252 durch
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die Cyclin-abhéngige Kinase 5 erhoht seine Aktivitdt (Song et al., 2015). Eine
Ubiquitinierung an Lysin 501 dirigiert BACE zur Degradation zu Lysosomen
(Kang et al., 2012) und BACE kann einer N-Glykosylierung an vier Asparagin-
resten (N153, N172, N223, N354) im ER und Golgi-Apparat unterzogen werden
(Capell et al., 2000; Haniu et al., 2000). Die Modifikation durch die Glyko-
syltransferase MGAT3, welche den Zuckerrest bisecting N-acetylglucosamine
(GIcNAc) an BACE glykosyliert, blockiert den Transport von BACE zu den
Lysosomen und erhdht so dessen Enzymaktivitat (Kizuka et al., 2015a). Diese
aktuelle Studien von Kizuka und Kollegen (siehe Abb.3) zeigen einen direkten
Zusammenhang zwischen Glykosylisierungsstatus, der Stabilitat von BACE und
dessen Effekt auf die AB-Synthese (Kizuka et al., 2015a; Kizuka et al., 2015b;
Kizuka et al., 2016). Bisecting GIcNAC wird von dem Enzym MGAT3 an BACE
glykosyliert und stabilisiert BACE in seiner Funktion als B-Sekretase. Nach De-
letion von MGAT3, wird bisecting GICNAC nicht mehr von BACE an dessen
Oberflache exprimiert, was zu einer Instabilisierung und Translokation von
BACE zu den Lysosomen hin fuhrt. Dort wird BACE degradiert und die Menge
an A sinkt aufgrund geringerer funktioneller Enzymkonzentration in den frihen
Endosomen. Unbekannt ist, was MGAT3 bei AD dazu veranlasst den Zucker-
rest bisecting GIcNAC an BACE zu glykosylieren.

Mgat3” cells

Early endosome Early endosome

Bisecting GlicNA

Abbildung 3: Stabilitat von BACE nach Glykosylierung (entnommen aus (Kizuka et al.,
2015a)). In Wildtyp (wt) Zellen ist BACE glykosyliert und als aktive B-Sekretase prozessiert es
AB in frihen Endosomen. Nach Deletion von MGAT3 und ausbleibender Glykosylierung, wird
BACE in den Lysosomen degradiert und der AB-Gehalt sinkt.
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1.3 Tau

Neben AB gilt die hyperphosphorylierte Form des Mikrotubuli-assoziierte Pro-
teins Tau als histopathologisches Charakteristikum der AD (Hernandez, Avila,
2007). Tau liegt unter physiologischen Bedingungen als I6sliches, ungefaltetes
Protein in Synapsen und da vor allem in Axonen vor. Es interagiert mit Tubulin,
einem Protein des Zytoskellets und Ubernimmt eine Transport- und Stutzfunkti-
on (Weingarten et al., 1975; Drubin, Kirschner, 1986; Caceres, Kosik, 1990).
Bei AD wird Tau beispielsweise an Serin 199-202 phosphoryliert und liegt in
einer bis zu vierfach starkeren phosphorylierten Form vor, als im gesunden Hirn
(Kopke et al., 1993). In dieser hyperphosporylierten Form tendiert Tau zur Ag-
gregation zu den AD charakteristischen NFT (Grundke-lgbal et al., 1986;
Alonso et al., 1996; Sengupta et al., 1998; Alonso et al., 2001; Alonso Adel et
al., 2004). Zu den, fur die Hyperphosphorylation verantwortlichen, Kinasen z&h-
len neben der Glykogen Synthase Kinase 3@ (Hanger et al., 1992), der Cyclin-
abhangigen Proteinkinase 5 (Noble et al., 2003), der cAMP-abhéngigen Pro-
teinkinase (Litersky, Johnson, 1992) auch die Mitogen-aktivierte Proteinkinase
p38 (p38-MAPK) (Drewes et al., 1992; Li et al., 2003). Welche Mechanismen
die Hyperphosporylierung auslésen, versuchen Studien an Tau-transgenen
(Tau'®) Mausen zu ergriinden. Es wird vermutet, dass einige sich iiberschnei-
dende Prozesse, wie Ansammlung von AR, verminderter zerebraler Glukose-
stoffwechsel und Inflammation, zu der krankhaften Akkumulation von pTau fih-
ren (Oddo et al., 2004; Kitazawa et al., 2005; Caccamo et al., 2006; Gong et al.,
2006; Fonseca et al., 2009; Liu et al., 2009).

1.4 AD und Mikroglia vermittelte Neuroinflammation

Neuroinflammation ist ein Mechanismus, um Krankheitserreger oder geschadig-
te Zellen im Gehirn zu bekdmpfen und zu entfernen. Erhdhte chronische Neuro-
inflammation ist ein gemeinsames Kriterium, dem einige neurodegenerative
Erkrankungen einschlief3lich der AD zugrunde liegen. Diese Neuroinflammation
wird durch Mikroglia initiiert und wirkt sich auf die AD-Pathogenese aus (zu-
sammengefasst in (Wyss-Coray, Rogers, 2012)). In der frihen zerebralen Ent-
wicklung wandern Mikroglia als Monozyten in das Hirn ein. Damit sind sie die
hirnansassigen Immunzellen des ZNS und in allen Gehirnregionen an der Auf-

rechterhaltung der Homéostase und Gehirnentwicklung beteiligt. Aktivierung der
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Mikroglia und erhdhte Expression inflammatorischer Mediatoren wurde bereits
in postmortalem Hirngewebe von AD-Patienten nachgewiesen (Eikelenboom,
Stam, 1982; Mcgeer et al., 1988). PET-Studien zeigen eine Korrelation zwi-
schen Aktivierung der Mikroglia und der Krankheitsprogression in AD-Patienten
(Cagnin et al., 2001b; Edison et al., 2008a). In dem Mausmodell der AD, in wel-
chem das APP Uberexprimiert wird, kdnnen Aktivierung und Rekrutierung von
Mikroglia um AB-Ablagerungen nachgewiesen werden, bevor neuronale Scha-
digung auftreten (Bolmont et al., 2008; Meyer-Luehmann et al., 2008). Kommt
es durch beispielsweise AB-Plaques zu einer Aktivierung von mikroglialen Re-
zeptorkomplexen wie den Toll-like Rezeptoren (TLR) 2/4/6, schutten Mikroglia
nach Aktivierung spezieller Kinasen proinflammatorische Zytokine wie TNF-a
oder Interleukin (IL)-18 aus und initieren so die Neurotoxizitat (Weninger,
Yankner, 2001; Garden, La Spada, 2012). Mikroglia kénnen allerdings auch
neuroprotektiv. wirken und AR phagozytisch abbauen (zusammengefasst in
(Schafer, Stevens, 2015)).

1.5 Autophagie

Die Autophagie ist ein weiterer Mechanismus, um fehlgefaltete Proteinaggrega-
te zu degradieren. Sie ermdglicht dadurch eine Energie-effiziente Proteinbio-
synthese aus abgebauten Aminoséuren. Im Umkehrschluss bedeutet dies, feh-
len dem Organismus Aminosauren oder liegt ein niedriges Energieniveau vor,
wird die Autophagie Uber Hemmung des mechanistic Target of Rapamycin
(mTOR) initiiert. Gleichzeitig aktiviert das Protein Beclinl die Elongation der
pre-autophagischen Strukturen (Abb.4 modifiziert nach (Moyazis et al., 2015)).

lysosome —
autophagosome ﬂﬁ‘i | autophagolysosome
ATG5/ATG12/ATG16 . o goly
. - \\
) B @) — I“Q"?‘s‘
: 'Lj

beclint — — —
|
b =
LC3

Abbildung 4: Ablauf des Autophagieprozesses (modifiziert nach (Moyzis et al., 2015). Abge-
bildet sind die, an der Formierung des Autophagolysosoms beteiligten Proteine Beclinl, LC3B
(LC3lII), und der ATG5/ATG12/ATG16-Kompex.

Dem Signalweg mTOR nachgestellt, ist die Gruppe der ATGs, welche die For-

mation von Autophagosomen kontrollieren. Das pro microtubule-associated pro-
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tein light chain 3 (LC3) wird durch ATG4 zu der zytosolischen Form LC3/ATGS8
(LC3I) konvertiert und durch ATG7 aktiviert. Nun konjugiert ATG3 Phos-
phatidylethanolamine, ein Phospholipid und wichtiger Bestandteil von Bio-
membranen, an LC3I und konvertiert es so zu dem membrangebundenen LC3lI
und bewirkt zusammen mit dem ATG5/ATG12/ATG16-Komplex die Ausdeh-
nung der isolierten Membran zu frihen Autophagosomen. Das Autophagosom
fusioniert nun, unter Mitwirkung des Lysosomen assoziierten Membranproteins
(LAMP) 2, einem lysosomalen Transmembranprotein, mit Lysosomen zu Auto-
phagolysosomen. Nun dissoziiert LC3Il und die abzubauenden Proteine werden
mit Hilfe der aus dem Lysosom-entstammenden Enzyme degradiert, um neue
Zellbaustoffe zu liefern (zusammengefasst in (Fader, Colombo, 2009; Nixon,
2013)). Im alternden Organismus konnen defekte Organelle und Proteine nicht
mehr effizient recycelt werden. Eine gesenkte Autophagierate steht in Verdacht,
die AD-Pathologie zu verstarken (Pickford et al., 2008; Yang et al., 2011). AB
und hyperphosphoryliertes Tau kdnnen als Proteinaggregate nicht abgebaut

werden und akkumulieren zu neurotoxischen Plaques bzw. NFT.
1.6 Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase p38

1.6.1 Klassifikation der p38-MAPK

Ein weiteres Enzym neben BACE, welches im AD-Hirn eine signifikant erhéhte
Aktivitat aufweist (Hensley et al., 1999a; Sun et al., 2003b) und dadurch eine
modulatorische Rolle im AD-Verlauf einnehmen kann, ist die Mitogen-aktivierte
Proteinkinase p38 (p38-MAPK). Um sich an veradndernde extrazellulare Um-
welteinflisse schnell anpassen zu kdnnen, erhalten Zellen Uber spezielle Re-
zeptoren der Zellmembran Signale und fihren daraufhin spezifische PTM
durch. Einer dieser Uberlebenswichtigen Mechanismen stellt die Phosphorylie-
rung von Proteinen dar und wird durch die MAPKs vollzogen. MAPKSs sind hoch
konservierte Serin/Threonin Kinasen und werden in drei Hauptgruppen, die
extracellular signal-related kinases (ERKS), die c-jun N-terminal kinases (JNKSs)
und die p38-MAPK eingeteilt (zusammengefasst in (Roux, Blenis, 2004)). Die
p38-MAPK ist ein 38 kDa schweres Molekul und wird in a-, B-, y (ERKSG,
SAPK3)- und & (SAPK4)-p38 Isoformen unterteilt (Jiang et al., 1996; Li et al.,
1996; Jiang et al., 1997). Die p38 Isoformen haben trotz 70 %iger Sequenzho-
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mologie unterschiedliche Substrate und p38 a und B sind, im Gegensatz zu y
und 9, beide in ihrer enzymatischen Aktivitat durch den Inhibitor SB203580 se-
lektiv hemmbar (Tong et al., 1997; Badger et al., 1998). Neben den unter-
schiedlichen Substraten und Inhibitorspezifitaten, weisen die vier Isoformen
auch unterschiedliche Expressionsprofile auf. p38 & wird am starksten in endo-
krinen Drisen exprimiert (Goedert et al., 1997), y im Skelettmuskel (Li et al.,
1996), B im Herz und Hirn und a weist, neben einer Expression im Herzen, eine
starke zerebrale Expression in Synapsen und Mikrogliazellen im Hippocampus
und im Cortex auf (Jiang et al., 1996; Lee et al., 2000a). p38 B, aber vor allem
das in den Immunzellen exprimierte p38 a spielen daher bei der Vermittlung
inflammatorischer Stimuli und Antworten des angeborenen Immunsystems eine

entscheidende Rolle.

1.6.2 Aktivierung der p38-MAPK

Generell wird die ERK Kaskade durch Hormone und Wachstumsfaktoren initiiert
(Boulton et al., 1991). Die JNKs sowie p38-MAPK werden unabhangig von den
ERKs Uber Wachstumsfaktoren (Foltz et al., 1997), extrazellularen Stress wie
ultraviolettes Licht (Pandey et al., 1996), Hitze oder osmotischen Schock (Han
et al., 1994), Pathogene wie das in bakteriellen Zellmembranen exprimierte Lip-
opolisaccharid (Malcolm, Worthen, 2003) und inflammatorische Zytokine
(Freshney et al., 1994, Lee et al., 1994) aktiviert. Die Inhibierung der p38-MAPK
Aktivitat hingegen erfolgt Gber Dephosphorylierung durch MAPK Phosphatasen
(Chu et al., 1996; Camps et al., 1998; Takekawa et al., 1998; Takekawa et al.,
2000). Uber genannte Stimuli und deren spezifische Rezeptoren wie den TLRs,
werden GTPasen aktiviert. Diese Guanosin-5'-triphosphat (GTP)-bindende Pro-
teine fungieren als Vermittler zwischen den G-Protein (Guaninnucleotid-
bindenden Protein)-gekoppelten Rezeptoren und den Effektoren, den MAPK
Kinasen Kinasen (MAP3K) dieses Signalwegs. Die GTP-bindenden Proteine
der Rho Familie wie cell division control protein 42 (Cdc42) und ras-related C3
botulinum toxin substrate (Rac) (Bagrodia et al., 1995; Zhang et al., 1995) akti-
vieren also die MAP3K wie z.B. die apoptosis signal-regulating kinase 1
(ASK1), welche wiederum die MAPK Kinasen (MAP2K) MKK3 MKK4 oder
MKK6 phosphorylieren (siehe Abb.5, entnommen aus (Cuadrado, Nebreda,
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2010)). Apoptose gilt als programmierter Zelltod und ist ein streng regulierter
physiologischer Prozess, der wahrend der Entwicklung von grof3er Bedeutung

fur den Erhalt des Gleichgewichts zwischen Zellteilung und Zelltod ist.

Growth Environmental Inflammatory

K1, MEKKS3,
1?A01.T902,

Abbildung 5: p38-MAPK Signalweg. Extrazellulare Stimuli wie Wachstumsfaktoren, Umge-
bungsstress und inflammatorische Zytokine kénnen p38-MAPKSs aktivieren. Abgebildet sind hier
im Zytosol typische Aktivatoren (grin unterlegt) die Uber Phosphorylierung die MAP3Ks (lila
unterlegt) und diese wiederum die die MAP2Ks (blau unterlegt) bis hin zu den MAPKs (rot un-
terlegt) aktivieren. Nun kann p38-MAPK Substrate im Zytosol oder Transkriptionsfaktoren im
Zellkern (gelb unterlegt) aktivieren (entnommen aus (Cuadrado, Nebreda, 2010)).

In AD kommt es durch Absterben von Neuronen zu Neurodegeneration, welche
durch Apoptose eingeleitet wird (Su et al.,, 1994; Stadelmann et al., 1999).
Apoptose wird durch Caspasen, Enzyme, die zur Defragmentierung von Protei-
nen und DNA flhren, reguliert und p38-MAPK ist wiederum in dem Signalweg

von Caspasen und Apoptose zwischengeschaltet (Huang et al., 1997).
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1.6.3 Rolle der aktivierten p38-MAPK in AD

Neben chronischen Krankheiten mit mikroglialer Aktivitat wie Rheumatische
Arthritis (Schett et al., 2000) und entztindliche Darmerkrankungen (Hollenbach
et al., 2004) ist auch bei neurodegenerativen Krankheiten wie Amyotrophe Late-
ralsklerose (Raoul et al.,, 2002), Parkinson (Wilms et al., 2003) und Multipler
Sklerose (Lee et al., 2000b; D'aversa et al., 2002) eine gesteigerte p38-MAPK
Aktivitdt nachgewiesen. Die Aktivierung der p38-MAPK Signalkaskade tragt
auch bei AD zum Krankheitsverlauf bei (zusammengefasst in Abb.6, modifiziert
nach (Kim, Choi, 2010)). Bei der Amyloid-Hypothese, mit AB als Initiator und
hyperphosphoryliertem Tau als Endprodukt mit nachfolgender Apoptose gilt
p38-MAPK als Verbindung zwischen den beiden toxischen Aggregaten. Dabei
interagiert AB mit APP und fuhrt so zu einer Komplexformation oder APP Dime-
risation (Hashimoto et al., 2003; Lu et al., 2003). Dadurch wird der apoptotische
Signalweg Uber ASK1 (Galvan et al., 2007) und MKK6 (Peel et al., 2004) akti-
viert. Aktive p38-MAPK ist wiederum bekannt flr Tau-Phosphorylierung in Neu-
ronen (Reynolds et al., 1997; Zhu et al., 2000; Li et al., 2003) und induziert so
Apoptose (Lu et al., 2003) (Abb.6 B). p38-MAPK ist auch bekannt dafir, die
Modulation der AB-initierten mikroglialen Inflammation (Munoz et al., 2007,
Bachstetter et al., 2011) und AB-induzierten synaptischen Schadigung in kulti-
vierten hippocampalen Schnitten (Li et al., 2011b) zu Ubernehmen (Abb.6 C).
Nach Inhibition von p38-MAPK konnten diese Effekte in vitro (Xie et al., 2004)
und vivo aufgehoben werden (Bhaskar et al., 2010; Li et al., 2011a). Ferner
wurden extrazellulare AB-Plaques zusammen mit einem gesteigerten Level an
p38-MAPK in postmortalen AD-Hirnen nachgewiesen (Hensley et al., 1999b;
Pei et al., 2001; Sun, 2003). Eine gesteigerte p38-MAPK Aktivitat konnte bereits
nach Injektion von aggregiertem A in Ratten (Giovannini et al., 2002) als auch
in transgenen AD-Mausmodellen (Swedish mutation) (Savage et al., 2002) be-
obachtet werden, was AB als pathogenen p38-MAPK Aktivator herausstellt.
Daruiber hinaus ist p38-MAPK an der transkriptionellen und enzymatischen Ak-
tivierung von y- und B-Sekretase beteiligt (Tamagno et al., 2005; Shen et al.,
2008). Oxidantien gelten als Aktivatoren der MAPK und Tamagno und Kollegen
konnten zeigen, dass lediglich der JNK/ p38-MAPK Signalweg an der Uberex-
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pression und —aktivierung von BACE beteiligt ist (Abb.6 D) und ERK1/2 die
Transkription von BACE sogar hemmt (Tamagno et al., 2009).
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Abbildung 6: Multiple Beteiligung von p38-MAPK an der AD-Pathogenese (modifiziert nach
(Kim, Choi, 2010)). A: Aggregation von AB und pTau. B: AB-induzierte APP Dimerisation fihrt
Uber p38-MAPK zu pTau und leitet Apoptose ein. C: AB-Aggregate aktivieren Mikroglia welche
pro-inflammatorische Zytokine sezernieren, p38 -MAPK aktivieren und Apoptose einleiten. D:
Aktivierte p38-MAPK erhéht die Transkription des B-Sekretasen Gens. Im Gegensatz inhibiert
ERK1/2 die Gentranskription der B-Sekretase.

Damit rickt p38-MAPK als mdglicher Sekretasen-Modulator in den Fokus der
AD-Forschung. Diese Studien verdeutlichen die vielseitigen Mechanismen,
durch welche p38-MAPK in der AD-Pathogenese involviert ist. Allerdings, konn-
te bisher nicht zwischen Effekten der a und B-Isoformen in Neuronen bzw.

Mikrogliazellen oder Gliazellen unterschieden werden, obgleich beide Isoformen
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und Zelltypen unterschiedliche Funktionen einnehmen. Darlber hinaus ist be-
kannt, dass p38-MAPK und insbesondere die a-Untereinheit (Hale et al., 1999)
die AB-induzierte mikrogliale Neuroinflammation vermittelt und cluster of diffe-
rentiation (CD) 14 sowie die TLRs 2 und 4 fur die Aktivierung der Mikroglia Gber
fibrillares AB zustandig sind (Reed-Geaghan et al., 2009). Speziell die pharma-
kologische p38a Inhibition fuhrt in AD-Mausmodellen zu einer verminderten In-
flammation und Zytokinexpression, sowie zu verbesserten kognitiven Leistun-
gen (Munoz et al., 2007). Trotz dieser Vielzahl von Hinweisen auf eine Beteili-
gung von p38a-MAPK an der AD-Pathogenese, bleiben genauere molekulare
Zusammenhange oder Schlusselmechanismen bisher unerforscht. Dies macht
eine gezielte und damit effektive Medikation unmdglich. Bis dato existiert keine
Forschungsarbeit, die in vivo den direkten Effekt von p38a-MAPK auf die AB-

Synthese und insbesondere die B-Sekretasen-Aktivitat untersucht.

1.7 Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit ist es, die Effekte einer p38a-MAPK-Defizienz in Neuronen
jeweils auf kognitive Funktion, AB-Pathologie, synaptische Plastizitat sowie
Neurodegeneration und Neuroinflammation in APP/PS1'% M&usen zu untersu-
chen. Um den kompletten Phanotyp der AD zu reprasentieren, sollen zusatzlich
die Effekte nach neuronaler p38a-MAPK-Defizienz auf kognitive Funktion, Tau
Phosphorylierung und synaptische Plastizitat in Tau'® Mausen evaluiert werden.
Im Fokus dieser Forschung steht die mégliche regulatorische Rolle der p38a-
MAPK auf die AB-Synthese und den Effekt auf die AD-Pathologie. Dazu soll
ermittelt werden, ob:
1.) eine neuronale p38a-MAPK Defizienz die AB-Pathologie, die damit ver-
bundenen kognitiven Defizite, synaptische Plastizitat und neuronale De-

gradation beeinflusst.

2.) p38a-MAPK die BACE Produktion oder Degradation einleitet und wel-

che molekularen Mechanismen dafiir verantwortlich sind.

Im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Arbeiten, soll spezifisch die regulato-
rische Rolle des neuronalen p38-MAPK a Isoforms nach Deletion im AD-

Mausmodell entschliisselt werden.
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2 Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Arbeitsmaterialien
Tabelle 1: Gerate

Bezeichnung

Firma

7500 Fast Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Carlsbad, USA

Accu Jet Pipettes Control

BrandTech Scientific, Essex, USA

Autoklav systec 3870 ELV

Tuttnauer, Breda, NLD

Axiovert 25 Inversmikroskop

Carl Zeiss Mikroskopie, Jena, DE

Axiovert 40 CFL Mikroskop

Carl Zeiss Mikroskopie

Brutschrank (Typ A)

Melag, Berlin, DE

Bihler Inkubationshaube TH-30

Edmund Buhler GmbH, Hechingen, DE

Container fur Flussigstickstoff

KGW:-Isotherm, Karlsruhe, DE

Cryomikrotom

Leica, Nussloch, DE

Digital Camera DXM1200

Nikon GmbH, Dusseldorf, DE

Eismaschine

Ziegera, Isernhagen DE

Einbettmaschine MICROMSTP120

Thermo Fisher Scientific, Bonn, DE

Elektronische Analysewaage (770)

Kern, Balingen-Frommern, DE

Epson Perfection V700 Fotoscanner

Epson, Meerbusch, DE

Eppendorf Tischzentrifuge

Eppendorf, Hamburg, DE

FACS Canto Il Durchflusszytometer

BD, Biosciences, Heidelberg, DE

Gefrierschrank UF75-110 T

Colora, Frankfurt, DE

HERAcell CO, Inkubator

Heraeus, Hanau, DE

HERAfreeze-85°C freezer

Heraeus

Homogenisator Sonopuls HD 2070

BANDELIN electronic, Berlin, DE

InoLab pH 720 pH-Meter

WTW, Weilheim, DE

Jouan B4a Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific

Konfokales Mikroskop (LSM 510 Meta)

Carl Zeiss Mikroskopie

Kuhlbank (Cold Plate, B3120060)

Thermo Electron Corporation, Waltham,
USA

Kihlschrank KG39VvV130

Siemens, Miunchen, DE

Magnethalter Dynabeads® MPC®-S

Invitrogen, Darmstadt, DE

Microtome Blades A35

Feather, Osaka, Japan

Mini Trans-Blot® cell

Bio-Rad Laboratories, Minchen, DE

Mikroskop (Eclipse E600)

Nikon GmbH

Mikrotom (SM 2000 R)

Leica

Mikrowelle R-204

Sharp Electronics , Hamburg, DE

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, DE

Orbitalschiittler Rocky 3D

Labortechnilk Fribel, Lindau, DE

OPTIMAX Ultrazentrifuge

Beckman Coulter, Krefeld, DE

PowerPac 200 Power Supply

Bio-Rad Laboratories

Prazisionswage 770

Kern & Sohn, Balingen, DE
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Préazisionswage CP 42023 Sartorius, Gottingen, DE

PS250 Power Supply Hybaid, Heidelberg, DE

PTC 200 DANN Engine Thermal Cycler MJ Research, St. Bruno, CAN
Sterilbank Biowizard KR-200 Bench Kojair, Tech Oy, Vilppula, FIN
Sunrise Mikrotiterplattenleser Tecan, Mannedorf, CHE

Synergy Mx Monochromator-Based Multi- | Bio Tek, Winooski, VT

Mode Microplate Reader

Thermoblock TBD-120 Biosan, Riga, LVA

Thermomixer Comfort Eppendorf

Tischkuhlzentrifuge 4K15C Sigma Laborzentrifugen, Osterode, DE
TLA-55 Rotor (festschwingend) Beckaman Coulter
Trockenschrank Heraeus

Uberkopfrotor RS RR5 Phoenix Instruments, Garbesen
Uberkopfrotor STR4 Stuart Scientific, Staffordshire, UK
Ultrasonic bath, Transsonic T780 Elma, Singen, DE

Vortex Shaker REAX 2000 Heidolph, Schwabach, DE
Wasserbad GFL1083 (Klonierung) GFL, Burgwald, DE

Wasserbad Kéttermann, Hanigsen, DE
Wasserbassin (water maze) Noldus

XCell SureLock™ Mini-Cell System Invitrogen

Tabelle 2: Hilfsmittel

Bezeichnung Firma

Amersham Hyperfilm ECL GE Healthcare, Buckinghamshire;UK

Beckman-Coulter Reaktionsgefald Beckman

Biosphere Filterspitze 10pl, 100ul, 1000ul | Sarstedt, Nimbrecht, DE

Chamber slides (8-Well) BD

Cryotubes 1,8 ml Sarstedt, Numbrecht, DE

Deckglaser (24x32mm, Dicke 0,13-0,16) | R.Langenbrinck, Emmendingen, DE

ECL-Plus Reagenz PerkinElmer, Waltham, USA

EDTA Roéhrchen Eppendorf

Einwegimpfose Sarstedt

Farbekasten mit Falzdeckel und Rahmen | Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim,

2480/2481 DE

Filterpapier GB003 Whatman, Dassel, DE

Glaswaren VWR

Gradientengel auf Tris-tricin Basis Anamed Elektrophorese GmbH, Grol3-
Bieberau, DE

Imaging Software, NIS Elements, Basic | Nikon GmbH

Research 3.00

Kanulen VWR

Messzylinder, 1000ml VitLab GmbH, GrofRostheim, DE

Mikroplattenlesegerat, Sunrise TECAN, Mannedorf, CHE

Mikrotestplatten Sarstedt

Mini-Protean 3 Short Plates Bio-Rad Laboratories
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Mini-Protean 3 Spacer Plates, 1,5 mm

Bio-Rad Laboratories

Mini-Protean Gelkamm 1,5 mm

Bio-Rad Laboratories

Nunc MaxiSorp 96-Wellplatte (Schwarz)

Thermo Fisher Scientific

Objekttrager (76x26mm/3xlinch)

R.Langenbrinck

Objekttragerkasten nach Hellendahl 2460

Assistent

Optical 96-Well-Fast Thermal Cycling
Plates

Applied Biosystem

Parafilm M all-purpose laboratory film

PechineyPlasticPackaging, Chicago, USA

PCR Soft Tubes, 0,2ml

Biozym Scientific, Oldendorf, DE

Pipette (Research 0,5-10pl) Eppendorf
Pipette (Research 100-1000pl) Eppendorf
Pipette (Research 10-100ul) Eppendorf
Pipettenspitzen (10ul, 200pl, 1000pl) Sarstedt

Pipettierhelfer (accu-jet)

BrandTech Scientific, Essex, USA

Plastikkivette

Kartell, Noviglio, ITA

Polystyrol-flaschen, -schalen, -platten (+)

Sarstedt

Protran Nitrozellulose Transfermembran

Whatman

Praparierbesteck, rostfrei, Art. Nr. 12017

Bochem Instrumente, Weilburg, DE

Protein G Dynabeads

Life Technologies

Protein LoBind Tube 1,5 ml Eppendorf,
PVDF Membran Roche,
Reagenztuben 15 und 50ml Sarstedt
Reaktionsgefalie 0,5, 1,5 und 2,0 ml VWR

Schnelleindeckmittel (Entellan®Neu)

Merck, Darmstadt, DE

Schwenkbank, Rocky 3d

Labortechnik Frobel GmbH

Selbstklebende optische Folie, MicroAmp

Applied Biosystem

Serologische Pipetten 5ml, 10ml 25ml

Sarstedt

Software PCR, SDS v.1.3.1

Applied Biosystem

Spritzen B. Braun, Melsungen, DE
Sterilfilter (0,2 pum) Sarstedt
Zellschaber TPP, Trasadingen,CHE

Tabelle 3: Chemikalien

Bezeichnung

Firma

Aceton

Hedinger, Stuttgart, DE

Albumin Fraktion V aus Rinderserum

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, DE

(3-Aminopropyl)triethoxysilan A3648

Sigma-Aldrich Chemie

Ampicillin

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich Chemie

Antifade mounting medium (+DAPI)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Antistreptomycin

Thermo Fisher Scientific

Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie
B27 Thermo Fisher Scientific
Bafilomycin Sigma-Aldrich Chemie

Bio-Rad Protein Assay Farbekonzentrat

Bio-Rad Laboratories

28




Material und Methodik

Blasticidin

Life Technologies

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich Chemie

Carestream® Kodak® GBx Entwickler und
Fixierer

Sigma-Aldrich Chemie

Casein Fluka, Buchs, CHE
Chloroform Merck

CsH;Na,O¢P Sigma-Aldrich Chemie
Chymostatin Sigma-Aldrich Chemie
Cycloheximid Sigma-Aldrich Chemie

Diaminobenzidinetetrahydrochloride hyd-
rate, 97 % (D5637-5G)

Sigma-Aldrich Chemie

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie

dNTP Mix Roche
DMEM Invitrogen
DTT Sigma-Aldrich Chemie

Dynabeads®CD4 Magnetkugeln

Life Technologies

DyNAmo™ Flash Probe qPCR Kit

FINNZYMES, Espoo, Finnland

Entellan Eindeckmedium

VWR, Darmstadt, DE

Ethanol

Sigma-Aldrich Chemie

Ethylendiamintetraacetat acid (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie

Ethylenglycol tetraacetic acid (EGTA)

Sigma-Aldrich Chemie

Fotales Kalberserum

PAN Biotech, Aidenbach, Germany

G418 Sigma-Aldrich Chemie
Glutaminsaure Sigma-Aldrich Chemie
Glycerol Sigma-Aldrich Chemie
Glycin Carl Roth, Karlsruhe, DE
Guanidinhydroclorid Sigma-Aldrich Chemie

Hank’s buffered salt solution (HBSS)

Thermo Fisher Scientific

HCI (Salzséaure)

Sigma-Aldrich Chemie

Hexamer Random Primer Invitrogen

Isofluran Baxter, Unterschlie3heim, DE
Isopropanol Carl Roth

KCI Merck

LB-Agarpulver und Broth Sigma-Aldrich Chemie
L-Glutamin Sigma-Aldrich Chemie
Lipofectamine 2000 Invitrogen

Leupeptin Sigma-Aldrich Chemie
Magermilchpulver Carl Roth

Mayers Hamalaunlésung Merck

MES Sigma-Aldrich Chemie
Methanol (AnalaR NORMAPUR) VWR

3-Methyladenin (3MA)

Calbiochem, Darmstadt, DE

2-Methylbutan

Otto Fischar, Saarbrticken, DE

MgSO,

Sigma-Aldrich Chemie

M-MLV Reverse Transcriptase

Promega Corporation, Madison, USA
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NacCl Merck

NaF Sigma-Aldrich Chemie
Na,HPO, Carl Roth

Na,HPO,x H,O Merck

Naz;PO, Carl Roth

Nas;VO, Sigma-Aldrich Chemie
Neurobasalmedium Life Technologies
NP-40 Sigma-Aldrich Chemie

Nuklease freies Wasser

Life Technologies

Nukleotidenmix (je 20mM) Roche

Opti-Mem Medium Invitrogen
Okadaséaure Sigma-Aldrich Chemie
Pageruler Prestained Protein Ladder Invitrogen
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich Chemie
Penicilin/Streptomycin Invitrogen

Pepstatin A Sigma-Aldrich Chemie
Percoll GE Healthcare

PMSF Thermo Fisher Scientific
2-Propanol (=Isopropylalkohol) Carl Roth
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich Chemie
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten Roche

Rapamycin Sigma-Aldrich Chemie
Random Primers Hexamers Invitrogen
Rinderalbumin Sigma-Aldrich Chemie
RQ1 RNase-Free DNase (Cat.# M6101) Promega

SB203580 Calbiochem

SDS Carl Roth
Spectinomycin Sigma-Aldrich Chemie
Substrat fir B- und y-Sekretase Calbiochem

Sucrose VWR

SuperScript®lll Reverse Transcriptase Invitrogen

TagMan®Gene Expression (TNFa, NOS2,
IL1B, CCL2, IGF1, BDNF, Arc, GPDH)

Applied Biosystem

Tamoxifen

Sigma-Aldrich Chemie

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Serva, Heidelberg, DE

Tris Carl Roth

Trisma® Base Sigma-Aldrich Chemie

Triton X-100 Carl Roth

Tissue-Tec® O.C.T compound Sakura Finetek GmbH, Staufen, DE
Trizol°Reagent Invitrogen

Trypsin Invitrogen

Tween®20 Carl Roth
Wasserstoffperoxid-Lésung 30 % Otto Fischar

Xylol Hedinger, Stuttgart, DE

Zitronenséure Monohydrat

Serva
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Tabelle 4: Losungen und Puffer

Name

Zusammensetzung

Blockingpuffer IHC:

0,2 % Casein, 0,1 % Tween-20, 0,1 % Triton-X, in 1x PBS

B-Sekretase-Puffer :

100 mM Natriumacetat [pH 4,5]

10x Zitratpuffer: 2,1 g /L Zitronensaure Monohydrat [pH 6,0]
DAB Ldsung: 1 mg/ml DAB in 1x PBS + 1 ul H,O,/3 ml Lésung [pH 6,6]

FACS-Puffer:

HBSS+ 4 % FCS (eng. fetal calf serum)

y-Sekretase-Puffer:

50 mM Tris/HCL [pH 6,8] und 2 mM EDTA

Guanidinpuffer:

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

HB Puffer:

0.25 M Sucrose, 10 mM Hepes, 1 mM EDTA [pH 7,4]

High-Salt Puffer :

0,1 M MES, 1 mM EGTA, 0,5 mM MgSQ,, 0,75 M NaCl,
0,02 M NaF, 1 mM PMSF, 1x Proteaseinhibitorcocktalil

H,0,-Methanol-Ldsung:

36,5 ml 4H,0, 8,5 ml Methanol, 5 ml H,O, (30 %)

Ladepuffer:

187,5 mM Tris/HCI [pH 6,8], 6 % SDS, 30 % Glycerin,
15 % B-Mercaptoethanol, 0,03 % Bromphenolblau

Lysispuffer A:

50 mM Tris-Cl [pH 7,5], 2 mM EDTA, 2 mM EGTA,

5 mg/ml Pepstatin A, 5 mg/ml Chymostatin, 5 mg/mi
Leupeptin, 5 mg/ml Aprotinin, 50 nM Okadaséaure, 5 mM
NazPO,, 2 mM NazvVO,, 1 mM DTT, 50 mM NaF, 2x Prote-
aseinhibitorcocktail

10x PBS: 400 g NaCl, 10 g KCI, 71 g Na;HPO,, 69 g NaH,PO,x 1
H,0, auf 5 L 4H,0O [pH 7,4]

PBS/T: 1L 1x PBS + 500 pyl Tween20

Puffer | PBS + 0.1 % FCS + 2 mM EDTA (steril filtriert)

Puffer II DMEM + 2 % FCS (steril filtriert)

RAB-Puffer 0,1 M MES, 1 mM EGTA, 0,5 mM MgSQO,, 0,75 M NacCl,
0,02 M NaF, 1 mM PMSF

RIPA Puffer: 50 mM Tris-Cl [pH 7,5], 150 mM NacCl, 0.1 % SDS, 0.5 %

Desoxycholsaure, 1 % NP-40, und 5 mM EDTA, 1x Pro-
teaseinhibitorcocktail

RIPA Puffer fir Tau:

150 mM NacCl, 1 % NP-40, 0,5 % Desoxy-Na, 0,1 % SDS,
50 mM Tris-Cl [pH 7,5], 25 mM NaF, 100 mM NazVOy,,

5 mM EDTA, 40 mM C;H,Na,OxP, 1x Proteaseinhibitor-
cocktail

10x SDS Puffer:

Tris 250 mM, Glycin 1,92 M, SDS 1 % (w/v)

Sucrosepuffer

10 mM Tris/HCI [pH 7,4], 1 mM EDTA, 200 mM Sucrose

10x TBS:

302,5 g Trisbase, 425 g NaCl, auf 5 L 4H,O [pH 7,4]

TBS/T:

1L 1x TBS +500 pl Tween20

10x Transferpuffer:

248 mM Tris, 1,84 M Glycin; 1x Transferpuffer: 100 ml 10x
Transferpuffer mit 200 ml Methanol auf 1 L 4H,O

Verdinnungslésung IHC

Blockingpuffer IHC: 1:10 verduinnt in 1x PBS
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Tabelle 5: Kits

Bezeichnung

Firma

BLOCK-T™ Pol Il miR RNAI Expression Vector kit

Life Technologies

DETACHaBEAD®CD4

Life Technologies

DyNAmo™Flash probe qPCR kit

Thermo Scientific

DyNAmo™Flash SYBR Green qPCR kit

Thermo Scientific

GeneArt®CRISPR Nucleas Vector kit

Life Technologies

In situ cell death detection kits, Ap

Roche

pcDNA 6.2-GW/EmGFP-miR

Life Technologies

PureLink®Quick Plasmid Miniprep kit

Life Technologies

PureLink®HiPure Plasmid Filter DNA Purification kit

Life Technologies

RNEasy Plus Mini Kit

Qiagen, Hilden, DE

Western Lightning Plus ECL kit

Perkin Elmer Inc., Waltham USA

Tabelle 6: Fur Western blot verwendete Primarantikdrper

Antigen Ursprung | Klon Verdlinnung | Herkunft

ATG5 Kaninchen | D5F5U 1:1000 CST

a-Tubulin Maus DM1A 1:10000 abcam, Cambridge, UK

Amyloid B Maus WO0-2 1:1000 Millipore, Schwallbach, DE

B-Actin Kaninchen | polyklonal | 1:3000 CSsT

BACE Maus 137612 1:1000 R&D Systems, Minneapolis,
USA

BACE Kaninchen | D10E5 1:1000 CST

Beclinl Kaninchen | D40C5 1:1000 CST

Calnexin Kaninchen | polyklonal | 1:1000 abcam

CREB Kaninchen | 48H2 1:1000 CST

GGAl Kaninchen | polyklonal | 1:1000 Novus Biologicals, Littelton,
USA

GM2A Kaninchen | polyklonal | 1:1000 Thermo Fisher Scientific

GSLlI Kaninchen | polyklonal | 1:1000 Vector Laboratories

LAMP1 Kaninchen | C54H11 1:1000 CST

LC3B Kaninchen | D11 1:1000 CST

MGAT3 Kaninchen | polyklonal | 1:800 abcam

Munc18-1 Kaninchen | polyklonal | 1:1000 CST

p38 Kaninchen | polyklonal | 1:1000 CST

pCREB Kaninchen | 9198 1:1000 CST

p-p38 Kaninchen | polyklonal | 1:1000 CST

pSerin Maus PSR45 1:62,5 Sigma-Aldrich

pTAU Maus ATS8 1:1000 Thermo Fisher Scientific

pThreonin Kaninchen | polyklonal | 1:50 CST

PSD95 Kaninchen | polyklonal | 1:1000 CST

SNAP25 Kaninchen | polyklonal | 1:1000 CST

Synaptophysin | Maus SY38 1:1000 abcam

Tau Maus HT7 1:1000 Thermo Fisher Scientific
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Tabelle 7: Fur Western blot verwendete Sekundéarantikdrper

Antigen Ursprung Verdinnung | Herkunft

anti Maus-HRP Ziege 1:3000 Dako, Hamburg, DE

anti Kaninchen-HRP | Ziege 1:3000 Promega

anti Maus IgG light | Ziege 1:3000 Jackson ImmunoResearch La-
chain-HRP boratories, West Grove, USA
anti Kaninchen IgG | Maus 1:3000 Jackson ImmunoResearch
light chain-HRP

Avidin -HRP Kaninchen | 1:2000 Vector Laboratories

Tabelle 8: Fur Immunzyto- und Immunhistochemie (IHC) verwendete Primarantikorper

Antigen Ursprung | Klon Verdlnnung Herkunft
Amyloid B Maus 6F/3D 1:200 Dako

BACE Maus 137612 | 1:200 R&D

Cathepsin D Kaninchen | epr3057y | 1:200 abcam
CD4-PerCP Maus L200 20 pl/ 1Mio Zellen | BD

Ibal Kaninchen | polyklon | 1:500 Wako, Neuss, DE
IgG1k Isotypkontrolle | Maus mopc-21 | 20 ul/ 1Mio Zellen | BD

LC3A/B Kaninchen | D3U4C 1:200 CST

NeuN Maus A60 1:200 Millipore

P38 Kaninchen | polyklon | 1:200 CST

Tabelle 9: Fur Immunzytochemie und IHC verwendete Sekundéarantikérper

Antigen Ursprung | Fluorophor Verdliinnung | Herkunft
Maus Ziege Cyanin (Cy) 3 | 1:200 Jackson ImmunoResearch
Kaninchen | Ziege Alexa 488 1:200 Life Technologies

Tabelle 10: Primerpaare fir die quantitative Real-Time-PCR mit SYBR® Green

Gen Primer forward 5'-3' Primer reverse 5'-3'

Maus bace TTGTAGGGCTAGGGATGGTC CCTAACCCTGCTGGATGAAT
Maus psl CAATGGTGTGGTTGGTGAAT GTTCCCAGAACCACTGTCCT
Maus nicastrin ACCAGGTGGAGGATCTTCTG AGGACAACTTCAGGGACACC
Maus gapdh ACAACTTTGGCATTGTGGAA GATGCAGGGATGATGTTCTG
Humanes bacel TTGAAGCTGCAGTCAAATCC CCAGAAACCATCAGGGAACT
Humanes psl CCGAAAGGTCCACTTCGTAT CCACACCATTGTTGAGGAGT
Humanes nicastrin GGGTTCCTGATTAAAGCCAA CGTCACCCAAGTAGGACCTT
Humanes gapdh GAAGGACTCATGACCACAGT GTCATCATATTTGGCAGGTT

2.1.2 Bereitgestellte Zelllinien
Die APP" SHSY5Y Zelllinie, mit Uberexpression des humanes APP695 und

AB (Konstrukt pEYFP-N1-hAPP695) wurde von Dr. Kan Xie (Neurologie, Uni-
versitat des Saarlandes, Homburg, DE) gefertigt und bereitgestellt. Die LC3-
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green fluorescent protein (GFP)- red fluorescent protein (RFP)-transgene
SHSYS5Y Reporterzelllinie fir Autophagie wurde durch von Yiren Qin (Neurolo-
gie, Universitat des Saarlandes, Homburg, DE) mit dem Expressionsvektor, ge-

stellt von T. Yoshimori (Addgene plasmid # 21074), gefertigt und bereitgestellt

2.1.3 Transfektionsvektoren
Die verwendeten Transfektionsvektoren sind in folgender Abb.7 dargestellt.
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Abbildung 7: Transfektionsvektoren (modifiziert und enthommen den jeweiligen Produktda-
tenblattern). pcDNATM6.2-GW/EmGFP—miR wurde zur stabilen Transfektion der p38a-MAPK
knock down (kd) Zelllinie verwendet. pcDNATM6.2-GW/-miR-neg diente dabei als Negativkon-
trolle fir den kd (A: Vektorkarte entnommen von Seite 60-61 aus (Invitrogen, 2010a)). Der Ge-
neArt CRISPR Nuclease Vector (Vektorkarte entnommen von Seite 13 aus (Lifetechnologies,
2014) wurde, zusammen mit dem Plasmid pCEP4 (Vektorkarte enthommen von Seite 8 aus
(Invitrogen, 2010b) mit modifizierter Expression von DsRed (des aus der Seeanemone Disco-
soma sp. entstammende roten Fluoreszenzproteins), zur stabilen Transfektion der MGAT3 kd-
und Kontroll-Zelllinien verwendet (B).

2.1.4 Bakterien, Kulturmedien und Selektionsantibiotika
Die Bakterien one shot competente E.coli (Invitrogen) wurden nach Hersteller-
angaben zur Amplifikation der Transfektionsvektoren, eingesetzt. Die Bakterien

wurden auf lysogeny broth (LB)-Agarplatten bzw. in LB-Medium gezichtet. Um
20 ml LB-Agarplatten herzustellen, wurden 35 g LB-Agarpulver in 1 L 4H,O ge-
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I6st und bei 121 °C sterilisiert. Die Suspension wurde auf 60 °C abgekuhlt,
100 mg/ml Ampicillin als Selektionsantibiotika hinzugeftigt und anschlie3end in
10 cm Schalen gegossen. Als Flissignahrmedium wurden 20 g LB-Broth-Pulver
in 1 L 4H»0O geldst und bei 121 °C sterilisiert. Das Selektionsantibiotikum wurde

nach Abkuhlen der Flissigkeit auf 60 °C hinzugefugt.

2.1.5 Oligonukleotide
Die Sequenzen der Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid, DNA) Oli-

gonukleotide sind in Tab. 11 aufgelistet und wurden von Invitrogen bezogen.

Tabelle 11: Sequenzen der transfizierten Oligonukleotiden

Name Sequenz 5‘-3°

p38a-MAPK top-509 TGCTGATATGATGGACTGAAATGGGTTTTGGCCACT-
GACTGACCCATTTCACCATCATTCATGA

p38a-MAPK bottom-509 CCTGATGAATGATGGTGAAATGGGTCAGTCA-
GTGGCCAAAACCCATTTCAGTCCATCATTCATC

p38a-MAPK top -709 TGCTGATAAGGAACTGAACATGGTCAGTTTT-
GGCCACTGACTGACTGACCATGCAGTTCCTTAT

p38a-MAPK bottom -709 | CCTGATAAGGAACTGCATGGTCAGTCAGTCA-
GTGGCCAAAACTGACCATGTTCAGTTCCTTATC

MGATS3 top —control (ct) CATTTCTCAGTGCTATAGAGTTTT

MGAT3 bottom -ct TCTATAGCACTGAGAAATGCGGTG
MGAT3 top -T1 TATTTCGTGCGCACCAAGGCGTTTT
MGAT3 bottom -T1 GCCTTGGTGCGCACGAAATACGGTG
MGAT3 top -T2 CGAGTATTTCGTGCGCACCAGTTTT
MGATS3 bottom —T2 TGGTGCGCACGAAATACTCGCGGTG

2.1.6 Versuchstiere

Beide Geschlechter der nachfolgenden Mausstdmme wurden bei Wasser und
Futter ad libitum bei einem 12 h Tag-Nachtrhythmus in offener Kafighaltung ge-
zlichtet. In einem Alter von 4 bzw. 9 Monaten wurde der Phéanotyp der Tiere
analysiert. Des Weiteren wurden genetische Manipulation in einem Monate al-
ten Mausen Uberprift und Embryonen zur Anfertigung von neuronalen Primar-
kulturen verwendet. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte mit der Lizenz
40/2014 und 49/2016 gemal} den Tierschutzgesetzten des Saarlandes, auf Ba-

sis der européaischen Richtlinien.
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2.1.6.1 p38a-MAPK Deletion im AD-Modell der Plaqueformation

Um p38a-MAPK in Neuronen zu deletieren, wurden p38 gefloxte (lox) Mause
mit loxP-site flankiertem mapkl1l4 Gen (Nishida et al., 2004) vom BioResource
Center (RIKEN Tsukuba Institute, Japan) importiert und mit Nex-Cre knock-in
Mausen verpaart. Nex-Cre Mause exprimieren die Cre Rekombinase unter Kon-
trolle der regulatorischen Sequenz des Genes nex (auch MATH2 oder NeuroD6
genannt), welches fur ein neuronales basic helix-loop-helix (bHLH) Protein ko-
diert und eine hohe Expressionsstarke in glutamatergen Prinzipalneuronen, al-
so exzitatorischen Neuronen, wie den pyramidalen Neuronen im Cortex und
den Koérnerzellen im Hippocampus (Goebbels et al., 2006) aufweist. Diese Tiere
wurden freundlicher Weise von K. Nave, (Max-Planck-Institut fur Medizin, Go6t-
tingen, DE) bereitgestellt. Die aus der Verpaarung resultierenden Genotypen a)
p38MI_CreCeM) ynd b) p38IX1N_cre©®™  aiso Tiere mit a) heterozygotem
und b) homozygotem ko von p38a-MAPK in Neuronen wurde mit Geschwistern
der Genotypen c) p38!M_cre™W™) phzyw, p38!N.Cre™™  aiso p38a-MAPK
wt Mausen verglichen. Fur den Nachweis des erfolgreichen p38a-MAPK ko
wurden 4 Wochen alte Mause des Genotyps a) mit c) verglichen, da hier von
der maximal verbleibenden Genexpression der p38a-MAPK ausgegangen wird.
Die Untersuchungen der Sekretasen-Aktivitat wurden zusatzlich zwischen 4
Monate alten M&usen des Genotypes a), b) und c) verglichen.

Um die Effekte von Zelltyp-spezifischer p38a-MAPK Aktivitat im Zusammen-
hang mit der AD-Pathogenese zu untersuchen, wurde das APP/PS1-transgene
(APP/PS1") AD-Mausmodell verwendet. Diese APP/PS1-zweifach transgenen
M&ause co- und uber-exprimieren das humane APP695 (KM670/671NL) mit
schwedischer Mutation und mutiertem PS1 (L166P) unter der Kontrolle des
Neuronen spezifischen Thyl-Promotors (Radde et al., 2006) und wurden
freundlicher Weise von Matthias Jucker (Hertie-Institut ftr klinische Hirnfor-
schung, Tubingen, DE) bereitgestellt. Diese Mauslinie mit C57BL/6J Hinter-
grund bildet zerebrale amyloide Ablagerungen ab einem Alter von 2 Monaten.
Nach 3 bis 4 Monaten finden sich diese Ablagerungen im Hippocampus und
spater im Striatum, Thalamus und Hirnstamm. Uber kognitive Defizite dieser
Tiere im Morris water maze wurde in einem Alter von 7 Monaten berichtet

(Serneels et al., 2009). Eine verminderte Anzahl an Neuronen kann z.B im

36



Material und Methodik

Gyrus denatus im hoheren Lebensalter von 17 Monaten detektiert werden
(Rupp et al., 2011). Die Anzahl der Mikroglia im Neocortex erhéht sich ab einem
Alter von 8 Monaten, begleitend zur AB-Ablagerung bis zu einem Dreifachen
und auch Radde und Kollegen konnten kognitive Defizite im Alter von 8 Mona-
ten nachweisen (Radde et al., 2006). Das APP/PS1'Y Mausmodell mit Neuro-
nen-spezifischer Deletion von p38a-MAPK im Neocortex und Hippocampus
wurde durch Verpaarung von APP/PS1'%, p38(®/% ynd Nex-Cre™™ etabliert.
Um nach genetischer Manipulation der neuronalen p38a-MAPK Expression ei-
nen eventuell belastenden Phanotyp im AD-Mausmodell auszuschliel3en, wud-
en zunéchst APP/PS1" p38a-MAPK heterozygote ko Tiere geziichtet. Zudem
ist die Zucht homozygoter ko Tiere zeit- und kostenintensiv, um richtungswei-
sende Ergebnisse zu erzielen wurde daher eine Pilotstudie an 4 Monate alten
APP/PS1"9 Tieren mit heterozygotem p38a-MAPK ko durchgefiihrt und mit
APP/PS1Y p38a-MAPK wt Geschwistern verglichen. Da der Phanotyp der 4
Monate alten APP/PS1" p38a-MAPK heterozygoten ko Méuse unbelastet und
die AB-Pathologie verbessert war, wurde fir die Studien in 9 Monate alten M&u-
sen lediglich APP/PS1" Tiere mit homozygoter Deletion an p38a-MAPK ver-
wendet und mit APP/PS1" p38a-MAPK wt verglichen. Fiir den Verhaltenstest
wurden zusétzlich APP/PS1™ p38a-MAPK wt und APP/PS1" p38a-MAPK ko

Geschwister in die Studie einbezogen.

2.1.6.2 ATG5-Mausmodell

Fur die Kontrollexperimente zur Uberpriifung der ATG5-vermittelten Autopha-
gie, wurden ATG5¥™)_CamK2a-CreERT Mause in einem Alter von 2 Monaten
verwendet bzw. aus ATG5!"% Muttertieren Embryonen der Embryonalwoche
(E)14-17 entnommen und aus dem Hirn Neuronen fir in vitro Experimente pra-
pariert. Die Mause Uberexprimieren das Fusionsprotein Cre-Estrogenrezeptor
(ER) T2 in neuralen Zellen unter der Kontrolle des murinen calcium/calmodulin-
dependent protein kinase Il alpha (CamK2a) Promotors (Madisen et al., 2010).
Dabei wird das Exon 3 des ATG5 Genes durch loxP Seiten flankiert (Hara et al.,
2006). Der CamK2a Promotor ist vor allem im Cortex und Striatum aktiv. Die
Aktivitat des Cre-ERT2 Fusionsproteins ist in vivo, durch intraperitoneale

Tamoxifen Injektionen (100 pg/g Kérpergewicht/Tag tber 5 Tage) induzierbar.
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2.1.6.3 p38a-MAPK Deletion im AD-Modell der Fibrillenformation

Um die pathogene Rolle der p38a-MAPK im ganzheitlichen und maéglichst re-
prasentativen AD-Mausmodell zu untersuchen, wurde die p38a-MAPK in Mau-
sen, die hyperphosphoryliertes Tau Uberexprimieren, homozygot deletiert. Der
Phanotyp der Mause wurde in einem Alter von 9 Monaten untersucht. Diese
Tau' Mause exprimieren die mutierte Form P301S des humanen Mikrotubuli-
assoziierten Proteins, unter der Kontrolle des murinen Prion Protein Promoters.
Histologische Analysen zeigen neuronale Degradation im Hippocampus und
eine VergrofRerung der Ventrikel (Hirnatrophie) in einem Alter von 8 Monaten,
wobei die neuronale Degradation ein Signifikanzlevel in einem Alter von 9 Mo-
naten erreicht. Signifikant verminderte synaptische Funktion ist bereits ab dem

6 Monat nachzuweisen (Yoshiyama et al., 2007).
2.2 Analysen in vitro

2.2.1 Konstruktion der p38a-MAPK kd Zelllinie

Der pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR Vektor aus dem BLOCK-iT™ Pol Il miR RNAi
Expression Vector kit wurde zur Etablierung des p38a-MAPK kd verwendet.
Dazu wurden zwei unterschiedliche Abschnitte aus der humanen p38a-MAPK
Sequenz gewahlt und mittels Ausbildung der Haarnadelstruktur und Ribonukle-
inséure (eng. ribonucleic acid, RNA)-Interferenz in das Zellgenom integriert. Die
RNA-Interferenz beruht auf einem nattrlichen Schutzmechanismus vor Patho-
genen, wie beispielsweise doppelstrangiger viraler RNA. In der Molekularbiolo-
gie macht man sich das Prinzip dieser Methode zur gezielten Repression be-
stimmter Zielgene zu nutzen. Die short hairpin RNA (shRNA) wird in der Zelle
zu einer funktionellen small interfering RNA (SiRNA) prozessiert und dadurch
das Zielgen, hier mapkl14, supprimiert. Nach der Transfektion wird der Vektor
die artifizielle miRNA, welche 100 % Homologie zu der Zielsequenz besitzt,
transkribieren und so die Ziel-RNA schneiden. Das pcDNA6.2-GW/EmGFP-
miR-negative-Kontrollplasmid (kd-ct) beinhaltet eine nicht-kodierende Sequenz
und wurde als Kontrollvektor fir den p38a-MAPK kd verwendet. Die kd Zellli-
nien kd509 und kd709, sowie die entsprechende Kontrollzelllinie mit dem zirku-

laren Leervektor pcDNA™6.2-GW/-miR-neg kd-ct wurde gemaR dem nachfol-
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genden Protokoll erstellt. Die Sequenzen der DNA Oligonukleotide sind in Tab.

11 aufgelistet.

2.2.1.1 Generation der doppelstrangigen Oligonukleotide und Ligation

Die einzelstrangigen Oligonukleotide der beiden Zielsequenzen fur den p38a-
MAPK kd, der kd509-top, kd509-bottom und kd709-top, kd709-bottom, sowie
die Kontrollsequenz kd-ct-top, kd-ct-bottom wurden zu doppelstrangigen Oligo-
nukleotide (ds oligos) zusammengelagert. Dazu wurde folgende Anlagerungs-

Reaktion bei Raumtemperatur (RT) angesetzt:

Tabelle 12: Anlagerungs-Reaktion zur Generierung doppelstrangiger Oligonukleotide

Reagenz Menge
top und bottom DNA oligos (200 uM) 10
10x Oligo Annealing Puffer 2 ul
DNase/RNase-freies Wasser 8 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Dieses Reaktionsgemisch wurde fur 4 min bei 95°C inkubiert. Um das Zusam-
menlagern der top mit den jeweiligen bottom-DNA oligos zu gewahrleisten,
wurde das Reaktionsgemisch fur 10 min bei RT abgekuhlt. Die ds oligos wur-

den auf 10 nM verdunnt und in folgenden Ligationsreaktion eingesetzt:

Tabelle 13: Ansatz des Ligationsreaktion

Reagenz Probe | Positivkontrolle | Negativkontrolle
5x Ligationspuffer 4 ul 4 ul 4 ul
pcDNAG6.2-GW/EmGFP-miR 2 ul 2 pl 2 ul

(5 ng/ul)

miR-ds Oligo (10 nM) 4 ul - -

miR-lacZ Kontroll oligos (10 nM) - 4 ul -
DNase/RNase-freies Wasser oul oul 13 pl

T4 DNA Ligase (1 U/ul) 1 1 1
Gesamtvolumen 20 ul 20 pl 20 pl

Die Reaktionsansatze wurden durch Auf- und Abpipettieren gemischt und

30 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde auf Eis abgestoppt.

2.2.1.2 Transformation in E.coli

Fir die Transformation mittels Hitzeschock wurden 50 pl kompetente E.coli
TOP10 mit 2 ul des Ligationsansatzes fur 30 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend

wurden die Bakterien in einem Wasserbad fiir 30 s bei 42 °C erwérmt und dann
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sofort fir 2 min auf Eis gekuhlt. 250 pl S.0.C Medium wurde zu den transfor-
mierten Bakterien gegeben und fiir 60 min bei 37 °C und 125 min™ unter der
Inkubationshaube inkubiert, damit die Bakterien sich erholten und das Resis-
tenzgen gegen Blasticidin exprimiert werden konnte. Danach wurden davon
100 pl auf vorgewarmte LB-Agarplatten mit 50 pg/ml Spectinomycin plattiert.
Die Platten wurden fur 16 h bei 37 °C inkubiert, sodass sich bakterielle Kolonien
ausbildeten, wobei die Transformationsansatze der Negativkontrolle frei von
Kolonien blieben. AnschlieRend wurden mit einer sterilen Einwegimpfése Spec-
tinomycin-resistente Einzelklone gepickt und in 5 ml LB-Medium mit 50 pg/ml
Spectinomycin fiir 7 h bei 37 °C unter der Inkubationshaube bei 125 min™ ange-
impft. Die Verifikation des einklonierten Inserts erfolgte nach Plasmidisolation
aus 4 ml der angeimpften Bakterienkultur mittels Minipraparation. Die restlichen
1 ml der angeimpften Bakterienkultur wurde mit 1 ml 50 % Glycerol in einem
Cryotube vermengt und als Glycerolstocks bei -80 °C gelagert

2.2.1.3 Kontrolle der Plasmidsequenz nach Minipraparation

Um eine fehlerfreie Transformation zu Uberprifen, wurden aus den transfor-
mierten Bakterien die vervielfaltigte DNA in Form einer Plasmidisolation durch-
gefuhrt und die isolierten Plasmide sequenziert. Dazu wurde das Isolations-kit
PureLink® Quick Plasmid Miniprep nach Herstellerangaben verwendet. Um
maogliche Mutationen auszuschlieen, wurden anschlieRend die Plasmide mit
Insert sequenziert und die erhaltenen Sequenzen mit den erwinschten vergli-
chen. Die Sequenzierungen wurden von der Firma Seglab Sequence Laborato-
ries (Gottingen, DE) vorgenommen. Bei Ubereinstimmenden Sequenzen, wur-
den die entsprechenden Glycerolstocks zur Animpfung einer 500 ml Ubernacht-
kultur verwendet. Dazu wurden die gefrorenen Glycerolstocks auf Eis angetaut
und mit einer sterilen Impfose Uber die Eisoberflache geschabt. Mit diesem Ma-
terial wurden schlie3lich LB-Agarplatten, mit dem jeweiligen Selektionsantibioti-
kum, bestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Von diesen Kulturen wurde

dann ein Einzelklon gepickt und eine 500 ml Ubernachtkultur angeimpft.
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2.2.1.4 Plasmidvervielfaltigung und Maxipraparation

Aus den Ubernachtkulturen wurde das Plasmid mittels einer Maxipraparation
isoliert, um dieses anschlielRend in die gewinschten Zellen zu transfizieren.
Dazu wurde die Ubernachtkultur bei 4000 xg fur 15 min bei 4 °C pelletiert und
die Plasmidaufreinigung mittels des Maxipraparations PureLink® HiPure Plas-

mid Filter DNA Purification kit nach Herstellerangaben durchgefinhrt.

2.2.2 Kultvierung von Zelllinien

Die Herstellung der sterilen Kulturmedien, die Vorbereitung der Kulturgefal3e
und die Kultivierung der Zellen erfolgten in sterilen Werkb&nken mit laminarer
Luftstromung. Die Zellkulturmedien wurden vor dem Gebrauch mit den jeweili-
gen Zusatzen versehen und im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Die Kultivierung
der Zellen erfolgte je nach Zelldichte auf 6-oder 12-Well Platten, sowie in 25-,
75- und 175 cm? Polystyrol-Zellkulturflaschen mit Beluftungsfilter in einem Inku-
bator bei 37 °C, 5 % CO, und Feuchtigkeitssattigung. Soweit nicht anders vom
Hersteller empfohlen, wurden alle Medien und Reagenzien bei 4 °C gelagert.
SHSY5Y Neuroblastomazellen wurden von LGC Standards GmbH (Wesel,
Germany) bezogen und in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) Medium
mit 10 % fotalem Kélberserum (FCS) und 1 % Antistreptomycin bei 37 °C und
5 % CO,-Zufuhr in Polystyrol-Flaschen kultiviert. Diese adharent wachsenden

Zellen sind eine Fusion aus humanen Karzinomzellen und Neuronen.

2.2.2.1 Kultivierte Zelllinien

Verschiedene SHSY5Y Zelllinien wurden etabliert. 1) SHSY5Y Zellen mit kd
von p38a-MAPK Expression wurden durch Transfektion der Zellen mit kd-ct,
kd509 und kd709 Vektoren etabliert; 2) SHSY5Y Zellen mit Uberexpression des
wt und dominant-negativen (DN) humanen ATG5 durch Transfektion mit dem
Expressionsvektor, bereitgestellt von N. Mizushima (Addgene Plasmids #22948
und #22949) (Mizushima et al., 1998). Um Unterschiede in der Autophagie Akti-
vitat zu untersuchen, wurde Zelllinie 2) Gber 24 h mit dem Autophagie Aktivator
Rapamycin in einer Konzentration von 0.2 pg/ml behandelt. 3) SHSY5Y Zellen
mit Uberexpression von ATG5 (wt und DN) wurden zusatzlich mit kd-ct und

kd709 Vektoren transfiziert. Des Weitern wurden diese Zellen mit und ohne den
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Autophagieinhibitor 3MA in einer Konzentration von 1 mM uber 16 h kultiviert;
4) Um die Effekte von p38a-MAPK auf die AB-Sekretion zu Uberprifen, wurden
die APPY SHSY5Y Zellen mit p38a-MAPK kd Vektoren (kd-ct, kd509 und
kd709) transfiziert.; 5) Um die Effekte von p38a-MAPK auf die Autophagie zu
untersuchen, wurde zum einen in der LC3-GFP-RFP-transgenen Reporterzellli-
nie fr Autophagie die Aktivitat von p38a-MAPK durch Applikation von 0, 10 und
30 uM SB203580 uber 2 h inhibiert (Kimura et al., 2007) und zum anderen wur-
de eine Priméarkultur aus embryonalen Neuronen fur 3 d mit 800 nM Tamoxifen
kultiviert, nach einer Woche wurde zusatzlich der p38-MAPK Inhibitor
SB203580 (30 puM) fir 16 h inkubiert; 6) Um den Zusammenhang von p38a-
MAPK und MGAT3 zu untersuchen, wurde zunéchst mittels der CRISPR-Cas9-
Technik eine MGATS3 kd Zelllinie mit zusétzlicher Selektion Uber co-Transfektion
des DsRed Vektors pCEP4 etabliert und diese anschliel3end mit den Vektoren
fur den p38a-MAPK kd transfiziert.

2.2.3 Transfektion mit Lipofectamine 2000

Die Integration der genetisch modifizierten DNA in die Zielzellen erfolgte mittels
Lipofectamine 2000. Die Plasmid-DNA wird dabei in wassriger Lésung von Lip-
osomen umschlossen, welche anschlieRend mit der Plasmamembran der Ziel-
zelle fusionieren und so die Fremd-DNA in das Zytoplasma einschleusen. Zur
Transfektion von SHSY5Y Zellen wurden 1 Mio. Zellen in DMEM +10 % FCS in
6-Wellplatten ausgesat. Am Folgetag wurden die Zellen mit Opti-Mem gewa-
schen und 10 pl Lipofectamine-Reagenz in 240 ul Opti-Mem verdinnt und fur
5 min bei RT inkubiert. 5 pg der Plasmid-DNA wurde in einem Gesamtvolumen
von 250 pl Opti-Mem mit dem Transfektions-Reagenz vereinigt. Nach Inkubati-
on von 20 min bei RT wurde der Liposomen-Plasmid-DNA-Komplex tropfenwei-
se zu den Zellen gegeben und nach 24 h entfernt. Die Transfektion wurde mit-
tels Applikation der spezifischen Selektionsantibiotika von 5 pg/ml Blasticidin
oder/und 250 pg/ml G418 oder/und 300 pg/ml Hygromycin etabliert. Die fir den
p38a-MAPK kd-transfizierten Zellen exprimieren das EmGFP. Zum Nachweis
der griinen Fluoreszenz wurden die pcDNA6.2-GW/EmGFP-miR Zellen auf Ob-
jekttrager kultiviert, mit 2 % PFA in PBS fur 10 min Bei RT fixiert, mittels Antifa-

de Mounting Medium, welches den blauen Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidin-2-

42



Material und Methodik

phenylindol (DAPI) zum Anfarben der Zellkerne beinhaltet, eingedeckt und mit
dem Nikon Eclipse E600 Fluoreszenzmikroskop begutachtet. Des Weiteren
wurden alle genetischen Modifikationen durch quantitative Western blot Analy-

sen der jeweiligen Proteine Uberprift.

2.2.4 CRISPR-Cas9-Technik

Die Technik der clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR)/CRISPR assoziierte Gene (Cas) dient der Erzeugung gentechnisch
veranderter Organismen. Diese Methode beruht auf einem Abwehrmechanis-
mus des bakteriellen Immunsystems, schutzt diese vor eindringende Viren und
verleiht ihnen so eine permanente Resistenz gegenuber diesen Erregern.
CRISPRs sind palindrome, sich wiederholende DNA-Abschnitte, die von exo-
genen DNA Segmenten, den sogenannten spacern, unterbrochen werden. Die
spacer sind dabei homolog zu DNA-Sequenzen von Viren und werden nach
einem viralen Befall als Erkennungssequenzen in das bakterielle Genom inte-
griert. Bei dem CRISPR-Cas-System spielen drei Komponenten eine wichtige
Rolle: 1) die Cas9 Nuklease ist eine doppelstrangige DNA Endonuklease und
wird durch zwei kurze sogenannte guide RNAs, 2) der zum Zielgen-
komplementaren CRISPR RNA (crRNA), also den spacern und 3) der trans-
aktivierenden crRNA (tracrRNA), zum spezifischen Genloci transportiert. Die
crRNA hybridisiert dabei mit den tracrRNA unter Ausbildung einer Haarnadel-
struktur. Zusammen mit Cas9 bilden sie einen Ribonukleinkomplex welcher
letztendlich einen Doppelstrangbruch der DNA bewirkt und damit eine Deletion
in der Zielsequenz hervorruft. Das sogenannte protospacer adjacent motiv
(PAM) kommt ausschlie3lich in der DNA Zielsequenz vor. PAM ist nicht in der
crRNA enthalten und dient dadurch der Erkennung der Ziel DNA. Dieses Prinzip
des gene editings ist in Abb.8 dargestellt (enthnommen von Seite 2 aus
(Lifetechnologies, 2014)).
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Cas9

tracrRNA
SGG0UBGLOCGLUUBLOS

S0c cmnnc:gsagzg’

Target genomic loci PAM

Abbildung 8: CRISPR/Cas9 Methode. Die Zielsequenz-spezifische CRISPR RNA (target-
specific crRNA) bildet mit der trans-aktivierenden crRNA (tracrRNA) eine Haarnadelstruktur aus
und leitet den so formierten Cas9 Komplex zur genomischen Zielsequenz. Die Endonuklease
Cas9 bewirkt dort nach Erkennung der Sequenz Uber das protospacer-adjacent motif (PAM)
einen Doppelstrangbruch der DNA und deletiert so die Zielsequenz (Abb. entnommen aus]Life-
Technologies, 2014 #1331]).

Mit der CRISPR-Cas9-Technik wurde der kd von MGAT3 durchgefihrt. Dazu
wurden die in Tab.11 gelisteten Zielsequenzen von 20 Basenpaarlange und
GTTTT- bzw. CGGTG-Uberhangen fur das T1 und das T2 Konstrukt designt.
Als Kontrollkonstrukt wurden die in dem GeneArt®CRISPR Nuclease Vector kit
mitgelieferten ds oligos (siehe Tab. 11) verwendet. Dazu wurde das Methoden-
protokoll wie in Kapitel 2.2.1.1-2.2.1.4 mit folgenden Abwandlungen angewen-

det. Der Ligationsansatz sah wie folgt aus:
Tabelle 14: Ligationsansatz der CRISPR-Cas9-Technik

Reagenz Probe Negativkontrolle
5x Ligationspuffer 4 ul 4 ul

Linearisierter GeneArt® CRISPR Nuclease Vector | 2 pl 2ul

ds oligonucleotide (5 nM) 2 pl -
DNase/RNase-freies Wasser 11l 13 pl

T4 DNA Ligase (1 U/ul) 1u 1
Gesamtvolumen 20 pl 20 ul

Fur die Transformation mittels Hitzeschock wurden 50 pl kompetente E. coli
TOP10 mit 3 ul des Ligationsansatzes fur 30 min auf Eis inkubiert. Zur Kontrolle
der Transformationseffizienz wurde 1 pl des im kit enthaltenen pUC19 Plasmids
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als Positivkontrolle zu 50 pl kompetenten E.coli TOP10 zugefigt und ebenfalls
fur 30 min auf Eis inkubiert. Die nachfolgenden Schritte wurden wie in Kapitel
2.2.1 beschrieben eingehalten. Danach wurden 50 ul der transformierten Bakte-
rien und fur die Positivkontrolle mit puUC19 20 ul auf vorgewarmte LB-
Agarplatten mit 100 pg/ml Ampicillin ausplattiert. Die Kontrolle der Plasmidse-
guenz nach Minipraparation, sowie die Plasmidvervielfaltigung mit anschliel3en-
der Maxipraparation, wurden wie in den Kapiteln 2.2.1.3 und 2.2.1.4 durchge-
fuhrt. Die Transfektion wurde wie in Kapitel 2.2.3 mit 3 ug der Plasmid-DNA in
einem Gesamtvolumen von 250 pl Opti-Mem durchgefiihrt. Da der GeneArt®
CRISPR Nuclease Vector kein Resistenzgen fur die Kultivierung der transfizier-
ten Zellen besitzt, Uberwuchsen die nicht transfizierten SHSY5Y Zellen die
transfizierten Zellen sehr schnell, sodass eine Co-Transfektion des GeneArt®
CRISPR Nuclease Vektors mit dem pCEP4 Vektor, mit Sequenz fur das rot flu-
oreszierende Gen DsRed und die Antibiotikaresistenz gegen Hygromycin, in
einem Verhaltnis von 1:4 durchgefiihrt wurde. Der GeneArt® CRISPR Nuclease
Vektor besitzt allerdings die Sequenz fur CD4, einem normalerweise mikroglia-
len Oberflachenmarker des angeborenen Immunsystems. Alle positiv trans-
fizierten Zellen besitzen nun neben der roten Fluoreszenz und der Resistenz
gegenuber Hygromycin, den kd von MGAT3 in Form von kdT1 und kdT1 bzw.
dessen Kontrollkonstrukt kd-ct sowie die Expression des CD4 Gens. CD4 ist in
diesem Fall eine Art Reportergen und kann fir eine Isolierung und Aufkonzent-
rierung der positiv transfizierten Zellen, mittels Separation Gber magnetische
Kigelchen, verwendet werden. Durch durchflusszytometrische Farbung von

CD4 kann zusatzlich die Transfektionseffizienz tGberprift werden.

2.2.4.1 Anreicherung der transfizierten Zellen iber CD4 Dynabeads

Zellen die mit dem GeneArt® CRISPR Nuclease Vektor transfiziert wurden,
wurden Uber einen, an magnetische Kugeln gekoppelten, CD4 Antikdrpers iso-
liert und fur weitere Kultivierung angereichert. Dazu wurden die Dynabeads®
CD4 Magnetkugeln verwendet. Ca. 1x10° transfizierte Zellen wurden mittels
Trypsin geerntet und bei 400 xg fur 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Medium
wurde verworfen und die Zellen in 2 ml Puffer | resuspendiert. Die Zellen wur-

den erneut bei 400 xg fur 5 min bei 4 °C zentrifugiert und zwei Mal mit Puffer |
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gewaschen. Die Zellen wurden schlie3lich in 900 ul Puffer | resuspendiert und
auf Eis platziert. Die Dynabeads® CD4 gekoppelten Magnetkugeln wurden, zur
gleichmaRigen Durchmischung, fir 3 min bei 20 min™ auf dem Uberkopfrotor
bei RT inkubiert. Danach wurden 25 pl der Magnetkugeln in ein steriles 1,5 ml
Reaktionsgefald ubertragen und fur 1 min auf den Magnethalter platziert. Unter
Wirkung des magnetischen Feldes wurde der Uberstand abgenommen, verwor-
fen und die Magnetkugeln vom Magnethalter entfernt, um sie in 100 pl Puffer |
zu resuspendieren. Danach wurden die Magnetkugeln abermals fur 1 min in
dem Magnethalter eingespannt und der Uberstand entfernt. Die Magnetkugeln
wurden in 25 ul Puffer | resuspendiert und die Zellsuspension von 900 ul zuge-
geben. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation auf dem Uberkopfrotor fiir 30 min
bei 4 °C und minimaler Drehzahl. Danach wurden die ReaktionsgefaRe fur 1
min in dem magnetischen Halter platziert und der Uberstand, welcher Zellen
ohne CDA4-positive Expression beinhaltet, verworfen. Die Zell-Magnetkugel-
Suspension wurde in 500 pl Puffer | resuspendiert und auf dem Uberkopfrotor
fir 2 min bei 20 min™ gewaschen. Die ReaktionsgefafRe wurden erneut im mag-
netischen Halter platziert und der Uberstand verworfen. Der Waschvorgang
wurde 5-mal wiederholt und das Zell-Magnetkugel-Pellet schlief3lich in 100 pl
Puffer Il resuspendiert. Um die Magnetkugel zu entfernen, wurden 10 pul der
DETACHaBEAD®CD4 Lésung zu den positiv transfizierten Zelle-Magnetkugel-
Suspension gegeben und auf dem Uberkopfrotor bei RT fiir 45 min und minima-
ler Drehzahl inkubiert. Anschliel3end wurden die Reaktionsgeféal3e im magneti-
schen Halter fixiert, 1 min inkubiert und der Uberstand, welcher die CD4-
positive Zellen beinhaltet, auf ein steriles Reaktionsgefal} tibertragen. Die Mag-
netkugeln wurden in 500 ul Puffer Il resuspendiert, die Reaktionsgefal3e in dem
magnetische Halter fixiert und der Uberstand zu den CD4-poitive Zellen gege-
ben. Um die maximale Ausbeute zu erhalten, wurde dieser Vorgang dreimal
wiederholt. AnschlielRend wurden die Zellen bei 400 xg fir 6 min bei 4 °C zentri-
fugiert und die Zellen in 2 ml Kulturmedium (DMEM + 10 % FCS + 300 pg/ml
Hygromycin) resuspendiert und in 75 cm? Zellkulturflaschen mit 8 ml Kulturme-
dium bis zum Erreichen einer 90 %igen Konfluenz in Kultur genommen. An-
schlieBend wurde mittels durchflusszytometrischer Farbung von CD4 der Trans-
fektionserfolg Uberprift.
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2.2.4.2 Durchflusszytometrische Farbung

Mit Hilfe des fluorescence activated cell sorting (FACS), auch Durchflusszyto-
metrie genannt, kann eine spezifisch gefarbte Zellpopulation nach ihren einzel-
nen Antigenen und Zelltypen aufgeteilt werden. So kbnnen beispielsweise CD4-
positiven Zellen, also die SHSY5Y Zellen mit erfolgreicher CRISPR-Cas9
Transfektion, aus der Grundpopulation aller kultivierten MGAT3 kd-ct, kdT1 und
kdT2 Zellen sichtbar gemacht und die prozentuale Anzahl ausgewertet werden.
Eine Querschnittsverengung im Probenkanal ermdglicht, es jede Zelle und da-
mit die entsprechenden an die Antikérper gekoppelten Fluoreszenzen, einzeln
uber Laser einer bestimmten Wellenlange anzuregen. Aquivalent wird jegliches
emittierte Licht Uber bestimmte Filter detektiert und so den entsprechenden
Fluoreszenzfarbstoffen zugeordnet. In jeder durchgefuhrten durchflusszytomet-
rischen Messung wurde eine Kompensation erstellt. Nur so ist gewahrleistet,
dass die einzelne Fluoreszenzen eindeutig zu differenzieren und falsch positive
Signale auszuschliel3en sind. Das bedeutet, dass jede verwendete Fluoreszenz
einzeln prasentiert wurde und so die Spektren der entsprechenden Fluorochro-
me zugeordnet wurden. In diesem Fall entsprach die rote Autofluoreszenz dem
Absorptions- und Emissionsspektrum von APC und die CD4-positiven Zellen
wurden an das Fluorophor PerCP gekoppelt. Die Zellen wurden abtrypsiniert
und das Pellet nach Zentrifugation bei 1200 rpm fur 8 min bei 4 °C in 1 ml
FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von
100 pl 1:100 in Trypanblau verdiinnt und von der Verdinnung 10 ul in die Neu-
bauerzahlkammer geladen. Dieser Farbstoff kann nur durch defekte Zellmemb-
ranen diffundieren, dort an Proteinen binden und erméglicht so die Differenzie-
rung von lebenden und toten Zellen. Die Zellzahl pro 1 ml wurde durch maan-
derformiges Auszahlen der lebenden Zellen in allen vier GroR3quadraten ermit-
telt. Dazu wurden die Zellzahlen der vier GroR3quadrate addiert und durch vier
dividiert. Dieses Ergebnis muss nun mit dem Verdinnungsfaktor (bei
1:100=10%) und dem eingesetzten Volumen (bei 10 pl aus 1000 pl= 10%) multi-
pliziert werden. Schlie3lich wurden 200 000 Zellen pro Farbereaktion einge-
setzt. Die aus der Vitalfarbung ermittelte Zellzahl musste nun Uber das einzu-
setzende Volumen an die gewinschte Zellzahl angepasst und ggf. mit FACS-

Puffer verdinnt werden. Dazu wurden dreimal 200 000 Zellen in einem Ge-
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samtvolumen von 96 pl FACS-Puffer in je ein Durchflusszytometrierbhrchen
verteilt. Ein Ansatz wurde nicht gefarbt und diente als Referenz der, durch die
DsRed Transfektion verursachte, rote Autofluoreszenz der Zellen. Der zweite
Ansatz wurde einer Isotypfarbung und der dritte Ansatz der CD4-Farbung un-
terzogen. Dazu wurde der PerCP-Fluoreszenz-gekoppelte Antikbrper aus der
Maus gegen das humane CD4 (BD:550631) und die entsprechende PerCP-
Fluoreszenz-gekoppelte Isotypkontrolle aus der Maus gegen IgGl kappa
(BD:349044) in einer Konzentration von 20 pl pro 1 Mio. Zellen eingesetzt. Zu-
satzlich wurden untransfizierte SHSYS5Y Zellen fur die Kompensation geerntet.
Die Zellen wurden in FACS-Puffer, bzw. in FACS Puffer mit CD4 Antikorper
bzw. in FACS Puffer mit Isotypkontrolle fir 40 min bei 4 °C im Dunkeln inku-
biert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurde jeder Probe 1 ml FACS-
Puffer hinzugegeben, gevortext und bei 1400 rpm, bei 4 °C fir 4 min. zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde abgesaugt die Zellen erneut gewaschen, das Pellet
in 100 pl FACS-Puffer mit 1 % PFA fixiert und die Zellen durchflusszytometrisch
mit dem FACS Canto Il und der Facs Diva Software analysiert. Die Zellen wur-
den mittels der ,for- und sideward scatter” als Population eingegrenzt und der

prozentuale Anteil der CD4-positiven Zellen aus der Gesamtpopulation ermittelt.

2.2.5 Isolation der zellularen Membranfraktion

Die konfluenten Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen, durch Inkubation mit
Trypsin fur 1 min bei 37 °C vom GefaRboden abgel6st und die enzymatische
Reaktion mit gleichem Volumen DMEM + 10 % FCS abgestoppt. Die Zellsus-
pension wurde bei 300 xg, 8 min, 4 °C pelletiert und der Uberstand entfernt.
Das Zellpellet wurde in 1 ml Sucrosepuffer resuspendiert. Zur Homogenisierung
auf Eis wurde die Suspension zunachst 10x durch eine 24-G Kanule und an-
schlieBend 10x durch eine 27-G Kanule passiert. Um die nukleare Fraktion zu
entfernen, wurde das Homogenat nach publiziertem Protokoll (Grimm et al.,
2011) bei 1000 xg, 10 min, 4 °C zentrifugiert. Der resultierende post-nukleéare
Uberstand wurde auf ein 1,5 ml Reaktionsgefal® tibertragen und erneut bei
10000 xg bei 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen,
in ein Beckman-Coulter Reaktionsgefald Ubertragen und die Membranfraktion
mit Hilfe eines TLA-55 Rotors in einer OPTIMAX Ultrazentrifuge bei 186 000 xg,
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75 min und 4°C pelletiert. Der geklarte Uberstand wurde verworfen und das Pel-
let in 200 ul B- oder y-Sekretasen-Puffer resuspendiert.

2.2.6 Ernten der Zellen fur immunologischen Proteinnachweis

Wurden die Zellen in 6-Wellplatten kultiviert, wurde das Medium abgesaugt, die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 60 pl Radioimmunoprezipitations-
Assay Puffer (RIPA) mit Proteaseinhibitorcocktail zugegeben. Die 6-Wellplatten
wurden fur 10 min auf einem Orbitalschittler auf Eis inkubiert, die Zellen mit
einem Zellschaber von der Polystyroloberflache abgeldst und schlief3lich in ein
0,5 ml Reaktionsgefal® tberfuhrt. Die Homogenisierung erfolgte durch Ultra-
schall mittels eines Sonifikators fur 10 s bei 40 % und auf Eis bei 2 Zyklen. Die
Proben wurden anschlie3end bei 16 100 xg fur 5 min bei 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand auf ein neues Reaktionsgefal? und die Proteinkonzentration die-
ses Uberstandes wurde, wie im nachfolgenden Kapitel beschrieben, ermittelt.
Wurden die Zellen in Polystyrolflaschen kultiviert, wurden diese mit 3 ml Trypsin
bei 37 °C von der Oberflache abgel6st. Das Trypsin wurde anschlie3end mit 3
ml Kulturmedium abgestoppt und die Zellsuspension in ein Reaktionsgefald
Uberfuhrt, um anschlieRend die Zellen bei 1200 rpm fur 8 min bei 4 °C zu pelle-
tieren. Das Zellpellet wurde zweimal mit je 10 ml PBS gewaschen und in dem
entsprechenden Lysispuffer resuspendiert. Das Homogenisieren erfolgte durch
je 10-maliges Aspirieren mit einer 24-G und anschlie3end mit einer 27-G Kand-
le auf Eis. Das Zelllysat wurde nun 20 min auf Eis im RIPA Puffer auf einem
Orbitalschuttler inkubiert und anschliel3end die unl6slichen Bestandteile bei 16
100 xg fur 10 min bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde auf eine neues Re-

aktionsgefal’ Gberfuhrt und die Proteinkonzentration wurde wie folgt ermittelt.

2.2.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration in homogenisierten Zell- oder Ge-
webeproben wurde die Bradford-Messung angewendet. Die Anderung des Ab-
sorptionsspektrums des Farbstoffes Coomassie-Brillant-Blau G-250 von 465 zu
595 nm, nach Bindung an Proteine in saurem Milieu, wird bei dieser photomet-
rischen Messung ausgenutzt. Die Proteinsuspension wird, je nach zu erwarten-
der Proteinmenge (1:20 -1:400) verdinnt und dann 1:10 mit dem 1x Bio-Rad
Protein Assay Farbepuffer in eine 96-Well Platte pipettiert. Im Anschluss erfolgt
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die photometrische Messung der Absorption bei 595 nm. Die zu bestimmende
Proteinkonzentration liegt dabei im Mikrogramm pro Milliliter Bereich. Die Kalib-

rierkurve wurde mittels einer Verdinnungsreihe von Rinderserum erstellt.

2.2.8 Aktivitatsmessung der 8- und y-Sekretase

Um den Einfluss der p38a-MAPK auf - und y-Sekretasen-Aktivitat zu untersu-
chen, wurde eine Fluoreszenzmessung durchgefiihrt und die Enzymaktivitaten
Uber eine Zeitdauer von 6 h dokumentiert. Dazu wurde die Membranfraktion
aus den Zellen, wie in Kapitel 2.2.5 beschreiben, isoliert und mit dem entspre-
chenden Sekretasen-spezifischen Substraten, dessen Spaltungsprodukte fluo-
reszierten, inkubiert. Zur Messung der 3-Sekretasen-Aktivitat wurde die Memb-
ranfraktion in 200 ul B-Sekretasen-Puffer resuspendiert und der Proteingehalt
gemalR Kapitel 2.2.7 bestimmt. Als finale Konzentration wurden 0.1 mg/ml
Membranproteine, 10 % DMSO und 8 uM B-Sekretasen-Substrat als Triplikate
in eine schwarze 96-Lochplatte pipettiert. Zur Messung der y-Sekretasen-
Aktivitat wurde die Membranfraktion in 500 pl y-Sekretasen-Puffer resuspen-
diert. Als finale Konzentration wurde hier 1 mg/ml Membranprotein und 8 uM vy-
Sekretasen-Substrat eingesetzt. Beide Enzymreaktionen wurden bei 37 °C
durchgefiihrt und die Fluoreszenzintensitat jeder einzelnen Probe wurde lber
73 Zyklen mit 5-mindtigen Intervallen mit dem Synergy Mx Monochromator-
Based Multi-Mode Microplate Reader gemessen. Die Fluoreszenzintensitat des
ersten Zyklus wurde als Hintergrund erachtet und von den nachfolgenden Wer-
ten subtrahiert. Die enzymatische Aktivitat Uber die prozentuale Steigerung der

Fluoreszenzintensitat tber die Zeit hinweg berechnet.

2.2.9 Gelelektrophorese

Zur Proteinauftrennung wurden die Proben auf ein 10-12 %iges, diskontinuierli-
ches, denaturierendes Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(eng. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
aufgetragen. Ein diskontinuierliches SDS-PAGE besteht aus einem leicht sau-
ren Sammel- und einem basischen Trenngel (Laemmli, 1970). Die Proteine
wandern in das Sammelgel, in dem sie zu einer scharfen Bande konzentriert
werden. AnschlieRend durchwandern die Proteine das engerporige Trenngel,

um in einem elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt zu
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werden. SDS ist ein anionisches Detergenz und lagert sich unspezifisch an alle
Proteine an, dadurch zerstort es die nichtkovalenten Wechselwirkungen und
linearisiert die Proteine. Die Gele wurden nach Tab. 15 in den entsprechenden
Konzentrationen angefertigt und in einem Mini Trans-Blot® cell Elektrophorese-
System mit 500 ml SDS-PAGE Tris-Glycin Laufpuffer installiert.

Tabelle 15: Zusammensetzung der angefertigten Tris-Glycin Gele (Menge fir 2 Gele)

Chemikalie 5 % Sammelgel | 10 % Trenngel | 12 % Trenngel
Bisacrylamid 30 840 ul 6450 pl 8000 ul

1M Tris/HCI [pH6,8] | 1880 ul - -

1M Tris/HCI [pH8,8] | - 7500 pl 7500 pl

qH>0 2200 pl 4950 ul 3400 pl

20 % SDS 25 pl 97,5 ul 97,5 ul

10 % APS 50 pl 195 pl 195 pl

TEMED 6 ul 24 ul 24 ul

Vor der Auftrennung wurden die Proteinproben mit 3x SDS-PAGE Ladepuffer
gemischt, 5 min bei 95 °C erhitzt, auf Eis 1 min gekihlt und kurz abzentrifugiert.
Zur Schatzung des Molekulargewichtes der Proteine, wurden neben den Pro-
ben 4 pl des GroRRenstandards Pageruler Prestained Protein Ladder aufgetra-
gen. Die Elektrophorese wurde bei 120 V solange fortgesetzt, bis die Front des
Farbstoffs Bromphenolblau das Ende des Gels erreichte. Lediglich fur die De-
tektion von APP und AR wurden kommerzielle 10-20 % pre-cast Tris-Tricin Gra-
dienten-Gele in einem XCell SureLock™Mini-Cell Elektrophoresesystem mit
500 ml SDS-PAGE Tris-Tricin Laufpuffer installiert.

2.2.10 Proteintransfer mittels Western blot

Um die aufgetrennten Proteine zu spezifizieren, wurden die Proteinbanden von
dem SDS-Polyacrylamidgel Uber ein senkrecht zum Polyacrylamidgel gerichte-
tes elektrisches Feld auf eine Nitrozellulose (NC)- oder Polyvinylidenfluorid
(PVDF)-Tragermembran transferiert und so immobilisiert. Hydrophobe Wech-
selwirkungen ermoglichen das Anhaften der Proteine an der Membran. Diese
konnen spater Uber Antikoérper detektiert werden. PVDF-Membranen wurden
vor dem Proteintransfer durch 30-sekindige Inkubation in 100 % Methanol akti-
viert. Der Transferpuffer wurde bei 4 °C gekihlt und das zu verwendende Fil-
terpapier sowie die Sandwich-Schwamme darin &aquilibriert. Die Western blot

Apparatur XCell SureLock™ Mini-Cell wurde bestehend aus Schwammen, Fil-
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terpapier, dem Gel und der Tragermembran, nach Herstellerangaben zusam-
mengebaut. Die Transferkammer wurde mit gekihltem Transferpuffer befullt
und der Proteintransfer bei 250 mA fur 60 min durchgefiihrt. Nach dem Transfer

wurde die Membran in TBST fur 10 min bei RT gewaschen.

2.2.11 Immunologische Proteindetektion

Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran mit 10 % Ma-
germilch (w/v) in 1x PBS (bei Griffonia simplicifolia 11 (GSLII), einem an Lectin
bindenden Antikérper, wird Milch durch BSA ersetzt) fur 1 h auf einem Horizon-
talschuttler bei RT inkubiert. Anschlie3end wurde die Membran mit dem Pri-
marantikdrper in 1 % Magermilch (w/v) in 1x PBS Uber Nacht bei 4°C auf dem
Horizontalschttler inkubiert. Die Membran wurde dreimal mit TBST fur je
10 min gewaschen. Der Primarantikorper wurde Uber einen HRP-konjungierten
Sekundarantikérper in 1 % Magermilch (w/v), durch Inkubation fir 1 h bei RT
auf dem Horizontalschiittler, gekoppelt. Die entsprechenden Antikoérper und ihre
Konzentrationen sind in Tab. 6 und 7 aufgelistet. Um ungebundene Antikdrper
zu entfernen, wurde die Membran dreimal, wie beschrieben, gewaschen. Um
die markierten Proteine detektieren zu kdnnen, wurde die Membran in Western
Lightning Plus ECL KIT inkubiert. Dazu wurden Enhanced luminol Reagent Plus
und Oxidizing Reagent Plus in gleichem Volumen vermengt und auf die Memb-
ran aufgetragen. Nun wurde die Membran gleichmaf3ig fir 1 min in der Luminol-
l6sung inkubiert. Uberschussige Luminollésung wurde entfernt und die Chemo-
lumineszenz mit Hilfe von Amersham Hyperfilm ECL in einer Dunkelkammer
detektiert. Kodak GBX Entwickler und Fixierer wurden verwendet, um Signale
sichtbar zu machen und dauerhaft zu erhalten. Die Western blot Filme wurden
mit dem Epson Perfection V700 Fotoscanner eingescannt. Die densitometri-
sche Analysen der Bandenintensitaten wurden mit der Image-Pro PLUS Soft-
ware, Version 6.0.0.260 (Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD) durchgefuhrt.
Fur jede Probe wurde das Proteinlevel als Verhéltnis von Zielprotein und einer
internen Ladekontrolle berechnet. Als interne Ladekontrolle wurde je nach Ban-
dengr6Re und Ursprung (Maus bzw. Kaninchen) des Priméarantikdrpers gegen
das Zielprotein die Ladekontrolle a-Tubulin oder B-Actin gewahlt. Dabei wurde

darauf geachtet, dass sich die Grél3e des Zielproteins und die Spezies des Ur-
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sprungs moglichst gut unterscheiden. Alle Western blots mit Zelllysaten wurden
wie in Kapitel 2.2.9 und 2.2.10 geschildert durchgefihrt. Der Western blot fur AR
wurde mit folgenden Anderungen durchgefiihrt. Um den Effekt von p38a-MAPK
auf die AB-Sekretion zu untersuchen, wurden die APP“-p38a-MAPK kd-ct,
kd509 und kd709 SHSY5Y Zellen in 6-Wellplatten kultiviert und das FCS-
beinhaltende Kulturmedium, nach einmaligem Waschen mit PBS, durch 1 ml
serumfreies Medium ersetzt. Nach 16 h wurde das Medium abgenommen und
die eventuell im Medium enthaltenen Zellen bei 1200 xg fir 8 min bei 4 °C zent-
rifugiert. Das Medium wurde in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt, die Zellen
nach Kapitel 2.2.5 geerntet und die Proteinkonzentration des Zelllysats nach
Kapitel 2.2.6 bestimmt. Die Proteine im Medium wurden in einem 10-20 % vor-
gefertigten Gradientengel aufgetrennt. Der Proteintransfer von APP und AB er-
folgte ausschlief3lich auf NC-Membranen bei 300 mA und 45 min. Nach dem
Transfer wurde die NC-Membran fir 1x 5 min in 1x PBS bei 600 Watt gekocht.
Dies macht die Proteine auf der NC-Membran zuganglich fur die folgende Im-
munologische Detektion von APP und AB. Dazu wurde der aus der Maus ge-
wonnene, gegen das humane AR gerichtete monoklonale Prim&rantikbrper WO0-
2 verwendet. Fur jede Probe wurde das Proteinlevel als Verhéltnis von Zielpro-

tein und dem sezernierten APP als interne Kontrolle berechnet.

2.2.12 Préparation der lysosomalen Fraktion

Die Methode der Fraktionen-Separation wurde, von bereits publizierten Proto-
kollen (Taguchi et al., 2000; Liu et al., 2010), mit kleineren Abwandlungen Uber-
nommen. Die kultivierten SHSY5Y Zellen wurden mit Trypsin geerntet und das
Zellpellet mit PBS gewaschen. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei 4 °C mit
gekihlten Reagenzien durchgefuhrt. Die Zellen wurden in dem HB Puffer ver-
setzt mit dem Proteaseinhibitorcocktail in einem Volumen von 1x10° Zellen/ml.
Zur Homogenisierung wurde die Suspension zunéchst 10-mal durch 24-G Ka-
ndle und anschlielend 10-mal durch 27-G Kanile passiert. Die Homogenate
wurden bei 800 xg fur 10 min zentrifugiert, um die Zellkerne und intakte Zellen
zu pelletieren. Diese wurden anschlie3end in dem jeweils halben Volumen des
HB Puffers homogenisiert. Beide Uberstande wurden vereint und fir 10 min bei
37 °C unter Zugabe von 2 mM CacCl, inkubiert und anschlie3end bei 3000 xg
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fur 10 min zentrifugiert, um die grof3en und schweren Mitochondrien zu entfer-
nen. Der resultierende Uberstand wurde fiir 10 min bei 18 000 xg zentrifugiert.
Das daraus resultierende Pellet wurde in 0,5 ml HB resuspendiert und auf 4 ml
30 %iges iso-osmotisches (pH 7,4) Percoll auf 0,5 ml 2,5 M Sucrose geschich-
tet. Diese Schichtlagen wurden anschlie3end bei 4 °C fir 40 min und 44 000 xg
zentrifugiert. Der resultierende Gradient aus 4 Schichten wurde vorsichtig mit
ca. 0,9 ml/Fraktion von oben abgenommen und in neue Reaktionsgefalie tber-
fuhrt. Die Proteinkonzentrationen wurden wie in Kapitel 2.2.7 beschrieben ge-
messen und Western blot Analysen durchgefuhrt. Dazu wurde das Standard-
protokoll unter Verwendung des lysosomalen Markers LAMP1 und des nicht-

lysosomalen Markers Calnexin BACE und B-Actin durchgefthrt.

2.2.13 Co-Immunopréazipitation

Die Interaktion von Proteinen kann Gber Co-Immunoprazipitation (COPI) nach-
gewiesen werden. Dabei handelt es sich um ein immunologisches Verfahren,
bei dem aus einer Proteinsuspension uber Antikbrperbindung, gezielt ein Anti-
gen isoliert und konzentriert wird. Diesen Vorgang nennt man pull down. Dazu
wird der Antikorper an magnetische Mikropartikel gebunden. Dieser Mikroparti-
kel-Antikdrper-Komplex isoliert aus Proteinlysaten ein bestimmtes Protein oder
Aminosaure. Durch magnetische Wechselwirkungen, kénnen die Mikropartikel
von der konzentrierten Probe getrennt werden. Diese Probe wird nun nach
SDS-PAGE und Western blot immunologisch untersucht. Ist in dieser Protein-
spezifischen Probe ein weiteres Protein auf der Tragermembran detektierbar,
besteht sehr wahrscheinlich eine direkte Protein-Protein-Wechselwirkung.

2.2.13.1 BACE pull down

Um die potentielle Phosphorylierung von p38a-MAPK auf BACE zu untersu-
chen, wurden mogliche Phosphorylierungsstellen fir p38a-MAPK an BACE
Uber den NetPhosK 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) re-
cherchiert. Dazu wurde die humane BACE Sequenz mit der UniProt Zugangs-
nummer P56817 als Uberpriifungssequenz, herangezogen. Serin blieb als ein-
zig mogliche Phosphorylierungsstelle fur p38a-MAPK Ubrig. Die kd-ct, kd509
und kd709 Zellen wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert und bei Errei-
chen der Konfluenz abtrypsiniert. Die Zellen wurden bei 1200 rpm flr 8 min bei
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4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in 10 ml PBS gewaschen, zentrifugiert und in
0,5 ml Lysispuffer A inklusive 1 % Triton-X100 und 2x Proteaseinhibitorcocktail
resuspendiert. Zur Homogenisierung wurde das Zelllysat mit einer 24-G Kaniile
10x aspiriert und das Homogenat bei 14 000 xg 10 min 4 °C zentrifugiert. Das
Pellet wurde verworfen und die Proteinkonzentration nach Kapitel 2.2.7 be-
stimmt. Fur den pull down, also das Isolieren des Zielproteins aus dem Protein-
gemisch, wurden 1 mg/ml in einem Gesamtvolumen von 200 pl eingesetzt. Vor
Formation des Antikérper Mikropartikel Komplexes wurden die Protein G Dy-
nabeads gewaschen. Dazu wurden die Magnetkugeln 40 s gevortext und pro
Probe 50 pl in ein Reaktionsgefald mit geringer Bindungskapazitat (Protein
LoBind Tube) gegeben. Das Reaktionsgefal3 wurde in einem magnetischen
Halter fiir 2 min inkubiert und der Uberstand verworfen. Die gewaschenen Mag-
netkugeln wurden nun aus dem Halter genommen und in der Antikérper-pull
down-Ldsung, bestehend aus 200 ul PBS + 0,02 % Tween mit 1:50 BACE (Klon
D10E5), aufgenommen und 1 h auf einem Uberkopfrotor bei minimaler Dreh-
zahl bei RT inkubiert. Der Antikorper Mikropartikel Komplex wurde in dem mag-
netischen Halter platziert und der Uberstand verworfen. Das ReaktionsgefaR
wurde aus dem Halter genommen und der Antikdrper Mikropartikel Komplex in
200 pl PBS + 0,02 % Tween resuspendiert. Die anti-BACE konjungierten Mag-
netkugeln wurden nochmals im magnetischen Halter platziert und in dem be-
rechneten Volumen Zelllysat (100-500 pl) resuspendiert. Das Zelllysat wurde
zuvor einem sogenannten pre-clearing unterzogen, bei dem das Zelllysat mit
50 ul gewaschenen Magnetkugeln fur 30 min inkubiert wurde. Bei diesem Vor-
gang binden Proteine unspezifisch an die Magnetkugeln und das verbleibende
Zelllysat ist frei von unspezifischen Bindungsproteinen. Die anschliel3ende In-
kubation wurde fir mindestens 2,5 h bei 4 °C bei minimaler Drehzahl auf dem
Uberkopfrotor durchgefiihrt. Aus dem Zelllysat wurde BACE (ber dessen Anti-
gen an die anti-BACE konjungierten Magnetkugeln gekoppelt und so isoliert.
Nach Beendigung der Inkubation wurde das Reaktionsgefald in dem magneti-
schen Halter platziert und das Zelllysat als Uberstand verworfen bzw. als Kon-
trolle des spezifischen pull down 20 pl mit 10 ul Ladepuffer auf das SDS-Gel
beladen. Um die BACE Proteinldsung zu waschen wurde das Reaktionsgefald
aus dem Halter genommen, das Pellet in PBS + 0,02 %Tween gewaschen und
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der Vorgang dreimal wiederholt. Pro Probe wurde 30 pl Ladepuffer zugegeben.
Die Proben wurden gevortext, BACE bei 95 °C denaturiert und gleichzeitig von
den Mikropartikeln abgel6st. Die Proben wurden abzentrifugiert und zum Bela-
den des SDS-Gels in dem magnetischen Stander platziert, sodass beim Laden
der Proben in das Gel keine Mikropartikel mit Gberfiihrt wurden. Der SDS-PAGE
Lauf und der Western blot Transfer wurden, wie in Kapitel 2.2.9 und 2.2.10 be-
schrieben, durchgefiihrt. Die serielle Immundetektion zur Co-Immunoprazipi-
tation wurde zunachst mit dem Antikérper gegen Phosphoserin bzw. GSLII und
anschlieend mit dem Antikérper gegen-BACE (Klon D10ES5) durchgefihrt. So-
weit moglich, wurde als Sekundarantikdrper der Kaninchen-anti light chain-HRP
Antikdrper verwendet. Dieser, aus der Ziege gewonnene Antikérper, bindet le-
diglich an die leichten Seitenketten des, aus dem Kaninchen gewonnenen Pri-
marantikdrpers und vermeidet dadurch, die fur COIP typischen, unspezifischen
Signale der schweren Seitenketten nach pull down um 55 kDa. Die Menge des
phosphorylierten bzw. glykosylierten BACE wurde nach Normalisierung des

Phosphoserin- bzw. GSLII Signals gegen das jeweilige BACE Signal analysiert.

2.2.13.2 Threonin pull down

Der NetPhosK 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) und die
humane Sequenz von MGAT3 mit der UniProt Zugriffsnummer Q09327 wurden
verwendet, um potentielle Phosphorylierungsstellen bestimmen zu kodnnen.
Diese Recherchen belegen, dass MGAT3 theoretisch von p38a-MAPK Uber
Threonin an Stelle 261 phosphoryliert werden kann. Der Threonin pull down
erfolgte wie unter 2.2.13.1 fir BACE beschrieben. Die Verdlinnung des Threo-
nin-Antikorpers betrug dabei 1:50. Alle fir Western blot verwendeten Primar-

und Sekundarantikorper sind in Tab.6 und 7 aufgelistet.

2.2.14 Quantitative Real-Time PCR

Um auf der RNA-Ebene transkriptionale Veranderungen zu detektieren, wird die
Polymerasenkettenreaktion (eng. polymerase chain reaction; PCR) durchge-
fuhrt. Die quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) ist eine auf der herkdmmlichen
PCR beruhende Methode zur Quantifizierung spezifischer Gentranskripte. Die
Quantifizierung wird anhand Fluoreszenzmessungen jeder Probe in einer 96-

Wellplatte durchgefuhrt, die nach jedem PCR-Zyklus, also in Echtzeit, erfasst
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wird. Die Amplifikation des PCR-Produktes steht in einem proportionalen Ver-
haltnis zur steigenden Fluoreszenz und die Ermittlung der DNA-Menge erfolgt
innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase. In der vorliegenden Arbeit wur-
de die DNA-Interkalator und die Reporter-Sonden-basierende gRT-PCR Varian-
te angewendet. Die im Vergleich kostengunstigere Methode, ist die Nutzung
von Farbstoffen wie SYBR Green. Diese interkalieren mit doppelstrangiger DNA
und die ansteigende Fluoreszenz wird dann aufgezeichnet. Aufgrund der eher
geringen Spezifitat wird bei diesem Verfahren eine Schmelzkurvenanalyse nach
Ende der PCR bendtigt. Dabei kann eine zufallige Zusammenlagerung von
DNA-Fragmenten oder der Primern selbst, als unspezifisches Nebenprodukt
ausgeschlossen werden. Die auf fluorescence resonance energy transfer
(FRET) basierende Methode mit den TagMan-Sonden ist hingegen wesentlich
spezifischer. Diese Sonden enthalten neben Oligonukleotiden zuséatzlich an ei-
nem Ende einen Reporter-Farbstoff, in diesem Fall Carboxyfluorescein (FAM),
und an dem anderen Ende einen sog. Quencher, der die Fluoreszenz des Re-
porter-Fluorophors bei intakter Sonde unterdriickt. Wahrend der PCR-Reaktion
bindet die Sonde an die DNA und die DNA-Polymerase trennt den Reporter-
Farbstoff von dem Quencher, wodurch die Fluoreszenz ansteigt.

2.2.14.1 RNA-Isolation

Die RNA von SHSY5Y Zellen wurde mittels RNEasy Plus Mini Kit nach Herstel-
lerangaben isoliert und das Pellet in 50 yl TE-Puffer (im Kit enthalten) eluiert.
Die Gesamt-RNA der 0,5 mm dicken Gewebeschnitte des rechten Gehirns wur-
de in 1 ml Trizol®Reagent homogenisiert. Dabei wurde das Maushirngewebe
10-mal durch 24-G Kanile passiert. Die Proben wurden 5 min bei RT inkubiert,
bevor sie bei 12 000 xg, 10 min, 4 °C zentrifugiert wurden. Der resultierende
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und 200 pl Chloroform
hinzugefigt. AnschlieBend wurden die Reaktionsgefal3e fur 15 s kraftig ge-
schuttelt und 2 min bei RT inkubiert. Um die wassrige von der organischen
Phase zu trennen, wurden die Proben bei 12 000 xg, 15 min, 4 °C zentrifugiert.
Die wassrige Phase mit der darin enthaltenen RNA wurde in ein neues Reakti-
onsgefald dberfuhrt. Zur Fallung der RNA wurden 500 pl Isopropanol zugege-
ben und gemischt. Die Losung wurde bei RT fir 10 min inkubiert und wieder bei
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12 000 xg, 15 min, 4 °C zentrifugiert, um die RNA zu pelletieren. Danach wurde
das RNA-Pellet mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen und bei 7500 xg, 5 min, 4 °C
zentrifugiert. Schlie3lich wurde das RNA-Pellet fir 5 min luftgetrocknet, in 50 ul
RNase-freiem Wasser gelost und ein DNase-Verdau mit der RQ1 DNasel mit
1 U/ug durchgefuhrt. Die Menge und Qualitat (2,0 + 0,1) der RNA wurde mit
dem Nanodrop ND-1000 Spektralphotometer bestimmit.

2.2.14.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription des Erststrangs der komplementaren DNA (eng.
complementary DNA; cDNA) wurde mit Hilfe der SuperScript Il Reverse
Transcriptase bzw. M-MLV Transkriptase (Promega) durchgefuhrt. 11 pl RNA-
Probe wurde mit 1 yl hexamer random primer (250 ng /ul) und 1 uyl dNTPs (je
10 mM) bei 65 °C erhitzt und dann auf Eis abgekuhlt. Nach kurzer Zentrifugati-
on (10 s 3000 xg) wurden 4 ul des 5x Erststrang-Puffers und 262 uyl 0,1 M DTT
hinzugefugt und bei RT fur 2 min gelagert. 1 pl SuperScript Il Reverse
Transcriptase (200 Units/pl) wurde als letzte Komponente dazugegeben und
der Ansatz bei 42 °C fur 50 min erwarmt. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte
bei 70 °C flr 15 min.

2.2.14.3 qRT-PCR mittels SYBR Green

Zur quantitativen Messung der Gentranskripte wurde mit dem DyNAmo Flash
Sybr Green PCR Kit auf einem Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR
System durchgefuhrt. Ein einfacher Reaktionsmix mit 20 pl Volumen wurde als
Master Mix (ohne die jeweilige cDNA Probe) fur alle einzusetzenden Proben

vorbereitet und setzt sich, als 20l Ansatz, folgendermalf3en zusammen:
Tabelle 16: Reaktionsmix Sybr Green

Komponenten Menge | Endkonzentrationen
2x DyNAmo Flash Sybr Green Master Mix 10 pl 1x

Primer forward (10 uM) 0,5 ul 0,25 uyM

Primer reverse (10 uM) 0,5 ul 0,25 uM

50x ROX Referenz-Farbstoff 0,06 pl | 0,3x

cDNA 1l max. 150 ng
RNAse-DNAse freies Wasser 8 ul

Das Reaktions-Protokoll beinhaltete folgende Reaktionsschritte:
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Tabelle 17: Reaktionsprotokoll Sybr Green

Schritt | Wirkung Temperatur | Zeit Zyklen

1 Initiale Denaturierung | 95 °C 5 min 1

2 Denaturierung 95 °C 10s 40
Annealing+ Elongation | 60 °C 30s

3 Schmelzkurvenanalyse | 60-98 °C - 1

Nach dem Amplifikationsvorgang wurden die Schwellenwerte (eng. cycle
threshold; Ct) jedes Testgens innerhalb des exponentiellen Bereichs ermittelt.
Die Ct-Werte berechnete sich aus Ct (Haushaltsgen)—Ct (Testgen) der gleichen
Probe. Das Verhéltnis der Transkripte wurde mit 2(ACt) dargestellt.

2(Ct(GAPDH RNA)-Ct(zu analysierende mRNA))

Die Sequenzen der, zur Detektion der humanen und murinen Transkripte, ver-

wendeten Primer bacel, ps1, nicastrin, und gapdh, sind in Tab. 10 aufgelistet.

2.2.14.4 qRT-PCR mittels TagMan Probe

Die Isolation der RNA sowie reverse Transkription wurden wie in Kapitel
2.2.12.1 und 2.2.12.2 beschrieben durchgefiihrt. Die TagMan-Proben wurden
von Applied Biosystems bezogen. Fir die Detektion der Transkripte des activi-
ty-regulated cytoskeleton-associated Proteins (arcl), TNF-a, IL1-B, brain-
derived neurotrophic factor (bdnf), C-C chemokine ligand (ccl2), nitric oxide syn-
thase (nso2) und beta-site amyloid precursor protein cleaving enzyme (bace)
(alle Maus) wurde das DyNAmo™ Flash Probe qPCR Kit verwendet. Als Haus-
haltsgen wurde glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (gapdh) genutzt.

Ein Reaktionsmix mit 20 pl Volumen setzte sich folgendermal3en zusammen:
Tabelle 18: Reaktionsmix TagMan

Komponenten Menge | Endkonzentrationen

TagMan 2x Universal PCR Master | 10 pl 1x
Mix (inkl. Referenz-Farbstoff Rox )

PrimerMix inklusive Probe 1yl 500 nM Primer, 250 nM TagManProbe
cDNA 1l max. 150 ng
RNAse-DNAse freies Wasser 8 ul -

Das Reaktions-Protokoll beinhaltete folgende Reaktionsschritte:
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Tabelle 19: Reaktionsprotokoll TagMan

Schritt Wirkung Temperatur | Zeit Zyklen

1 Initiale Denaturierung 95 °C 7 min 1

2 Denaturierung 95 °C 3s 40
Annealing + Elongation 60 °C 30s

Nach dem Amplifikationsvorgang wurden die Ct-Werte jedes Testgens inner-
halb des exponentiellen Bereichs ermittelt. ACt-Werte berechnete sich aus Ct
(gapdh) — Ct (Testgen) der gleichen Probe. Das Verhaltnis der Transkripte wur-
de mit 2(ACt) dargestellt.

2.2.15 Immunzytochemie
2.2.15.1 Behandlung der LC3-GFP-RFP Zellen mit p38-MAPK Inhibitor

Um den Effekt von p38a-MAPK auf die Autophagie zu untersuchen, wurden
LC3-GFP-RFP-transgene Zellen auf Deckglaschen in einer 24-Wellplatte in
DMEM + 10 % FCS + 500 pg/ml G418 kultiviert. Diese Zellen fluoreszieren bei
Anregung entsprechender Wellenlange rot bzw. griin. Je 1x10° der LC3-GFP-
RFP-transgene Zellen wurden mit dem p38-MAPK Inhibitor SB203580 in einer
Konzentration von 0, 10 und 30 uM Uber 2 h behandelt. Danach wurden die Zel-
len fir 5 min mit 4 % PFA fixiert und mit Antifade Medium eingedeckt. Die Zel-
len wurden unter einem konfokalen Mikroskop (Zeiss LSM 510 Meta) begutach-
tet. Mehr als 40 zuféllig ausgewdahlte Bereiche wurden pro Inhibitorkonzentrati-
on mit einem Objektiv in 40 x VergroRerung (pin hole 1 AU) aufgenommen und
Uber 300 Zellen ausgezahlt. Die gesamt Zellzahl wurden pro Bildausschnitt
ausgezahlt und die Zellen mit roter oder griner Fluoreszenz wurden ebenfalls
ermittelt. Um die Autophagierate zu ermitteln, wurden die rot bzw. grin Fluores-
zierenden Zellen durch die Gesamtzellzahl dividiert. Dieses Experiment wurde

in unabh&ngigen Versuchen dreimal wiederholt.

2.2.15.2 BACE und Autophagievakuolen

LC3A/B ist die fur eine funktionierende Autophagiemaschinerie von grof3er Be-
deutung. Daher wurden, um das Verhaltnis von BACE und Autophagievakuolen
zu untersuchen, SHSY5Y Zellen in 8 well chamber sides in einer Dichte von
5x10° Zellen pro Well kultiviert. Die Zellen wurden mit oder ohne Bafilomycin fiir

6 h behandelt. Bafilomycin gilt als Autophagieinhibitor und blockiert die Fusion
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von Autophagosomen mit Lysosomen. Dadurch soll BACE, falls es per Auto-
phagie degradiert wird, in den Vakuolen akkumulieren und so zusammen mit
LC3A/B detektierbar sein. Nach Fixierung der Zellen in Methanol bei -20 °C
wurden die Zellen in PBS + 0,3 % Triton inkubiert, um die Permeabilitdt der An-
tikbrper zu erhéhen. Danach wurden die unspezifischen Bindungen mit 5 %
FCS fir 1 h bei RT geblockt. Zunachst wurden die Zellen mit dem BACE Anti-
korper aus der Maus (R&D Systems) uUber Nacht bei 4 °C inkubiert und an-
schlieBend nach dreimaligem Waschen mit TBST je 10 min fir 1 h bei RT an
den Sekundarantikdrper Alexa488 gekoppelt. Nach dreimaligem Waschen mit
TBST je 10 min, wurden die Zellen mit dem Antikdrper gegen LC3A/B fur 1 h
bei RT gefarbt und durch einstindige Inkubation bei RT an den Cy3-
konjungierten Sekundarantikorper gekoppelt. Ob BACE in autophagischen Va-
kuolen lokalisiert ist, wurde mittels konfokaler Mikroskopie untersucht.

Die immunzytochemische Farbung von BACE und Cathepsin D, einem Marker-
protein des lysosomalen Degradationswegs, wurde wie oben geschildert durch-
gefuhrt. Der Primarantikérper BACE (CST) wurde 1:100 in dem Verdinnungs-
puffer Gber Nacht bei 4 °C inkubiert und mittels des Sekundarantikdrpers Cy3
sichtbar gemacht. Cathepsin D wurde ebenfalls 1:100 eingesetzt und nach In-
kubation fir 1 h bei RT an den Fluoreszantikorper Alexa488 gekoppelt. Alle
konfokalen Bilder wurden mit einem konfokalen Mikroskop (Zeiss LSM 510 Me-
ta) und einem Objektiv in 40 x VergréRerung (pin hole 1 AU) mit 1x Zoom auf-

genommen,

2.2.16 Primarkultur von embryonalen Neuronen

Um die in vitro Resultate der ATG5 wt bzw. DN Zellen zu verifizieren wurden
aus Embryonen des Stammes ATG5'® die Neurone freiprapariert und ex
vivo in Kultur genommen. Dazu wurde das Muttertier durch Uberstreckung des
Genicks getttet und die Embryonen unter semi-sterilen Bedingungen aus dem
Embryosack préapariert und dekapitiert. Der Schadel wurde in HBSS + 1 % Pe-
nicilin/Streptomycin auf Eis platziert. Nun wurde das Grof3hirn isoliert und in ein
Reaktionsgefald mit 1 ml HBSS + 1 % Penicilin/Streptomycin Uberfuhrt. Die
Hirnzellen wurden mittels 1 ml Trypsin pro Reaktionsgefald fir 15 min bei 37 °C

enzymatisch aus dem Gewebeverband gelost. Unter sterilen Bedingungen wur-
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den die Zellen funfmal mit HBSS + 1 % Penicilin/Streptomycin gewaschen. An-
schlielBend wurden die Zellen mit einer sterilen Glaspipette, durch 20 maliges
Aspirieren, und mit einer Glaspipette mit verengtem Durchmesser, durch 5 ma-
liges Aspirieren vereinzelt. Danach wurden die Zellen in Neurobasalmedium (+
2 % B27 + 0,25 % LGlutamin + 0,1 % Glutamax) in 6 cm Polystyrolzellkultur-
schalen™ mit 20 pg /ml Poly-L-Lysin Beschichtung in Kultur genommen. Nach
4 d wurde das Neurobasalmedium durch Neurobasalmedium mit 800 nM
Tamoxifen (in Ethanol) ersetzt. Tamoxifen ist bei diesem Prinzip der spezifische
Ligand des Hitzeschockproteins, welches CreERT im Zytosol bindet, und er-
maoglicht so die Rekombination des ATG5'™ flankierten Gens durch CreERT.
Insgesamt dauerte die Behandlung mit Tamoxifen 10 d, wobei das Medium
nach 2 d frisch angesetzt und ausgetauscht wurde. AnschlieBend wurden die
Zellen gewaschen und in 1 ml PBS mit Protease Inhibitor Cocktail mit einem
Zellschaber abgeldst und in 1,5 ml Reaktionsgefal3e tberfihrt. Danach wurden
die Zellen bei 1200 rpm fur 8 min bei 4 °C Pelletiert und das Zellpellet je nach
GroRRe in 200-500 ul RIPA Puffer mit Proteaseinhibitorcocktail wie in Kapitel
2.2.6 beschrieben mit einer 24 und 27-G Kanulle homogenisiert und die Protein-
konzentrationsbestimmung nach Kapitel 2.2.7 durchgefihrt.

2.3 Analysen in vivo

2.3.1 Wasserlabyrinth nach Morris

Defizite im Bereich des rAumlichen Lernens sollen in den verschiedenen trans-
genen Mausmodellen (APP/PS19-p38-Nex-Cre und Tau'9-p38-Nex-Cre) bzw.
alternden wt-Geschwistertieren mittels Untersuchungen im Wasserlabyrinth er-
fasst werden. Die versteckte Plattform (Durchmesser 11 cm) befindet sich als
Zuflucht 1 cm unter der Wasseroberflache des beflllten Wasserbassins
(Durchmesser 134,5 cm, Tiefe 83 cm). Das ca. 20 °C warme Wasser wird mit
ungiftiger weil3er Farbe opak gemacht und verhindert somit das visuelle Erken-
nen der Plattform durch die Versuchstiere. Die Position der Plattform bleibt un-
verandert fur die Dauer der Testserie. Drei voneinander unterschiedliche Ein-
lasspunkte werden gewéahlt, an denen die Tiere mit dem Gesicht zur Becken-
wand in das Wasser gelassen werden. Die Einlasspunkte selbst und die Rei-

henfolge werden Uber die Versuchsdauer beibehalten. Der Test wird an 7 auf-
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einanderfolgenden Tagen, mit drei Einlasspunkten pro Maus und pro Tag
durchgefuhrt. An dem ersten Trainingstag betragt der erste, zweite sowie der
dritte Versuch, max. 10 min. An den folgenden Tagen betragt jeder Versuch nur
noch max. 5 min. Nach Erreichen der Plattform wird die Maus 10 s auf der Platt-
form belassen und dann zum Trocknen und Regenerieren in ihrem Kafig unter
die Rotlichtlampe gesetzt. Die Zeit, die Wegstrecke und die Geschwindigkeit,
die die Maus bis zum Erreichen der Fluchtplattform bendtigt, werden mit einer
automatischen Videoanlage, dem EthoVision XT Trackingsystem (Version 7.0),
welches an der Decke des Raums angebracht wurde (Noldus) aufgezeichnet
und ausgewertet. Nach Beendigungen der ersten 7 Testtage folgt ein Ruhetag.
Am darauffolgenden Tag wird ein finaler Test durchgefuhrt, bei dem die Platt-
form unerreichbar bis auf den Boden des Wasserbassins abgesenkt wird. Nun
wird die Zeit, die die Maus an dem Ort verbringt an dem sich zuvor die Plattform
befunden hatte, als Mal} fir die Retention des Gelernten gemessen. Des Weite-
ren wird die Latenzzeit und die zurlickgelegte Distanz bis zum Erreichen der
Plattform als Zufluchtsort wahrend des Tests aufgezeichnet. Der erste Testtag

wurde als Training betrachtet und floss nicht in die statistische Analyse ein.

2.3.2 Sektion der Versuchstiere und Probengewinnung

Zur Gewinnung von Hirngewebe fir IHC, PCR, Enzym-Aktivitditsmessungen
und Western blot wurden die Mause im Alter von 4 Wochen und 4 bzw. 9 Mona-
ten durch eine Uberdosierung einer Gasnarkose (Isofluran) getotet. Vor Ent-
nahme des Hirngewebes, wurde eine transkardiale Perfusion mit 20 ml PBS
durchgefuhrt. Das isolierte Hirn wurde midsagittal halbiert. Fir IHC wurden die
linken Hemispharen in 4 % PFA fur 2 Tage bei 4 °C fixiert. Fur biochemische
Untersuchungen wurden die rechten Hemisphéaren weiter aufgeteilt. Der Bulbus
olfactorius sowie das Cerebelllum wurden verworfen. Eine 0,5 pm dicke Schei-
be der rechten Hemisphére wurde sagittal abgetrennt und fir gRT-PCR-
Analysen in 1 ml Trizol bei -80 °C gelagert. Die verbleibende rechte Hemispha-
re wurde coronal halbiert und fur Western blot bzw. Enzym-Aktivitats-

messungen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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2.3.3 IHC

Fur alle immunhistochemischen Analysen sagittaler Hirnschnitte, wurden die
linken Hemispharen nach Postfixation fir 48 h in 4 % PFA bei 4 °C in Paraffin
eingebettet. Dazu wurde das Hirn in Einbettkassetten einsortiert und mittels der
Einbettmaschine lber eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert (Reihenfolge:
Ethanol 50 % fur 10 min, Ethanol 70 %, Ethanol 80 % und viermal Ethanol
100 % fir je 1:05 h, zweimal Xylol fur je 0:55 h, und einmal Xylol fur 1:20 h) und
anschlieBend in heiBem Paraffin bis zur manuellen Einbettung inkubiert (min-
destens zweimal Paraffin fur je 1:50 h). Die Proben wurden in Metallkassetten
orientiert, mit Paraffin Gberschichtet und auf einer Kihlplatte bis zur vollstandi-
gen Aushartung bei 0 °C gekuhlt. Von diesen Gewebeblécken wurde anschlie-
Rend mit einem Schlittenmikrotom serielle 50 um dicke Schnitte angefertigt.
Diese Schnitte wurden bei 85 °C im Wasserbad gestreckt und auf silanisierte
Objekttrager (2 % Silan in Aceton) aufgezogen. Die Schnitte wurden Uber Nacht
bei 60 °C im Heizofen inkubiert, um das Uberschissige Paraffin abzuschmelzen
und um die Schnitte an die Objekttrager zu binden. Fir alle immunhistochemi-
schen Farbungen wurde die endgultige Deparaffinisierung tber Xylol und die
Rehydrierung tber eine absteigende Alkoholreihe (Reihenfolge: 2x 5 min Xylol,
2x 3 min 100 % Ethanol, 3 min 96 % Ethanol, 3 min 70 % Ethanol, 3 min 50 %
Ethanol, 4H2O) durchgefuhrt. Falls nicht anders vermerkt wurde danach eine
Demaskierung der Epitope durch Mikrowellen-induzierte Hitzebehandlung (4x
5 min bei 600 Watt) durchgefihrt und die Schnitte fir 20 min auf RT abgekuhlt,
um anschlieBend in PBST bzw. TBST gewaschen zu werden. Anschliel3end
erfolgte die immunologische Farbung der entsprechenden Proteine, wie in den
nachfolgenden Kapiteln beschriebenen.

2.3.3.1 Immunhistochemische Farbung von p38-MAPK

Um die Nex-Cre eingeleitete neuronale Deletion von p38a-MAPK zu demonst-
rieren, wurde das in 4 % PFA fixierte Maushirn fur 2 d in 30 % Sucrose bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde das Hirn in Tissue-Tek® O.C.T. Compound ein-
gebettet. Dazu wurde das Gewebe in dem Eindeckmedium mit dem Gefrier-
vermittler 2-Methylbutan in flissigem Stickstoff eingefroren. Anschlie3end wur-

den mit einem Cryomikrotom 5 pum diinne Schnitte angefertigt und auf silanisier-
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te Objekttrager (2 % Silan in Aceton) aufgezogen. Danach wurden die Schnitte
Uber Nacht getrocknet, in eisgekthltem Aceton fur 10 min bei -20 °C fixiert,
abermals getrocknet und Uber eine absteigende Alkoholreihe fir die Farbung
rehydriert (Reihenfolge:100 % Ethanol 3 min, 96 % Ethanol 3 min, 70 % Ethanol
3 min, 50 % Ethanol 3 min, 50 % Ethanol 3 min, 4H,O 3 min). Anschliel3end
wurden die unspezifischen Bindungsstellen in 5% Ziegenserum + 0,2 % Triton-
X-100 in 1x TBS fur 1 h bei RT in einer Feuchtkammer abgeblockt. Fir immun-
fluoreszente Farbung wurde der, aus dem Kaninchen stammende, polyklonale
Primarantikorper gegen p38-MAPK uber Nacht 1:100 in 1 % Ziegenserum +
0,2 % Triton-X-100 in 1x TBS verdinnt und bei 4 °C in einer Feuchtkammer
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fur je 10 min in TBS bzw. TBST, wurde
der Sekundarantikérper aus der Ziege gegen Kaninchen 1gG, gekoppelt an
Alexa488, 1:500 in 1 % Ziegenserum + 0,2 % Triton-X-100 in 1x TBS verdunnt
und fur 2 h bei RT in der dunklen Feuchtkammer inkubiert. Die Neurone wurden
nach dreimaligem Waschen mit dem monoklonalen Primarantikbper aus der
Maus gegen NeuN in einer Verdiinnung von 1:100 in 1 % Ziegenserum + 0,2 %
Triton-X-100 in 1x TBS Uber Nacht bei 4 °C in einer dunklen Feuchtkammer
markiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen fir je 10 min in TBS bzw. TBST
(20 min TBS, 10 min TBST), wurde NeuN mit dem Sekundarantikorper aus der
Ziege gegen Maus IgG, gekoppelt an Cy3, visualisiert.

2.3.3.2 Immunhistochemische Farbung von AR

Die Schnitte wurden wie in 2.3.4 beschrieben deparaffinisiert und rehydriert.
Das Demaskieren der Antigenepitope erfolgte mit 2 mM HCI unter Hitzebehand-
lung (4x5 min bei 600 Watt). Als weiterer Schritt der Antigendemaskierung wur-
den die Schnitte 1 min in 100 % Ameisensaure getaucht, bevor sie 2x 5 min in
TBS und 5 min in TBST fur die weitere immunhistologische Detektion aquilib-
riert wurden. Die AR Plaques der Gehirnschnitte der 4 Monate alten Mause
wurden Uber eine Fluoreszenzfarbung visualisiert. Die unspezifischen Bin-
dungsstellen wurden durch Inkubation der Schnitte in PBST + 0,2 % Casein
(w/v) fur 1 h bei RT abgesattigt. Der Primarantikbrper Maus monoklonal anti
human Amyloid 8 (Klon 6C3) wurde 1:100 in PBS + 0,02% Casein (w/v) ver-
dunnt und gleichmalig auf die Schnitte verteilt. Die Inkubation des Primaranti-
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korpers fand in einer feuchten Kammer bei 4 °C statt und die Inkubationsdauer
betrug 16 h. Die Schnitte wurden wieder gewaschen und die Farbung durch
Inkubation der Schnitte mit Cy3-conjugated Ziege anti-Maus IgG visualisiert und
in Prolong Mounting Medium eingedeckt.

Die AB Plaques der Gehirnschnitte der 9 Monate alten Mause wurden tber eine
Enzym-Substrat-Reaktion fir die Durchlichtmikroskopie visualisiert. Zur Absétti-
gung gewebeeigener Peroxidasen, wurden die Schnitte in 4H,O + 3 % H,0, +
17 % Methanol fur 30 min inkubiert und anschlieRend 2x 5 min in TBS und 5
min in TBST gewaschen. Um unspezifische Bindestellen zu blockieren, wurden
die Schnitte in eine feuchte Kammer transferiert und mit PBST + 0,2 % Casein
(w/v) fur 1 h bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS und TBST,
wurde die Inkubation mit dem Priméarantikdrper Maus monoklonal anti humanes
AB, wie fur die 4 Monate alten Tiere beschrieben, durchgefuhrt. Die Schnitte
wurden wieder gewaschen und mit dem Sekundarantikdrper Ziege anti Maus
HRP 1:100 in PBS + 0,02 % Casein (w/v) fur 1,5 h bei RT inkubiert. Nach dem
letzten Waschgangen 2x 5 min in TBS und 5 min in TBST wurden die Schnitte
mit 1 mg/ml Diaminobenzidin (DAB)-Hydrochlorid (50 mg DAB-Hydrochlorid in
50 ml TBS + 17 pl 30 % H,0) fur 3 min bei RT entwickelt. Fur die Gegenfar-
bung der Zellkerne wurden die Praparate fur 10 s in gefilterter Mayer's Hama-
launlésung getaucht und anschlieBend 5 min unter flieRendem Leitungswasser
geblaut. Als letzter Arbeitsschritt durchliefen die Schnitte zur Entwasserung eine
aufsteigende Alkoholreihe (Reihenfolge: 4H,0O, 3 min 50 % Ethanol, 3 min 70 %
Ethanol, 3 min 96 % Ethanol, 2x 3 min 100 % Ethanol, 2x 5 min Xylol), bevor
sie jeweils mit 2 Tropfen des Einschlussmittels Entellan eingedeckt wurden. Alle
Bilder wurden mit dem Zeiss Axiolmager.Z2 Mikroskop, ausgestattet mit dem
Stereo Investigator System (MBF Bioscience, Williston), aufgenommen. Im
kompletten Hippocampus und Cortex, wurde das Volumen der AB-Plaques und
das ausgewertete Hirnvolumen mittels der Cavalieri Methode geschétzt. Dazu
wurde das auszuwertende Hirnareal umrandet und Uber dieses Interessenge-
biet ein Gitter, mit Abstand von 15 pum fiir den Hippocampus und 20 pm fir den
Cortex, gelegt. Bei dieser GittergréRe wurde ein Fehlerkoeffizient von <0.05
ermittelt. Alle Plaques, die diese Gitterpunkte berthren, wurden gezéahlt und

letztendlich mit der Software das ungefahre Plaguevolumen, relativ zu der um-
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randeten Gebietsflache, geschatzt. Der AB-Gehalt wurde also aus dem Verhalt-

nis von AB-Volumen zu dem relevanten Hirnvolumen dargestellt.

2.3.3.3 Immunhistochemische Farbung der Mikroglia

Die Mikroglia der Gehirnschnitte von 9 Monate alten Mause wurden mit dem
Antikdrper gegen das ionisierte Kalzium-bindende Adaptermolekil 1 (eng. io-
nized calcium-binding adapter molecule 1, Ibal) markiert. Dazu wurden die
Schnitte wie in 2.3.4 beschrieben deparaffinisiert und rehydriert. Das Demaskie-
ren der Antigenepitope erfolgte in 1x Zitratpuffer unter Hitzebehandlung
(4x5 min bei 600 Watt). Die unspezifischen Bindungsstellen wurden durch Inku-
bation der Schnitte in PBST + 0,2 % Casein (w/v) fir 1 h bei RT gesattigt. Der
Primarantikorper Ibal wurde 1:500 in PBS + 0,02 % Casein (w/v) verdinnt und
gleichmafig auf die Schnitte verteilt. Die Inkubation des Primarantikérpers er-
folgte in einer feuchten Kammer bei 4 °C fur 16 h. Die Schnitte wurden dreimal
in TBST gewaschen und die Ibal positiven Mikroglia wurden durch Inkubation
mit Alexa488-konjugiertem Sekundarantikbrper visualisiert und in Prolong
Mounting Medium eingedeckt. Alle Bilder wurden mit dem Zeiss AxiolmagerZ2
Mikroskop, ausgestattet mit dem Stereo Investigator System (MBF Bioscience,
Williston), aufgenommen. Im kompletten Hippocampus und Cortex, wurde die
Anzahl der Ibal positiven Mikroglia in Bezug auf das Hirnareal mittels der Opti-
cal Fractionator Methode (MicroBrightField) wie bereits publiziert (Liu et al.,
2014) analysiert. Dazu wurde das auszuwertende Hirnareal von drei Schnitten
pro Tier in einem Intervall von 500 um umrandet und Uber dieses Interessenge-
biet ein Z&himaske mit 120 x 120 x 18 um als Parameter fur den Dissektor und
400 x 400 um fur das Probengitter gelegt. Ibal positive Zellen mit DAPI als
Zellkernfarbung wurden ausgezéhlt. Der geschéatzte Fehlerkoeffizient betrug
dabei <0.05.

2.3.3.4 Apoptose Nachweis mittels TUNEL-Farbung

Um Nebeneffekte nach einer p38a-MAPK Deletion in APP/PS1"9 Méusen aus-
zuschlie3en, wurden Paraffinschnitte dieser Tiere angefertigt und nach Kapitel
2.3.3 vorbereitet. Die Quantifizierung der Apoptose erfolgte nach Anwendung
des In situ cell death detection kits Ap. Wahrend der Apoptose wird die DNA
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durch Endonuklease defragmentiert und es entstehen kurze DNA Fragmente.
Diese Doppelstrangbriiche kdnnen durch Farbung der freien 3'-OH Enden uber
enzymatische Farbreaktionen angefarbt werden. Bei der TUNEL Technik (eng.
terminal desoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP-biotin nick end
labeling) werden die 3'-OH-Gruppen durch das Enzym TdT mit dem Fluorophor
Fluorescein gekoppelt und die apoptotische Zellen werden sichtbar. Nach der
Hitzebehandlung wurde die Enzymlésung nach Herstellerangaben 1:10 in der
Farbelésung angesetzt und das Reaktionsgemisch fir 1 h bei 37°C auf den
Schnitten inkubiert. Als Positivkontrolle dienten Schnitte die zuvor mit 1 U DNA-
se | (Promega, 1 U/ul) in 1x DNasepuffer fir 10 min bei 37°C inkubiert und an-
schlieBend mit 1x PBS gewaschen wurden. Fir die Negativkontrollen wurde
lediglich die Farbeldsung ohne Enzymlésung auf den Schnitten fur 1 h bei 37 °C
inkubiert. Um die Lokalisation apoptotischer Zellen zu bestimmen, wurde an-
schlieBend eine Antikorperfarbung mit NeuN Uber Nacht in einer Feuchtkammer
bei 4°C durchgefuhrt. Nach dreimaligem Waschen, je 10 min in PBST, wurde
NeuN mittels Inkubation des, aus der Maus gewonnen IgG gekoppelten-Cy3,
Sekundéarantikorpers fur 2 h bei RT angefarbt. Nach erneutem dreimaligem
Waschen in PBST, wurden die Schnitte in antifade mounting Medium einge-
deckt und mit dem Zeiss AxiolmagerZ2 Mikroskop, ausgestattet mit dem Stereo
Investigator System, begutachtet. Zur Auswertung wurden alle TUNEL positiven
Zellen im Cortex und Hippocampus ausgezahlt. Des Weiteren wurden alle TU-
NEL und NeuN positiven Zellen in beiden Hirnarealen beider Genotypen aus-

gezahlt und beide Zellzahlen durch das jeweilige Hirnvolumen angepasst.

2.3.4 Isolation der Membranfraktion und Sekretasen-Aktivitdtsmessung

Das Hirngewebe wurde in 1 ml Sucrosepuffer gemald Kapitel 2.2.5 resuspen-
diert und verarbeitet. Schlie3lich wurde das Pellet in 500 pl B-Sekretase Assay
Puffer, unter Verwendung von 27-G Kanilen, bzw. in y-Sekretase Assay Puffer
resuspendiert. Um die - und y-Sekretasen-Aktivitat im Maushirn zu vermessen,

wurden die Proben gemalf Kapitel 2.2.5 und 2.2.7 vorbereitet und eingesetzt.

2.3.5 Préparation von Hirnhomogenaten
Das Maushirnhomogenat wurde nach einem etablierten Protokoll hergestellt

(Maier et al., 2008). Die gefrorene GrofRhirnhemisphére wurde gewogen, das
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Gewebe in RIPA Puffer mit Proteaseinhibitorcocktail (500 ul/100 mg Gewebe),
Uber 10-maliges Aspirieren einer 24 und 27-G Kanule, homogenisiert und bei
16.100 xg, 30 min, 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf ein neues Reak-
tionsgefald Ubertragen und bei -80°C gelagert. Die Proteinkonzentration samtli-

cher Proben wurde mittels Bradford-Messung bestimmt.

2.3.6 Préaparation der Tau Fraktionen

Um das aggregierte pTau in den Taut® p38a-MAPK wt und ko Tieren zu isolie-
ren, wurde das Hirngewebe gewogen und in 500 mg/ml reassembly (RAB)
High-Salt Puffer wie in Kapitel 2.3.5 beschrieben, homogenisiert. Danach wurde
das Homogenat, wie in Yoshiyama et al. beschrieben bei 50 000 xg fir 40 min
bei 4°C zentrifugiert (Yoshiyama et al., 2007). Der resultierende Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefald Ubertragen und fur 5 min bei 95 °C erhitzt.
Anschliel3end erfolgte eine 5 minitige Inkubation auf Eis und ein Zentrifigati-
onsschritt bei 10 000 xg fur 10 min bei 4 °C. Das Pellet wurde verworfen und
der Uberstand auf ein neues ReaktionsgefaR tibertragen. Die RAB lgsliche Pro-
teinkonzentration wurde mittels Bradford-Messung bestimmt. Das Pellet wurde
in 600 ul 1 M Sucrose in RAB durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert und
bei 50 000 xg fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit dem Myelin
wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde in 1 g/ml RIPA
Puffer durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert und bei 50 000 xg fir 20 min
bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal tiber-
fuhrt und die Proteinkonzentration in der RIPA Fraktion daraus tber Bradford-
Messung ermittelt. Das Pellet wurde in 1 g/ml 70 % Ameisenséaure (eng. formic
acid; FA) fur 10 s bei 2 Zyklen und einer Power von 40 % auf Eis mit dem Soni-
fikator homogenisiert und mit Neurtralisationspuffer (1 M Tris, 0,5 M NaH,PO4),
der mit 10 M NaOH auf einen pH Wert von 7,0 eingestellt wurde, in einem Ver-
haltnis von 1:20 neutralisiert. Anschlie3end wurde die FA Fraktion erneut sonifi-
ziert und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Assay bestimmt.

2.3.7 Immunologischer Nachweis von Tau
Die Proteinlysate wurden nach Kapitel 2.3.6 aus Maushirn gewonnen, und die
Proteinkonzentration nach Kapitel 2.2.7 gemessen. Die SDS-PAGE und der

Proteintransfer wurden, wie in Kapitel 2.2.9-2.2.10 beschrieben, durchgefihrt.
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2.3.8 Immunologischer Nachweis von AR

Um AB, C99 und APP im Maushirn nachzuweisen, wurde das Hirngewebe von
APP/PS1Y p38a wt und ko Tieren in 5 ml RIPA Puffer mit Proteaseinhibitor-
cocktail pro 1 g Gewebe auf Eis homogenisiert. Die nachfolgenden Schritte er-
folgten nach Kapitel 2.2.11. Fir jede Probe wurde das Proteinlevel als Verhalt-
nis von Zielprotein und APP als interne Kontrolle, sowie das Verhaltnis von

Zielprotein und B-Actin als interner Ladekontrolle berechnet.

2.4 Statistik

Die in den Abb. gezeigten Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler dar-
gestellt. Zum Vergleich zweier Testgruppen wurde der Zweistichproben-t-Test
verwendet. Zum Vergleich mehrerer Testgruppen wurde die ein- oder zweifak-
torielle Varianzanalyse (analysis of variance, ANOVA) gefolgt von der Bonferro-
ni- oder Tukey-Korrektur herangezogen. Statistische Analysen einschlief3lich
der Korrelation nach Pearson, wurden mit der Statistik-Software SPSS (Statisti-
cal Package for the Social Sciences, Chicago) Version 16.0 durchgefuhrt. Sta-
tistische Signifikanz wurde auf p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p<0,001 (***) ge-
setzt. Zum Beispiel ist ein 2-way ANOVA notwendig, um das Lernverhalten im

Morris water maze zu analysieren.
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3 Ergebnisse

3.1 Deletion der neuronalen p38a-MAPK in APP/PS1'"% Mausen

In postmortalem Gewebe von AD-Patienten ist eine erhthte Expression von
p38-MAPK nachgewiesen (Hensley et al., 1999a; Sun et al., 2003b). Um dies in
dem verwendeten APP/PS19-Mausmodell zu bestatigen, wurde die Aktivitat
von p38-MAPK in Form von phosphoryliertem p38 (p-p38) im Hirnhomogenat
mittels quantitativem Western blot analysiert. Dazu wurde der Phosphorylie-
rungsstatus von p38-MAPK in 4 Monate alten APP/PS1" Méausen und ihren
Wildtypgeschwistern verglichen. Die APP/PS1' Mause weisen, nach Normali-
sierung gegen p38-MAPK als interne Kontrolle, ein signifikant gesteigertes Le-
vel an p-p38 auf (Abb.9 A; t-Test; p< 0,05; n= 4 pro Gruppe). Um zu ergriinden
welche Funktion die p38-MAPK in den APP/PS1" M&ausen und somit in der AD-
Pathogenese einnimmt, wurde mittels der Nex-Cre-Technik p38a-MAPK hete-
rozygot in den Neuronen APP/PS1" Méause deletiert. Die Hirnhomogenate von
einem Monat alten APP/PS1“ p38a-MAPK heterozygoten ko und wt Geschwis-
tertieren wurden mittels Western blot, unter Verwendung des gegen p38 gerich-
teten Antikorpers, durch Ermittlung des Proteinlevels von p38-MAPK und Nor-
malisierung Uber a-Tubulin analysiert. Die APP/PS1% p38!°M)_cre(CreM (538q
heterozygot) ko Tiere zeigen eine signifikante Reduktion von p38 um ca. 70 %
im Vergleich zu lhren gleichaltrigen APP'Y p38!™M)_Ccre™™) (5380 wt) Ge-
schwistern (Abb.9 B; t-Test; p<0.05; n= 7 pro Gruppe). Da bei einem heterozy-
goten ko lediglich ein Allel deletiert wird und da der verwendete p38-MAPK An-
tikorper alle p38-MAPK Untereinheiten erkennt, war mit einem gewissen ver-
bleibenden Proteinlevel an p38-MAPK zu rechnen. Zudem wird p38-MAPK von
Zellen, die nicht unter der Regulation des nex Genes stehen, weiterhin expri-
miert. Mit 2 um dicken, sagittalen Cryoschnitten wurde eine Doppelfarbung ge-
gen p38-MAPK und NeuN, einem Marker fir Neuronen, in dem Hirn von 4 Mo-
nate alten p38(®/'.crel“®™) (n38a homozygote ko Tieren) und p38!xIox.
Cre™™ (p38a wt) Geschwistertieren durchgefiihrt. Dazu wurden die Schnitte
mit dem Antikérper gegen p38, gekoppelt an das Fluorophor Alexa488, und mit
dem Antikorper gegen NeuN, gekoppelt an das Fluorophor Cy3 gefarbt. An-
schlie3end wurden die Schnitte mit Eindeckmedium, welches den blauen Fluo-
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reszenzfarbstoff DAPI beinhaltet und dadurch die Zellkerne aller zerebralen
Zelltypen anfarbt, eingedeckt. Im Cortex von p38a-MAPK wt Mausen weist die
p38-Farbung ein punktuiertes Farbemuster um die NeuN-positiven, neuronalen
Zellkerne auf. Im Gegensatz dazu, konnte keine Neurone mit positiver p38-
MAPK Farbung in den p38a ko Mausen detektiert werden (Abb.9 C). Im Hippo-
campus zeigen beide Genotypen eine schwache Farbung von p38 in Neuronen.

A B APP/PS1° p38a:
APP/PS1: wt wt heterozygot
p-p38 p38 T ——
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C
p38a-MAPK wt p38a-MAPK ko
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Abbildung 9: Deletion der neuronalen p38a-MAPK Das Hirnhomogenat von 4 Monate alten
APP/PS1" Mausen und Wildtypgeschwistern wurde auf das Phosphoylierungs-Level von p38
hin mittels Western blot untersucht (A; t-Test; n>4 pro Gruppe). Ebenfalls wurde das Hirnhomo-
genat von einem Monate alten p38a-MAPK wt und heterozygoten ko Tieren mittels Western blot
bezlglich des Gesamtlevels von p38 untersucht (B, t-Test; n=7 pro Gruppe). A und B gruppie-
ren repréasentative Banden unterschiedlicher Bereiche eines Gels. C: Hirnschnitte von 4 Monate
alten p38a"’™-Cre* (p38a-MAPK ko) und p38'>"* oder p38'")-Cre“*(p38a-MAPK wt)
Geschwistertieren wurden mit NeuN (rot) und p38 (griin) angefarbt und Bilder mit einem 40x
Objektiv aufgenommen.
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3.2 Deletion von p38a-MAPK reduziert den zerebralen AB-Gehalt

Sagittale Hirnschnitte von APP/PS1Y p38a-MAPK wt und APP/PS1% p38a-
MAPK heterozygoten (A: 4 Monate alt) bzw. homozygoten (B: 9 Monate alt) ko
Tieren wurden angefertigt. Der zerebrale ABR-Gehalt wurde mittels des AB-
spezifischen Antikdrpers MOAB-2, gekoppelt an Cy3 (A), oder an DAB (B) ge-

farbt und mit Hilfe der Cavalieri Methode analysiert.
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Abbildung 10: p38a-MAPK ko reduziert den zerebralen AB-Gehalt in APP/PS1" Mausen. 4

Monate alte APP/PS1" p38a heterozygote und 9 Monate alte APP/ PS1" p38a homozygote ko
und APP/PS1" p38a wt Geschwistertiere wurden hinsichtlich ihres zerebralen AB-Gehalts mit-
tels AB-spezifischen humanen Antikdrper untersucht (A: 10x Objektiv und Scannen des gesam-
ten Schnittes und B: 5x Objektiv). Das AB-Volumen wurde nach der Cavalieri-Methode mit dem
Volumen der entsprechenden Hirnregion normalisiert (C; t-Test; 4 Monate: n>8 und 9 Monate:
n>9 pro Gruppe). Der zerebrale AB-Gehalt dieser Tiere wurde ebenfalls in Hirnhomogenaten
mittels quantitativem Western blot ermittelt (D-F; 4 Monate; t-Test; n>7 pro Gruppe und G-I; 9
Monate; t-Test; Trimere:n>3 und C99 und Dimere:n>6 pro Gruppe). D und G gruppieren repra-
sentative Banden unterschiedlicher Bereiche jeweils eines Gels.
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Diese stereologische Auswertung verdeutlicht, dass eine heterozygote Deletion
von p38a in Neuronen den AB -Gehalt im Hippocampus (A= 41,6 %) und Cortex
(A= 42,9 %) bereits in einem Alter von 4 Monaten signifikant reduziert
(APP/PS1' p381oM)_cre(€™): Hinpocampus: 0.295 + 0.036 und Cortex: 0.565
+ 0.095 (angepasst durch das zu analysierenden Hirnvolumen) und APP/PS1'
p38!MI_Cre™™ Geschwistertiere: Hippocampus: 0.504 + 0.067 und Cortex:
0.989 + 0.188 ; Abb.10 A und C; t-Test; p<0.05). Eine homozygote Deletion von
p38a-MAPK in Neuronen konnte auch den AB-Gehalt im Hippocampus (A=
37,0 %) und Cortex (A= 35,8 %) in 9 Monate alten M&usen signifikant reduzie-
ren (APP/PS1' p38(ooX_crelCe™. Hinpnocampus: 0.876 + 0.086 und Cortex:
0.847 + 0.079 (angepasst durch das zu analysierende Hirnvolumen) und
APP/PS1Y9 p38!o_cre™W) Geschwistertiere: Hippocampus: 1.364 + 0.140
und Cortex: 1.344 + 0.096 ; Abb.10 B und C; t-Test; p<0.05). Um diese Ergeb-
nisse zu verifizieren, wurden Hirnhomogenate beider Altersstufen mittels Wes-
tern blot und nach Anwendung eines humanen AB-spezifischen Antikorpers
analysiert. In den 4 Monate alten APP/PS1' p38a-MAPK ko Tieren konnte eine
Reduktion, nach Normalisierung mittels B-Actin und mittels APP, als interne La-
dekontrolle der Monomere, Dimere und Trimere von AB im Vergleich zu den
APP/PS1Y p38a-MAPK wt Tieren nachgewiesen werden (Abb.10 D-F; t-Test;
p< 0.05). In dem Hirnhomogenat von 9 Monate alten APP/PS1"“ p38a-MAPK ko
bzw. wt Tieren konnten neben APP und C99 lediglich die AB-Dimere und Trime-
re nachgewiesen werden. Diese waren jedoch in den APP/PS1" p38a-MAPK
ko Tieren ebenfalls signifikant reduziert (Abb.10 G-I; t-Test; p< 0.05).

3.3 Deletion von p38a-MAPK reduziert Aktivitat und Proteinlevel von
BACE

Nachdem eine signifikante Reduktion von zerebralem AB in beiden Altersstufen
der p38a-MAPK heterozygoten (4 Monate) und homozygoten (9 Monate) ko
Tieren nachgewiesen werden konnte, wurde nun die Aktivitat, das Proteinlevel
und die Expressionsstarke der AR prozessierenden [-Sekretase BACE ermit-
telt. Dazu wurden aus 4 Monate alten nicht-transgenen p38!®/')_Cre(©™) ko),
p381X)_cre©M)  (heterozygot) und p38'™"Y oder p38!1N.Cre™ ()
(Abb.11 A und B) bzw. aus APP/PS1% p38!™")_Cre©®™) (heterozygot) und
APP/PS1Y9 p38!o")_Cre™™ (wt) (Abb.11 C-H) Mausen die Membrankompo-
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nenten isoliert bzw. Hirnhomogenate angefertigt oder Gesamt-RNA isoliert. Die
Aktivitat der B- und y-Sekretase wurde durch Inkubation der sekretasenansas-
sigen Membrankomponenten mit fluorogenen 3- und y-Sekretasen Substraten
ermittelt (Abb.11 A-D; two-way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test
zwischen unterschiedlichen Genotypen; A und B: n2 4 pro Gruppe; C und D: n2
10 pro Gruppe). Die p38a-MAPK wt Mause weisen im Vergleich zu den p38a-
MAPK ko Geschwistern eine deutlich hdhere B-Sekretasen-Aktivitat auf. Inte-
ressanterweise zeigen die p38a-MAPK heterozygoten ko Geschwistertieren
einen intermedidren Phanotyp (A). Dies lasst auf eine dosisabhangige Wirkung
der p38a-MAPK Deletion in Bezug auf die B-Sekretasen-Aktivitat folgern. Die
heterozygote Deletion von p38a-MAPK filhrt auch in den APP/PS1' Mausen zu
einer signifikanten Reduktion der B-Sekretasen-Aktivitat. Dieser Effekt der neu-
ronalen p38a-MAPK Deletion scheint spezifisch fur BACE zu sein, da die Aktivi-
tat der y-Sekretase unverandert bleibt (B und D). Die Proteinlevel von APP, als
Substrat der B-Sekretase, C99, als Produkt der B-Sekretase und Substrat der y-
Sekretase, und BACE selbst wurden in den Hirnhomogenaten von 4 Monate
alten APP/PS1" M&ausen mittels quantitativem Western blot ermittelt (Abb.11 E-
G; n= 4 pro Gruppe). Die Analysen zeigen eine Reduktion von C99 bei gleicher
APP Ausgangsmenge. Neben der verminderten BACE Aktivitdt weisen die
p38a-MAPK heterozygoten ko Tiere ebenfalls eine Reduktion des Proteinlevels
auf. Des Weiteren wurden die Gentranskripte von bace, und den zwei Bestand-
teilen des y-Sekretasen-Komplexes nicastrin und psl mittels gqRT-PCR ermit-
telt. Unerwarteterweise, zeigen diese Ergebnisse eine Hochregulierung der
bace Transkription nach heterozygoter Deletion von neuronaler p38a-MAPK um
ein Dreifaches (Abb.11 H; t-Test; n= 4 pro Gruppe). nicastrin und psl weisen

allerdings keine verénderte Transkriptionsrate auf.

Abbildung 11: Reduzierte BACE-Aktivitdt und -Proteinmenge nach p38a-MAPK ko. In den
isoliertem Membranfraktionen aus Maushirnen von p38a wt, heterozygoten und ko Tieren (A
und B, n>4 pro Gruppe) und APP/PS1" Tieren (C und D, n>10 pro Gruppe) wurde die Aktivita-
ten der - und y-Sekretasen in Abhéngigkeit der Zeit evaluiert (A-D; two way ANOVA gefolgt
von Bonferroni post hoc Test zwischen den Genotypen). Die Mengen von APP, C99 (E-F) so-
wie von BACE (G) wurden mittels Western blot ermittelt (t-Test; n> 4 pro Gruppe). Aul3erdem
wurde die Transkriptionsrate aus Gesamt-RNA mit Hilfe der gqRT-PCR nach Normalisierung
mittels gapdh ermittelt (H; t-Test; n>4 pro Gruppe). E und G, gruppieren jeweils reprasentative
Banden unterschiedlicher Bereiche des jeweiligen Gels.
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3.4 p38a-MAPK kd in SHSY5Y Zellen reduziert BACE Aktivitat und Pro-
teinmenge

Um die Ergebnisse in vitro zu Uberprifen, wurde eine Transfektion der Neu-
roblastomazelllinie SHSY5Y mit artifizieller microRNA (miRNA), kodierend fur
das p38a-MAPK Gen, durchgefuhrt. Zwei unterschiedliche Zielsequenzen fur
den kd von p38a-MAPK, namlich kd509 und kd709 wurden in den Vektor pcD-
NA™6.2-GW/EmGFP-miR kloniert und fiir die Transfektion eingesetzt. Die Kon-
trollzelllinie (kd-ct) wurde mit dem gleichen Vektor und einer nicht-kodierenden
MiRNA Sequenz transfiziert. Die Aufnahme des Vektors wurde durch mikrosko-
pische Begutachtung der Zellen Uberpruft, wobei alle positiv transfizierten Zel-
len das emerald green fluorescent protein (EmGFP) exprimieren und dadurch
grun fluoreszieren (siehe Abb.32 im Anhang). Zunachst wurde das Proteinlevel
von p38a-MAPK mittels quantitativem Western blot untersucht, um den erfolg-
reichen kd zu verifizieren. Diese Analysen zeigen eine deutliche Reduktion von
p38a-MAPK nach 509kd um 51,4 % und nach kd709 um 44,1 % (Abb.12 A; one
way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test; p< 0.001, n>15 pro Gruppe).
Die Reduktion von p38a-MAPK im Zellsystem fuhrt wie in dem AD-Mausmodell
zu einer Verminderung des BACE Proteinlevels um ca. 30-40 % (Abb.12 B; one
way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test; p<0.05 n> 4 pro Gruppe).
Ebenfalls war die B-Sekretasen-Aktivitat in den kd509 und den kd709 Zellen im
Vergleich zu den kd-ct Zellen jeweils um 25,6 % bzw. 44 % vermindert (Abb.12
C; two way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test p< 0,001; n>8 pro
Gruppe), wobei die y-Sekretasen-Aktivitat nach wie vor unverandert war
(Abb.12 D; two way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test p< 0,001, n>3
pro Gruppe). Um den Einfluss des kd von p38a-MAPK auf Expressionsebene
zu Uberprifen, wurde die aus den Zellen isolierte RNA in komplementare DNA
(cDNA) translatiert und mittels qRT-PCR hinsichtlich der Gene flr bace und den
y-Sekretasenkomponenten nicastrin und psl analysiert. Das Transkriptionslevel
von bace und psl war in allen Genotypen unverandert. Allerdings zeigten die
kd709 Zellen, im Vergleich zu den kd-ct Zellen, ein um ca. 39 % erhdhtes Ex-
pressionslevel an nicastrin auf (Abb.12 E; one way ANOVA gefolgt von Tukey
post hoc Test; n= 4 pro Gruppe). Um schliel3lich den Effekt von p38a-MAPK auf
den AB-Gehalt selbst zu untersuchen, wurden APP™ SHSY5Y Zellen mit dem
p38a-MAPK kd Konstrukten kd-ct, kd509 und kd709 transfiziert.
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Abbildung 12: kd von p38a-MAPK reduziert Proteinlevel und Aktivitat von BACE. SHSY5Y
Zellen wurde mit dem Vektor pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR mit den Konstrukten kd509 und
kd709 fur den kd von p38a-MAPK bzw. einem nicht kodierenden Kontroll-Konstrukt kd-ct trans-
fiziert. Die Proteinlevel von p38a-MAPK und BACE wurden durch quantitativen Western blot
Uberpruft und Uber a-Tubulin bzw. B-Actin normalisiert (A und B; one way ANOVA gefolgt von
Bonferroni post hoc Test; n= 4 pro Gruppe). Fir die Untersuchung der 3- und y-Sekretasen-
Aktivitdt wurden die Membrankomponenten von kd-ct, kd509 und kd709 isoliert und die Enzym-
Aktivitat in Abhéangigkeit der Zeit evaluiert (C und D; two way ANOVA gefolgt von Bonferroni
post hoc Test; n= 8 pro Gruppe). Die Transkripte von bace, nicastrin und psl wurden mittels
gRT-PCR analysiert. (E; one-way ANOVA gefolgt von Tukey post hoc Test; n=4 pro Gruppe).
APPY -SHSY5Y wurden mit den Konstrukten fiir den p38a-MAPK kd transfiziert. Das in das
Kulturmedium sezernierte AR wurde ebenfalls mittels quantitativem Western blot ermittelt und
mittels APP normalisiert (F; one way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test; n= 6). A, B,
und F: zeigt reprasentative Banden unterschiedlicher Abschnitte des gleichen Gels.

Das, in das Kulturmedium sezernierte, A wurde mittels quantitativem Western
blot nachgewiesen und durch APP normalisiert (Abb.12 F; one way ANOVA,
gefolgt von Bonferrini post hoc Test; n>6 pro Gruppe). Die Menge an AB war
nach kd509 und kd709 um ca. 23 % signifikant vermindert.

78



Ergebnisse

3.5 p38a-MAPK kd beschleunigt Degradation von BACE

Die Reduktion von p38a-MAPK fihrt in beiden Modellsystemen, im Maushirn
und in den kultivierten Zellen, zu einem verminderten Proteingehalt an BACE,
ohne dabei die Expressionsrate des BACE Gens herunter zu regulieren. Um zu
Uberprufen, ob die BACE Degradation durch p38a-MAPK kd verstarkt wird,
wurde die Halbwertszeit von BACE mittels quantitativem Western blot Uberpruift.
Dazu wurde kd-ct, kd509 und kd709 mit Cycloheximid, einem Translations-
hemmer, behandelt und die Zellen nach 0, 4, 8 und 12 h nach Applikation ge-
erntet. Die Inhibition von p38a-MAPK erleichtert die Degradation von BACE und
reduziert dessen Halbwertszeit signifikant (Abb.13 A und B; two way ANOVA
gefolgt von Tukey post hoc Test; n=3). Bereits nach 4 h Hemmung der Transla-
tion, konnte eine Reduktion des BACE Proteinlevels in den kd709 Zellen um
60 % nachgewiesen werden, wohingegen die kd-ct Zellen erst nach 12 h und
die kd509 Zellen nach 8 h die Halbwertszeit von BACE erreicht haben. BACE
wird Uber den lysosomalen Weg degradiert. Dieses Ergebnis wurde durch im-
munzytochemische Farbungen von SHSY5Y Zellen tberprift und eine Doppel-
farbung von der Endoprotease Cathepsin D, welche als lysosomaler Marker gilt,
und BACE durchgefiihrt. Dabei zeigt Cathepsin D, gekoppelt an das Flu-
orochrom Alexa 488, ein punktuiertes Farbemuster im Zytoplasma und nahe
der Zellmembran. BACE, gekoppelt an das Fluorochrom Cy3, zeigt hingegen
neben zytoplasmatischer Farbung vor allem entlang der Zellmembran angefarbt
ist. Eine Co-Lokalisation von Cathepsin D und BACE findet sowohl nahe der
Zellmembran als auch im Zytosol statt (Abb.13 C). Um den BACE Proteingehalt
in Lysosomen, nach Inhibition von p38a-MAPK festzustellen, wurden die Lyso-
somen von kd-ct, kd509 und kd709 isoliert und tUber eine Percoll Dichtegradien-
tenzentrifugation in 4 Fraktionen separiert. Die Analysen mittels Western blot
zeigen, dass LAMP1, ein Lysosomen-spezifisches Protein, in Fraktion 4 akku-
muliert, wahrend nicht-lysosomale Proteine wie Calnexin und B-Actin nahezu
ausschlie@Blich in Fraktion 1-3 vorzufinden sind (Abb.13 D). Daher wurde
LAMP1 als interne Proteinkontrolle verwendet, um den BACE Gehalt in Fraktion

4 zu normalisieren.
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Abbildung 13: p38a-MAPK kd fordert lysosomale Degradation von BACE. p38a-MAPK kd
(kd509 oder kd709) und Kontrollzellen (kd-ct) wurden mit Cycloheximid behandelt. Das Zelllysat
wurde 0, 4, 8 und 12 h nach Behandlung geerntet. Quantitativer Western blot wurde zur Detek-
tion der Proteinlevel von BACE und a-Tubulin, als interne Ladekontrolle durchgefiihrt (A und B;
two way ANOVA gefolgt von Tukey post hoc Test; n=3 pro Gruppe). BACE, gekoppelt an Cy3,
kann mit dem lysosomalen Marker Cathepsin D, gekoppelt an Alexa488, in Membrannahe und
im Zytoplasma von SHSY5Y Zellen co-lokalisiert werden. (C). Die Lysosomen von kd-ct, kd509
und kd709 wurden mittels Percoll Gradientenzentrifugation isoliert. LAMP-1, Calnexin, und -
Actin der 4 Fraktionen wurden im Western blot detektieren (D). Anschlie3end wurde das Pro-
teinlevel von BACE in Fraktion 4 detektiert und mittels LAMP1 als interner Ladekontrolle quanti-
fiziert (E und F; one way ANOVA gefolgt von Tukey post hoc Test; n=3 pro Gruppe). A, C und
D: zeigen reprasentative Banden unterschiedlicher Abschnitte des jeweils gleichen Gels.

Signifikant mehr BACE wurde in Lysosomen detektiert, die aus p38a-MAPK-kd
Zellen isoliert wurden (Abb.13 F; one way ANOVA gefolgt von Tukey post hoc
Test; n=3 pro Gruppe). Dies lasst darauf schlie3en, dass p38a-MAPK kd die
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lysosomale Degradation von BACE beschleunigt und erhoht. Interessanter-
weise korreliert die langsamere Degradation von BACE in den kd509 Zellen, im
Vergleich zu den kd709 Zellen (Abb.13 A), mit dem geringeren Proteingehalt
von BACE in Lysosomen von kd509 Zellen (Abb.13 E).

3.6 p38a-MAPK kd hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von
BACE

Theoretisch kann BACE durch p38a-MAPK an Serin oder Threonin phosphory-
liert werden, was wiederum den intrazellularen Transport und Degradation von
BACE beeinflussen kann. Daher wurde untersucht, ob der verminderte zerebra-
le AB-Gehalt und die Effekte auf BACE selbst, nach neuronalem p38a-MAPK kd
auf einen unterschiedlichen Phosphorylierungsstatus von BACE zuriickzufiihren
ist. Zunachst wurde der NetPhosK 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetPhosK/) und die humane Sequenz von BACE mit der UniProt Zugriffsnum-
mer P56817 verwendet, um potentielle Phosphorylierungsstellen bestimmen zu
konnen. Danach kam keine Phosphorylierungstelle an Threonin durch p38-
MAPK in Frage und in dem folgenden Experiment wurde nur die Phosphorylie-

rung von BACE an Serin untersucht.

A kd-ct kd509  kd709

Phospho-Serin/BACE

kd-ct kd509 kd709

Abbildung 14: p38a-MAPK kd hat keinen Einfluss auf die Phosphorylierung von BACE.
BACE wurde aus Zelllysaten von p38a-MAPK kd (kd509 oder kd709) und kd-ct mittels BACE
(C-Terminal spezifischen) gekoppelt an Protein G Magnetkiigelchen isoliert und in einen quanti-
tativen Western blot eingesetzt. Das Proteinlevel von p-Serin wurde tUber BACE normalisiert (A
und B; one way ANOVA, p> 0.05; n=6 pro Gruppe). A: zeigt reprasentative Banden unter-
schiedlicher Abschnitte des gleichen Gels.
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Nach BACE pull down konnte mittels des pSerin-Antikorpers keine Verande-
rungen in der Serin-Phosphorylierung nach kd von p38a-MAPK in den kd509
und kd709 Zellen festgestellt werden (Abb.6 A und B; one way ANOVA, n=6).

3.7 Reduktion von p38a-MAPK verstarkt Autophagie im Zell- und im
Mausmodell

Der Phosphorylierungsstatus von BACE ist in den p38a-MAPK defizienten Zel-
len nicht verandert, daher muss ein anderer molekularer Mechanismus fiur die
erleichterte lysosomale Degradation zustandig sein. p38-MAPK kann die Auto-
phagie durch Phosphorylierung von ATG5 inhibieren (Keil et al., 2013a). Nach
dieser Beobachtung stellte sich die Frage, ob umgekehrt eine Reduktion von
p38a-MAPK die Autophagie verstarkt und dadurch die Degradation von BACE
einleitet. Aufgrund der in Kapitel 1.5 beschriebenen Aufgaben im Autophagie
Prozess von Beclinl und LC3 werden diese Proteine als Autophagie-Marker
herangezogen, um die Rate der Autophagie zu evaluieren. Dabei wird als zu-
satzliches Standardverfahren das Verhaltnis von LC3I und LC3Il nach quantita-
tivem Western blot ermittelt. Nach der Deletion von p38a-MAPK in Neuronen
APP/PS1'" Méause, konnte im RIPA Puffer l6slichen Hirnhomogenat dieser Tiere
eine verstarkte autophagische Aktivitat im Vergleich zu den APP/PS1" p38a-
MAPK wt Tieren nachgewiesen werden. Konkret war sowohl LC3Il als auch
Beclinl in dem APP/PS1" p38a-MAPK ko Tieren (Abb.15 A-C; t-Test; n=11 pro
Gruppe, LC3IIA 23 %; Beclin1A 20 %) und p38a-MAPK kd SHSY5Y Zellen
(Abb.15 D-F; one way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test; n> 5 pro
Gruppe, ALC3Il 35 bzw.55 %; ABeclinl 38 bzw. 41 %) signifikant erhoht. Um
die Moglichkeit auszuschliel3en, dass das erhdhte Proteinlevel von LC3 auf eine
Beeintrachtigung der Autophagie oder lysosomale Digestion zurtickzufiihren ist,
wurden LC3-GFP-RFP-Y SHSY5Y Autophagie-Reporterzellen mit 0 pM
(DMSO), 10 und 30 pM p38a-MAPK Inhibitor SB203580 Uber 2 h bei 37 °C be-
handelt. Die Autophagosomen werden durch die griinen Punkte représentiert
(eine Uberlappung mit schwacher roter Fluoreszenz wird mit den Pfeilkdpfen
angezeigt) und Autolysosome werden durch rote Punkte repréasentiert (ange-
zeigt durch Pfeile) (Abb.15 G).
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Abbildung 15: Deletion von p38a-MAPK erhdht Autophagie in vitro und in vivo. Die Aktivi-
téat der Autophagie wurde mittels quantitativem Western blot, durch Detektion von LC3 und Be-
clinl im Hirn APP/PS1" p38a-MAPK ko und APP/PS1" p38a-MAPK wt Mausen (A-C), sowie in
p38a-MAPK kd509 bzw. kd709 sowie in kd-ct SHSY5Y Zellen (D-F) ermittelt. Das Verhéltnis
von LC3-1l/l als auch das Proteinlevel von Beclinl wurden analysiert (B und C: t-Test; n=11 pro
Gruppe; E und F: one-way ANOVA gefolgt von Bonferroni post-hoc Test; n=5 pro Gruppe). Zu-
satzlich wurden Autophagie-Reporterzellen, die das Fusionsprotein LC3-GFP-RFP exprimieren,
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mit dem Inhibitor SB203580 in den Konzentrationen 0, 10 und 30 uM behandelt. Die Autopha-
gosomen sind griin (eine Uberlappung mit schwacher roter Fluoreszenz wird mit den Pfeilkop-
fen angezeigt) und die Autolysosome sind rot in den konfokalen Bildern dargestellt (angezeigt
durch Pfeile) (G). Die Anzahl der Autophagosomen und Autolysosomen wurde nach Behand-
lung mit SB203580 evaluiert (H und |; one-way ANOVA gefolgt von Dunnett T3 post-hoc Test;
n=4). Der lysosomale Verdau in p38a-MAPK-kd (kd509 oder kd709) und Kontroll (kd-ct)-
SHSYS5Y Zellen wurde mittels Western blot durch Detektion von LAMP1 und GM2A in den Zell-
lysaten ermittelt (J-L; one-way ANOVA, p>0.05; n=5 pro Gruppe). A, D, oder J: zeigen jeweils
reprasentative Banden unterschiedlicher Abschnitte des gleichen Gels.

Dabei kann beobachtet werden, dass die pharmakologische Inhibition von p38-
MAPK die Anzahl der Autophagosomen und Autolysosomen dosisabhangig
erhoht (Abb.15 H-I, one way ANOVA gefolgt von Dunnett T3 post hoc Test;
n=4, AAutophagosomen 83 % fir 10 uM bzw. 180 % fur 30 uM SB203580 und
AAutolysosomen 91 % fur 10 uM bzw. 281 % fur 30 uM SB203580). Des Wei-
tern wurde mittels quantitativem Western blot die Proteinlevel von LAMP1 und
GM2A, welche beide durch Lysosomen degradiert werden (Karaca et al., 2014),
in p38a-MAPK kd und wt SHSY5Y Zellen untersucht. Wie in Abb.15, J-L darge-
stellt, beeinflusst eine p38a-MAPK Reduktion die Proteinlevel von LAMP1 und
GM2A in SHSY5Y Zellen nicht (one way ANOVA, p>0.05, n>5 pro Gruppe).
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass eine neuronale Deletion von p38a-
MAPK die zerebrale Autophagie definitiv erhdht, ohne dabei das Lysosomen-

System zu beeintrachtigen.

3.8 Inhibition der Autophagie verhindert BACE Reduktion nach p38a-
MAPK kd

Als nachstes wurden die Effekte einer Autophagieinhibition auf die, nach der
Reduktion von p38a-MAPK eingeleiteten, BACE Reduktion untersucht. Dazu
wurde eine Zelllinie etabliert, die das humane ATGS5 in einer wt- und einer do-
minant-negativen (DN)-Variante Uberexprimieren. SHSY5Y Zellen wurden mit
entsprechenden Vektoren (Mizushima et al., 1998) stabil transfiziert. Nach der
Zugabe von 0,2 pg/ml des Autophagie Aktivators Rapamycin fur 24 h in das
Zellkulturmedium war in den ATG5 DN¥ Zellen das Verhaltnis LC3-II/I signifi-
kant geringer als in den ATG5 Uberexprimierenden Zellen. Daher kann ge-
schlussfolgert werden, dass die DN-Variante von ATG5 die Autophagie erfolg-
reich inhibiert. (Abb.16 A und B; t-Test; p<0.05). Des Weiteren wurde, in den
ATG5 DN und den ATG5 wt SHSY5Y Zellen, die Expression von p38a-MAPK
durch liposomale Transfektion, des fur den kd709 miRNA-transkribierenden

Vektors, reduziert. Im gleichen Experiment wurde 1 mM des Autophagieinhi-
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bitors 3MA den ATG5 wt SHSY5Y Zellen, mit (kd709) und ohne (kd-ct) Reduk-
tion von p38a-MAPK, fir 16 h in das Kulturmedium appliziert. Interessanter-
weise, zeigen beide Ansatze die Autophagie zu inhibieren (3MA Applikation und
Uberexpression von ATG5 DN'9) im Vergleich der kd-ct Zellen einen signifikan-
ten Anstieg des BACE Proteinlevels. Zusatzlich wird die BACE Reduktion nach
kd von p38a-MAPK in den ATG5-wt kd709 Zellen nach 3MA Applikation und in
den ATG5 DN kd709 Zellen aufgehoben (Abb.16 C; t-Test; p<0.05).

A ATG5: wt DN B

0.3 p=0.004
-
0.2
LC3B-I
LC3B-I , 0.1
B-Actin 0

ATGS5: wt DN

LC3-l/I
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c p=0.019 |
<08
& 0.4 '
<
AT = Hul B

p38a: kd-ct kd709 kd-ct kd709 kd-ct kd709
ATG5-wt ATG5-wt/3-MA ATG5-DN

Abbildung 16: Inhibition der Autophagie verhindert BACE Reduktion nach p38a-MAPK
kd. DN und wt human ATG5-Uberexprimierende Zelllinien wurden etabliert und die DN Form
von ATG5 im qualitativen Western blot Uberpriift (A). Die Autophagie Aktivitat dieser Zelllinien
wurde nach 0,2 pg/ml Rapamycin Behandlung fur 24 h tUber Detektion von LC3B(-l und-Il) mit-
tels quantitativem Western blot ermittelt (A und B). Die Zellen wurden zusétzlich mit dem kd-ct
oder dem kd709 fir p38a-MAPK transfiziert. Die ATG5 wt-kd-ct bzw. ATG5wt-kd709 Zellen
wurden fur 16 h mit 1 mM 3MA inkubiert, um die Aktivitat der Autophagie zu inhibieren. Das
Proteinlevel von BACE in den kd709 Zellen wurde mittels Western blot nach Normalisierung
Uber B-Actin quantifiziert und mit den jeweiligen kd-ct Zellen verglichen (C; t-Test; n=3 pro
Gruppe). Immunzytochemische Farbungen mittels anti LC3A/B (Alexa 488 gekoppelt, grin) und
anti BACE (Cy3 gekoppelt, rot) zeigen eine schwache Co-Lokalisation (gelbe Fluoreszenz) der
beiden Proteine im Zytoplasma von SHSY5Y Zellen (angezeigt mit weiRem Pfeil) nach Uberla-
gerung der beiden Fluoreszenzbilder (aufgenommen mit 40x Objektiv und 1x Zoom) (D). A:
zeigt reprasentative Banden unterschiedlicher Abschnitte des gleichen Gels.

In immunzytochemischen Experimenten wurde, mittels konfokaler Mikroskopie
eine Co-Lokalisation von BACE mit Autophagievakuolen untersucht. BACE und
LC3A/B colokalisieren nur sehr schwach (Abb.16 D) und auch die Behandlung
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mit Bafilomycin, welches die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen ver-

hindern soll (Klionsky et al., 2008), veranderten diese Beobachtung nicht.

3.9 Verbesserte kognitive Leistung nach p38a-MAPK Deletion

Da nach kd von p38a-MAPK eine beschleunigt Degradation von BACE, sowie
ein verminderter AB-Gehalt festgestellt werden konnte, wurde Uberprift, ob die
Inhibition von p38a-MAPK zusatzlich einen protektiven Effekt auf Neurone im
AD-Mausmodell hat. Daher wurde als kognitiver Test das Morris water maze
durchgefuhrt. Dieses Testverfahren beinhaltet die Messung der Latenzzeit
(Abb.17 A), der Distanz (Abb.17 B) und, zur Uberpriifung der allgemeinen Fit-
ness, die Schwimmgeschwindigkeit (Abb.17 C) der zu testenden Mause. Der
Lerneffekt Uber die Trainingstage (A-B), sowie die Gedachtnisleistung (nach
einem Tag Pause) am Testtag (Abb.17 D-F), mit Erfassung der Latenzzeit (D),
der Frequenz der Plattformbesuche (E) und der Aufenthaltsdauer im Plattform-
bereich (F), werden unter den APP/PS1" p38a-MAPK wt, APP/PS1"% p38a-
MAPK ko und den zugehérigen Kontrolltieren APP/PS1"'p38a-MAPK wt und
APP/PS1" p38a-MAPK ko verglichen. Die Mause wurden fir die Datenerfas-
sung von A-C an drei unterschiedlichen Punkten, gleicher Reihenfolge in das
Wasserbassin eingelassen und am Ende der Mittelwert der drei Punkte pro
Maus und schlieBlich pro Gruppe, errechnet. Die Graphen D-F beziehen sich
auf die Mittelwerte von zwei unterschiedlichen Einlasspunkten pro Maus. Die
Mé&ause adaptierten sich nach einem Trainingstag (Tag O, flie3t nicht in Auswer-
tung mit ein) an die gegebenen Bedingungen und erreichten die Zuflucht mit
zunehmender Testdauer stetig schneller. Dies zeigt sich in einer verminderten
Latenzzeit und Schwimmstrecke, sodass sich zusammenfassend ein Lerneffekt
bei allen Versuchstieren einstellt (A und B). An Tag 1 weisen alle vier Gruppen
eine ahnliche Latenzzeit zum Auffinden der Plattform auf. Allerdings benétigen
die Kontrolltiere APP/PS1"'p38a-MAPK wt und APP/PS1" p38a-MAPK ko
schon an Tag 2 fast nur noch die Hélfte der Zeit und zurtickgelegte Schwimm-
strecke als am Vortag. Im Vergleich zu den APP/PS1" p38a-MAPK wt und
APP/PS1“ p38a-MAPK ko zeigen beide Kontrollgruppen wie zu erwarten, eine
bessere kognitive Leistung uber die Trainingstage und eine bessere Gedacht-
nisleistung am finalen Testtag, wobei sich die Schwimmgeschwindigkeit ledig-
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lich zwischen APP/PS1" p38a-MAPK ko und den minimal langsamer schwim-
menden APP/PS1" p38a-MAPK wt zu unterscheiden scheint (C).
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Abbildung 17: Verbesserte Lern-und Gedachtnisleistung in 9 Monate alten APP/PS1"
p38a-MAPK ko Mausen. Die Latenzzeit zum Auffinden der Plattform (A) die zurtickgelegte
Distanz (B) und die Schwimmgeschwindigkeit (C) wurden Utber die Trainingstage 1-6 fur die
Kontrollgruppen APP/PS1" p38a-MAPK wt und APP/PS1" p38a-MAPK ko und fiir APP/PS1"
p38a-MAPK ko sowie APP/PS1" p38a-MAPK wt Mause ermittelt (A-C, two way ANOVA gefolgt
von Bonferroni post hoc Test mit * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001; wt n>8). Des Weiteren
wurde die Gedéachtnisleistung am Testtag in Form von Latenzzeit, Frequenz der Plattformbesu-
che und Aufenthaltszeit im Plattformbereich evaluiert (D-F, one way ANOVA gefolgt von Bonfer-
roni post hoc Test mit * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001; n>8).

87



Ergebnisse

Dennoch erreichten APP/PS1" p38a-MAPK ko M&use die versteckte Plattform
ab Tag 3 wesentlich schneller (two way ANOVA, p<0,001) und legten dabei im
Durchschnitt eine signifikant geringere Strecke (two way ANOVA, p<0,001) als
ihre APP/PS1" p38a-MAPK wt Geschwister zuriick, wobei sie sich nicht in der
Schwimmgeschwindigkeit unterschieden (A-C). Interessanterweise konnten die
APP/PS1" p38a-MAPK ko M&use einen ahnlichen Lernerfolg am 6. Trainings-
tag wie beide Kontrollgruppen aufweisen und dadurch die Lerndefizite, welche
bekannt sind fir APP/PS1" Méause, nahezu aufheben. Des Weiteren, benétig-
ten die APP/PS1" p38a-MAPK ko M&use am Testtag deutlich weniger Zeit zum
Auffinden der Plattform und durchquerten den Plattformbereich in einer signifi-
kant héheren Frequenz als ihre APP/PS1" p38a-MAPK wt Geschwister (D-E).
Lediglich die Aufenthaltsdauer beider Versuchsgruppen erreichte keine statisti-

sche Signifikanz (F).

3.10 Deletion von p38a-MAPK verbessert die synaptische Integritat
Defizite im Erinnerungsvermogen sowie Hirnatrophie durch degenerierende
Synapsen gehdren zum Krankheitsbild der AD. Lange vor dem Auftreten dieser
Symptome kénnen AB-Aggregate die Plastizitat und strukturelle Funktionalitat
der Synapsen beeintrachtigen (Klyubin et al., 2012). Die APP/PS1" M&use wei-
sen in einem Alter von 9 Monaten ein reduziertes Level an synaptischen Protei-
nen vor (Liu et al., 2012). Um den Effekt der geringeren synaptischen Integritat
zu Uberpriufen, wurde mittels quantitativem Western blot der Proteingehalt von
vier typischen pra- bzw. postsynaptischen Markerproteinen in 9 Monate alten
APP/PS1Y9 p38a-MAPK wt bzw. ko Mausen quantifiziert: (1) mammalian un-
coordinated 18-1 (Munc), (2) synaptosomal-associated protein 25 (SNAP), (3)
synaptophysin (SYN) und (4) post synaptic density protein 95 (PSD). Munc,
SNAP und SYN waren in den APP/PS1" p38a-MAPK ko Mausen im Vergleich
zu ihren APP/PS1" p38a-MAPK wt Geschwistern signifikant erhéht. PSD zeigte
zwar die gleiche Tendenz auf, erreichte allerdings keine statistische Signifikanz
(Abb.18 A-E; t-Test; n>10 pro Gruppe).
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Abbildung 18: p38a-MAPK ko erhdht synaptische Markerproteine in 9 Monate alten
APP/PS1Y Mausen. Munc, SNAP, SYN und PSD wurden in den Hirnhomogenaten mittels
gquantitativem Western blot analysiert. Dazu wurde das Proteinlevel dieser synaptische Struk-
turproteine mittels B-Actin normalisiert und zwischen APP/PS1“ p38a-MAPK wt und ko Ge-
schwistern verglichen (A-E, t-Test; n>10 pro Gruppe). A: zeigt reprasentative Banden unter-
schiedlicher Abschnitte des jeweiligen gleichen Gels.

3.11 Keine erhdhte Apoptose nach Deletion von p38a-MAPK

Wird p38a-MAPK durch Stress, wie hier im AD-Mausmodell, aktiv, phosphory-
liert sie, neben bereits im Kapitel 1.6.2 erwahnten Substraten den Transkripti-
onsfaktor CREB (Tan et al., 1996). CREB selbst Gibernimmt eine grol3e regula-
torische Rolle im Nervensystem und fordert neuronales Uberleben. Des Weite-
ren ist CREB fur seine Beteiligung an Lern- und Gedachtnisprozessen bekannt
(Guzowski, Mcgaugh, 1997). Mause mit einer Defizienz fir CREB weisen in
sensorischen Neuronen einen Anstieg von Apoptose und Degeneration auf,
wobei keine Veranderungen im ZNS zu beobachten sind (Lonze et al., 2002).
Um potentielle Nebeneffekte, die durch neuronale Deletion von p38a-MAPK
verursacht werden, auszuschlielen, wurden diese Tiere hinsichtlich einer er-
hohten Apoptoserate analysiert. Dazu wurden 50 um dicke sagittale Hirnschnit-
te von 9 Monate alten APP/PS1" p38a-MAPK wt Mausen und deren ko Ge-
schwistertieren angefertigt und drei Hirnschnitte pro Maus in einem Intervall von
500 pm mit dem in situ cell death AP kit und dem neuronalen Marker NeuN an-
gefarbt. AnschlieBend wurden die mittels in situ cell death AP kit angeféarbten,
sogenannten TUNEL+ Zellen (grin), und die NeuN positiven Zellen (rot) im
Cortex und Hippocampus ausgezahlt und mit dem Volumen der beiden Hirn-
areale normalisiert (Abb.19 A-B; t-Test; n=4 pro Gruppe). Interessanterweise,
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zeigten die APP/PS1"Y p38a-MAPK wt Mause tendenziell mehr apoptotische
Zellen (weiRer Pfeilkopf markiert TUNEL™ Zellen) und apoptotische Neurone
(weilRer Pfeil markiert TUNEL" Neurone), als die APP/PS1'" p38a-MAPK ko Ge-

schwistertiere.
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Abbildung 19: Keine apoptotischen Nebeneffekte in APP/PS1" p38a-MAPK ko Mausen.
Um die Apoptoserate von APPPS1Y p38a-MAPK wt mit ko Mausen zu vergleichen, wurden
50 pum dicke Hirnschnitte angefertigt und 3 Schnitte pro Tier, in einem Intervall von 500um mit
dem In situ cell death AP kit und dem neuronalen Marker NeuN (rot) angefarbt. Alle TUNEL
positiven Zellen (weil3er Pfeilkopf, griine Zellen) und Zellen die sowohl TUNEL als auch NeuN
positiv sind (weil3er Pfeil), wurden in Cortex und Hippocampus ausgezahlt (A: 20x Objektiv; B; t-
Test; n=4 pro Gruppe). Die Anzahl der positiven Zellen wurden durch das Hirnvolumen ange-
passt. Des Weiteren wurde mittels quantitativem Western blot das Phosphorylierungslevel von
CREB (pCREB) in Hirnhomogenaten dieser Tiere Uberprift und mit CREB als interner Kontrolle
normalisiert (C; t-Test; n>3 pro Gruppe). D: zeigt représentative Banden des gleichen Gels.

Insgesamt war die Anzahl der apoptotischer Zellen allerdings gering, weshalb
fur die Analysen die beiden Hirnareale von Cortex und Hippocampus auch zu-
sammengefasst wurden. Des Weiteren wurde der Phosphorylierungsstatus von

CREB ermittelt. Dazu wurde das Hirnhomogenat in einem quantitativen Wes-
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tern bot eingesetzt und Gber Detektion von phospho-CREB (pCREB) und CREB
als interne Kontrolle zwischen beiden Genotypen verglichen (Abb.19 C; t-Test;
n> 3 pro Gruppe). Dabei konnte kein Unterschied zwischen beiden Genotypen

festgestellt werden.

3.12 Deletion von p38a-MAPK erhdht Wachstumsfaktoren und reduziert
Inflammation

Die Auswirkung einer neuronalen p38a-MAPK Deletion auf Neuroinflammation
wurde zunéchst mittels immunhistochemischer Farbung von Ibal analysiert.
Dazu wurde die Anzahl der Ibal positiven Mikrogliazellen mittels Optical Fracti-
onator Workflow ermittelt und statistisch ausgewertet (Abb.20 A; t-Test n>4 pro
Gruppe). Die Anzahl der Ibal-positiven Mikrogliazellen war sowohl im Hippo-
campus (A=40 %) als auch im Cortex (A=30 %) signifikant verringert nach ho-
mozygoter p38a-MAPK Deletion (APP/PS1' p38!oo0)_cre(Ce™): Hippocampus:
5,72 + 0.590 und Cortex: 4,29 + 0,452 (angepasst durch das zu analysierende
Hirnvolumen) und APP/PS19 p38!™)_cre™) Geschwistertiere: Hippocam-
pus: 9,55 + 0,748 und Cortex: 6,18 + 0,553; Abb.20 B; t-Test; p<0,05). Die
Morphologie der Mikroglia schien sich nicht zwischen den Genotypen zu unter-
scheiden und sowohl aktive Mikroglia (abgerundete Form), als auch inaktive
Mikroglia (mehrere feine, unregelméaRige Fortsatze) liegen im Hirn beider Geno-
typen vor. Insgesamt scheinen in den APP/PS1" p38 wt Mausen die Ibal-
positiven Mikroglia mehr, um vermutlich AB-Plaques, zu akkumulieren. Die
Mikroglia der APP/PS1"p38 ko Mause scheinen hingegen bei gleicher Morpho-
logie eher Uber die Hirnflache verteilt und nur seltener zentriert zusammengela-
gert. Diese Beobachtung korreliert mit dem reduzierten AR-Gehalt nach neuro-
naler Deletion von p38a-MAPK in APP/PS1" Tieren. Mittels TagMan gRT-PCR
wurden die Expressionsprofile von Wachstumsfaktoren (bdnf und igf-1), mikrog-
lialen Inflammationsmolekilen des M1 Profils (nos2, ccl2, tnf-a und il1-B) und
des M2 Profils (arc) von 9 Monate alten APP/PS1"9 p38a-MAPK wt und
APP/PS1Y9 p38a-MAPK homozygoten ko Geschwistern untersucht. Beide
Wachstumsfaktoren waren in den p38a-MAPK homozygoten ko M&usen signifi-
kant erhoht, wohingegen die Inflammationsgene nos2, tnf-a sowie arc ein signi-
fikant hohere Expression in den APP/PS1" p38a-MAPK wt M&usen aufwiesen
(Abb.20 C; t-Test; n>8 pro Gruppe).
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Abbildung 20: p38a-MAPK ko reduziert Mikroglia und Neuroinflammation und ist assozi-
iert mit erhdhter Genexpression von Wachstumsfaktoren in APP/PS1'® Mausen. Nach
immunfluoreszenter Farbung mit Ibal-spezifischem Antikdrper, wurden die Ibal positiven
Mikroglia (grine Fluoreszenz, 10x und 40x Objektiv) in Hippocampus und Cortex ausgezahlt,
mit der stereologischen Optical Fractionator Methode mit dem entsprechenden Hirnvolumen
angeglichen. Die Wachstumsfaktoren bdnf und igf-1 sowie die proinflammatorischen Molekile
nos2, ccl2, tnf-a, il1-B und arc wurden in 9 Monaten alten APP/PS1" Mausen mit und ohne ko
von p38a-MAPK untersucht t-Test; n>8 pro Gruppe).

3.13 Effekt der Autophagieinhibition auf BACE in ATG5 ko Mausen

ATGS ist, auf Grund seiner Rolle bei der Elongation von Autophagosomen, es-
sentiell fur eine funktionelle Autophagie-Maschinerie. Wie in Kapitel 3.8 gezeigt,
konnte in SHSY5Y Neuroblastoma Zellen, nach Inhibition der Autophagie das
BACE Proteinlevel erhéht werden und die Effekte einer p38a-MAPK Defizienz
wurden partiell aufgehoben. Diese Ergebnisse wurden, wie nachfolgend ge-

zeigt, sowohl im Tiermodell, als auch in neuronaler Priméarkultur Gberpruft.

3.13.1 Unveréandertes BACE Proteinlevel und Aktivitat im Hirnhomogenat

Um diese erzielten Ergebnisse zu bestatigen, wurde die Zucht der ATG5(/x.
Camk2a Tiere aufgenommen. Das Hirnhomogenat von 3 Monate alten Tamoxi-
fen-induzierbare ATG5 wt und ATG5 homozygoten ko Mausen, wurden in ei-

nem quantitativen Western blot eingesetzt. Die Proteinmenge von ATG5 war
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nach Normalisierung mit B-Actin als interne Ladekontrolle in den ko Tieren um
ca. 40 % reduziert (Abb.21 A; t-Test; n>5 pro Gruppe).
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Abbildung 21: Unverandertes BACE Proteinlevel und Sekretasen-Aktivitat nach ATG5 ko.
Mittels quantitativem Western blot wurden die Proteinlevel von ATG5 und BACE nach jeweiliger
Normalisierung gegen B-Actin in ATG5 wt und ATG5 ko M&ausen analysiert (A und B, t-Test
n>5). Zusatzlich wurde die Aktivitat der - und y-Sekretasen uberprift (C und D, two-way ANO-
VA gefolgt von Bonferroni post hoc Test zwischen den Genotypen; n>3). A und B: zeigen repra-
sentative Banden unterschiedlicher Abschnitte des gleichen Gels.

Nach der verifizierten Reduktion von ATG5 in den ATG5 homozygoten ko M&au-
sen, wurde ebenfalls mittels quantitativem Western blot das Proteinlevel von
BACE untersucht. Entgegen der in vivo erzielten Ergebnisse, war nach der Re-
duktion von ATGS5, also der genetischen Inhibition der Autophagie, das Protein-
level von BACE im Vergleich zu den wt Geschwistertieren unverandert (Abb.21
B; t-Test; n> 5). Dies ist vermutlich auf die unveranderte Expression von BACE
in nicht-neuronalen Zellen, wie Astrozyten und Mikroglia zuriickzufihren (Hao
et al., 2011). Des Weiteren wurde der Effekt einer Autophagieinhibition auf die
Aktivitat der B- und y-Sekretasen-Aktivitdt untersucht. Diese waren zwischen
den Genotypen unverdndert (Abb.21 C und D; two way ANOVA gefolgt von

Bonferroni post hoc Test zwischen den Genotypen; n>3).
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3.13.2 Negative Korrelation von BACE und ATG5 Proteinlevel in isolierten
Neuronen

Da die Hirnhomogenate ein Gemisch aus mehreren Zellpopulationen reprasen-
tieren, wurden E14-16 alten Embryonen des Stammes ATG5!¥)_CamK2a-
CreERT Neuronen isoliert und kultiviert. Um die Deletion von ATG5 einzuleiten,
wurde Tamoxifen in einer Konzentration von 800 nM in das Neurobasalkultur-
medium appliziert. Diese Neuronen wurden nach einer Deletionsdauer von 10 d
geerntet und mittels quantitativem Western blot abermals auf die Proteinlevel
von ATG5 und BACE hin untersucht. Die Normalisierung der Proteinbanden

erfolgte Uber a-Tubulin als interne Ladekontrolle.
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Abbildung 22: Negative Korrelation zwischen BACE- und ATG5-Proteinlevel in neurona-
ler Priméarkultur. Mittels quantitativem Western blot wurden die Proteinlevel von ATG5 und
BACE nach jeweiliger Normalisierung gegen a-Tubulin in ATG5 wt und ATG5 ko Neuronen
analysiert (A und B, t-Test; n>4). Zusatzlich wurde der Zusammenhang von ATG5 und BACE
Proteinlevel nach Pearson in Korrelation gesetzt (C, Pearson Correlation mit negativer Korrela-
tion von -0,754 und p=0,002). A und B: zeigen reprasentative Banden unterschiedlicher Ab-

schnitte des jeweiligen gleichen Gels.
Die Auswertung des ATG5 Proteinlevels verdeutlichte, die nach Genotypisie-
rung erlangten Resultate, dass unter den Embryonen sowohl ATG5 wt, als auch

ATG5 homozygote ko Genotypen vorhanden waren. In diesen Zelllysaten wur-
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de ebenfalls das Proteinlevel von BACE untersucht. Dieses Experiment wurde
drei Mal unabhangig voneinander wiederholt. Reprasentative Proteinbanden
eines Experimentes sind in Abb. 22 dargestellt (Abb.22 A und B; t-Test; n>4 pro
Gruppe). Die Analysen zeigen, dass nach Reduktion von ATG5 durch Tamoxi-
fen Applikation in das Kulturmedium, das Proteinlevel von BACE im Vergleich
zu den Tieren mit hohem bzw. normalem ATG5 Proteinlevel signifikant ansteigt.
Dieser Zusammenhang, zwischen ATG5 und BACE Proteinlevel, wurde nach
Pearson in Korrelation gesetzt und zeigt eine negative Korrelation von hoher
Starke zwischen ATG5 und BACE Proteinlevel (Abb.22 C; Korrelation nach
Pearson; n=13). Je hoher das detektierte ATG5 Proteinlevel in den kultivierten
Neuronen, desto geringer ist das zu detektierende BACE Proteinlevel. Das be-

deutet, eine hohe Autophagie Aktivitat begunstigt die Degradation von BACE.

3.14 p38a-MAPK kd reduziert BACE Glykosylierung und MGAT3 Phospho-
rylierung

Nach der Beobachtung, dass die Autophagie die BACE Degradation verstarkt,
wurde untersucht, ob andere molekulare Mechanismen existieren, welche den
Abbau von BACE beeinflussen. Da von BACE bereits bekannt ist, dass es nach
fehlender Glykosylierung als instabile Proteinform in den Lysosomen abgebaut
wird, stellte sich die Frage, ob in den kd Zellen fir p38a-MAPK die Glykosylie-
rung von BACE verandert ist und falls ja, ob das Enzym, welches fur die Glyko-
sylierung selbst verantwortlich ist, eine verdnderten Phosphorylierungsstatus
aufweist. Zunachst wurden neuronale Primarkulturen fir 16 h mit 30 uM des
p38-Inhbitors SB203580 inkubiert und anschiel3end in einem qualitativen Wes-
tern blot eingesetzt. Dabei wurde ein Glykosylierungs-Shift der BACE-Bande
beobachtet (Abb.23 A). Die glykosylierte Form von BACE, der unbehandelten
Neurone, durchlauft das SDS-PAGE schneller, als die Neurone nach p38 Inhibi-
tion. Dies bedeutet, dass nach Inhibition von p38 vermehrt die unglykosylierte
Form (groBeren Molekulargewichts (Kizuka et al., 2015a)) von BACE detektiert
wird und daher p38-MAPK den Glykosylierungsvorgang selbst beeinflusst. Um
dies zu verifizieren, wurden Pellets von p38a-MAPK kd-ct, kd709 und kd509
SHSY5Y Zellen geerntet und lysiert. Aus dem Zelllysat wurde nach einem pre-
clearing mit den zu verwendenden Protein G magnetischen Kiigelchen, entwe-

der BACE oder Threonin in einem pull down-Assay konzentriert und das isolier-
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te Protein der unterschiedlichen Zelllinien in einem quantitativen Western blot
analysiert. Um zu testen, ob die Glykosylierung von BACE nach kd von p38a-
MAPK verandert ist, wurde der Antikbrper gegen Lektin/GSLII verwendet. Die-
ser bindet an den Zuckerrest Bisecting GIcNAc, welcher wiederum nach Glyko-
sylierung durch MGAT3 an BACE gebunden ist, und gibt somit Ruckschluss
Uber den Glykosylierungsstatus von BACE. Da das BACE Proteinlevel in den
kd709 oder kd509 Zellen im Vergleich zu den kd-ct Zellen reduziert ist, ist auch
eine reduzierte Menge an GSLII nach BACE pull down zu erwarten. Deshalb

muss das GSLII Proteinlevel Uiber das BACE Proteinlevel normalisiert werden.
A B C
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Abbildung 23: Vermindertes GSLII Proteinlevel und MGAT3 Phosphorylierung nach p38a-
MAPK kd. Nach Inhibition von p38-MAPK (SB203580) in neuronalen Primarkulturen, wird vor
allem die unglykosylierte Form von BACE im qualitativen Western blot detektiert (A). Die Lysate
von p38a-MAPK kd-ct, kd709 und kd509 Zellen wurden einem pull down mittels BACE unterzo-
gen und nach Western blot die Proteinmenge von GSLII nach Normalisierung gegen das BACE
Proteinlevel ermittelt (B one way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test n>3). Des Weite-
ren wurden Zelllysate dieser Zelllinien einem Threonin pull down unterzogen und nach Western
blot die Proteinmenge von MGAT3 ermittelt (C, one way ANOVA gefolgt von Tukey post hoc
Test; n=4). A und B: zeigen reprasentative Banden unterschiedlicher Gelabschnittte.

Die kd-ct Zellen wiesen dabei ein bis zu 30 % héheres Proteinlevel an GSLII auf
als die kd709 oder kd509 Zellen (Abb.23 B, one way ANOVA gefolgt von Bon-
ferroni post hoc Test; n>3). Der NetPhosK 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/

services/NetPhosK/) und die humane Sequenz von MGAT3 mit der UniProt Zu-

griffsnummer Q09327 wurden verwendet, um potentielle Phosphorylierungsstel-
len hervorsagen zu kénnen. Diese Recherchen belegen, dass MGAT3 theore-
tisch von p38a-MAPK uber Threonin an Stelle 261 phosphoryliert werden kann.

Nach Threonin pull down wurde das Proteinlevel von MAGT3 in den p38a-
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MAPK kd und ct Zellen verglichen. Dieses war in den kd-ct um 100 % erhoht
(Abb.23 C, one way ANOVA gefolgt von Tukey post hoc Test; n=4).

3.15 MGAT3 kd mittels CRISPR/Cas9-Methode reduziert BACE Protein-
menge

Zunachst wurde mittels der CRISPR/Cas9-Methode MGAT3 in SHSY5Y Zellen
reduziert. Dazu wurde das Kontrollkonstrukt kd-ct, die beiden Konstrukte die
sich gegen die MGAT3 Sequenz richten, kdT1 und kdT2 mittels des CRISPR
/ICAs9/CD4-positiven Vektors in SHSY5Y Zellen transfiziert. Die Transfektions-
stabilitdt wurde mehrfach mittels quantitativem Western blot und FACS Analy-
sen (Daten nicht gezeigt) Uberprift. Dabei zeigte sich, dass die transfizierten
Zellen die Konstrukte fur den MGAT3 kd nach einigen Tagen nicht mehr expri-
mierten bzw. die nicht-transfizierten, die transfizierten Zellen Uberwuchsen.
Deshalb wurde eine Co-Transfektion der Konstrukte kd-ct, kdT1 bzw. kdT2 und
einem Vektor der die Resistenz fur das Antibiotika Hygromycin und rote Fluo-
reszenzprotein DsRed beherbergt in einem Verhéltnis 4:1 in die SHSY5Y Zellen
transfiziert. Sind die Zellen DsRed-Hygromycin positiv, ist die Wahrscheinlich-
keit grof3, dass sie auch positiv fir die CRISPR-vermittelte MGAT3 kd Transfek-
tion sind. Der Vorteil dieses Versuchsansatzes ist, dass die Zellen direkt von
Beginn an mit Hygromycin selektiert werden kdnnen. Nach Selektion der posi-
tiv-transfizierten Zellen mittels Hygromycin, wurden die CRISPR/CAS9/CD4-
positiven Zellen tUber CD4-gekoppelte Magnetkugeln isoliert und konzentriert.
Ein Teil dieser Zellen wurde weiter in Kultur genommen, um die Zellen fur den
Einsatz in dem quantitativen Western blot zu ernten. Der andere Teil wurde ei-
ner CD4 Farbung unterzogen und die Zellen mittels FACS-Messungen analy-
siert. Mittels quantitativem Western blot konnte eine signifikante Reduktion von
MGAT3, um bis zu 50 % fir die kdT1 und bis zu 60 % fir die kdT2 Zellen ge-
genuber den kd-ct Zellen, ermittelt werden (Abb.24 A; one way ANOVA gefolgt
von Tukey post hoc Test; n=4).
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Abbildung 24: Vermindertes BACE Proteinlevel nach MGAT3 kd. Die Zelllysate von kd-ct,
kdT1 und kdT2 fur MGAT3 wurden mittels quantitativen Western blot und Normalisierung tber
a-Tubulin, hinsichtlich des MGAT3 und BACE Proteinlevels untersucht (A und B; one way A-
NOVA gefolgt von Tukey post hoc Test; n=4). Des Weiteren wurden die Zellen mit einem an
PerCP-gekoppelten CD4 Antikorpers bzw. einer entsprechenden Isotypkontrolle fluoreszenzge-
farbt und mittels FACS der Transfektionserfolg vermessen (C-E). A und B: zeigen représentati-
ve Banden unterschiedlicher Abschnitte des jeweils gleichen Gels.

Wie erwartet war das BACE Proteinlevel, nach Normalisierung uber a-Tubulin,
in den kdT1 und den kdT2 Zellen signifikant reduziert gegentber den kd-ct Zel-
len (Abb.24 B; one way ANOVA gefolgt von Tukey post hoc Test; n=4). Des
Weiteren wurden die kd-ct, kdT1 und kdT2 Zellen mittels eines humanen CD4
Antikorpers bzw. der entsprechenden Isotypkontrolle, jeweils gekoppelt an ei-
nen PerCP fluoreszenten Sekundarantikdrper, gefarbt und die Zellen mittels
FACS vermessen (Abb.24 C-E). Zunachst wurden ungefarbte Zellen verwendet,
um den forward- und sideward scatter einzustellen. AnschlieRend wurden die

mittels der Isotypkontrolle gefarbten Zellen vermessen, um diesen Wert als Hin-
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tergrundsfarbung zu definieren. Nun wurde ein Vier-Quadranten (Q)-Gate ge-
setzt, welches in Q2 die CD4 positiven Zellen, in Q2 die gewlnschte Population
der CD4 und DsRed-positiven Zellen, in Q3 die ungefarbten Zellen und in Q4
die DsRed-positiven Zellen alleine anzeigt. Nach diesen festgelegten Parame-
tern wurden die CD4 angefarbten Zellen vermessen, wobei kd-ct und kdT2 ei-
nen deutlichen Anstieg der CD4 und DsRed-positiven Zellen in Q2 vorweisen.
Fur diese beiden Zelllinien liegt der Transfektionserfolg bei ca. 73 % (C und D).
Hingegen war die Transfektion fur kd-T1 weniger erfolgreich, denn die Anzahl
der CD4-DsRed-positiven Zellen betrug bei der Transfektionskontrolle mittels
FACS-Farbung nur ca. 33 %. Aus diesen Grunden wurde fur die nachfolgenden
Experimente lediglich die starkeren MGAT3 kdT2 Zellen verwendet und die
Stabilitat der Transfektion mittels mikroskopischer Sichtkontrolle der Fluores-
zenz (siehe dazu Anhang Abb. 32) und quantitativem Western blot gegen
MGAT3 Uberpruft.

3.16 MGAT3 kd hebt die Reduktion des BACE Proteinlevels nach p38a-
MAPK kd auf

Der kd von p38a-MAPK erzeugt eine Reduktion des BACE Proteinlevels. In wie
weit dies mit der Aktivitat, also der Phosphorylierung von MGAT3 Uber p38a-
MAPK zusammenhangt, soll in dem nachfolgenden Versuch analysiert werden.
Wenn p38a-MAPK die Degradation von BACE ausschlief3lich tber die Phos-
phorylierung von MGAT3 steuert, ware anzunehmen, dass in den Zellen mit
Defizienz fur MGATS3, den kdT2 Zellen, der kd von p38a-MAPK keine Reduktion
des BACE-Proteinlevels mehr evozieren kann. Deshalb wurde nach erfolgrei-
cher Etablierung des MGAT3 kd in SHSY5Y Zellen (Abb.25 A, t-Test; n=21), die
kd-ct und kdT2 Zellen zusatzlich mit dem Kontrollkonstrukt fiir p38a-MAPK kd
(kd-ct) und den kd-Konstrukten kd709 und kd509 transfiziert. Der erfolgreiche
kd von p38a-MAPK jeweils in den MGAT3 kd-ct und den MGAT3 kd-T2 Zellen
wurde mittels quantitativem Western blot Uberprift (Abb.25 B, one way ANOVA
gefolgt von Bonferroni post hoc Test; n>5). Die Intensitaten der Banden fir p38
wurden dazu mittels a-Tubulin als interner Ladekontrolle normalisiert und so-
wohl MGAT3 kd-ct als auch MGAT3 kd-T2 zeigen eine starkere kd-Effizienz fur
das Konstrukt kd509, welches in einer Reduktion an p38a-MAPK von bis zu
50 % fiur die MGAT3 kd-ct und bis zu 65 % fur die MGAT3 kd-T1 Zellen resul-
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tiert. Die Detektion des Proteinlevels von BACE fand mittels quantitativem Wes-
tern blot nach kd von p38a-MAPK in dem MGAT3 transfizierten Zellen statt.
Verglichen wurde BACE zum einen nach p38a-MAPK kd in den MGAT3 kd-ct
Zellen und zum anderen in den MGAT3 kd-T2 Zellen, nach Normalisierung ge-
gen a-Tubulin (Abb.25 C, one way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc
Test; n>5). Diese Analyse zeigte erwartungsgemal3, eine deutliche Reduktion
des BACE Proteinlevels von bis zu 47 % fir die MGAT3 kd-ct-kd509 Zellen ge-
genuber den MGAT3 kd-ct-kd-ct Zellen, nach Reduktion von p38a-MAPK. Inte-
ressanterweise stieg in den MGAT3 kd-T2 Zellen das Proteinlevel von BACE
nach p38a-MAPK Reduktion an. Dieser Anstieg im BACE Proteinlevel betrug in
den MGAT3 kd-T2 Zellen mit dem kd709 Konstrukt fir p38a-MAPK, welcher
eine Reduktion von ca. 40 % erreichte, einen statistisch vernachlassigbaren
Wert. Hingegen weist der effizientere kd von p38a-MAPK mit dem Konstrukt
509, mit einer Reduktion von p38a-MAPK um ca. 65 %, einen Anstieg des

BACE Proteinlevels um ca. 40 % auf.
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Abbildung 25: Erhdhtes BACE Proteinlevel in MGAT3 kd-T2 nach p38a-MAPK kd. Mittels
quantitativem Western blot wurde das Proteinlevel von MGAT3 in den kd-ct und den kdT2 Zel-
len Uberprift (A, t-Test; n=21). Nach erfolgreicher Reduktion, wurden beide Zelllinien mit den
Kontrollkonstrukt fir p38a-MAPK (kd-ct) und den beiden kd Konstrukten kd709 und kd509
transfiziert. Die erfolgreiche Reduktion von p38a-MAPK wurde ebenfalls mittels quantitativem
Western blot Gberpriift (B one way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test; n>5). An-
schlieBend wurde das BACE Proteinlevel in allen sechs unterschiedlichen Zelllinien tUberprift
(C, one way ANOVA gefolgt von Bonferroni post hoc Test; n>5). A-C: zeigen reprasentative
Banden unterschiedlicher Abschnitte des jeweils gleichen Gels.

3.17 Inhibition der Autophagie nach MGAT3 kd erhdht BACE Proteinlevel

Um den Effekt der Autophagie, im Zusammenhang mit der Glykosylierung, auf
die BACE Degradation zu analysieren, wurde die Autophagie schlie3lich in
MGATS3 kd Zellen inhibiert. Ob eine Inhibition der Autophagie das BACE Pro-
teinlevel auch in den MGAT3 kd-T2 Zellen beeinflusst, also ob sich beide Me-
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chanismen gegenseitig beeinflussen oder unabhéngig voneinander agieren,
wurden in diesen beiden Zelllinien analysiert. Dazu wurden die Zellen mit 1 mM
3MA im Kulturmedium fiir 16 h inkubiert. Das Proteinlevel von BACE wurde mit-
tels quantitativem Western blot nach kd von MGAT3, mit und ohne 3MA Be-
handlung, sowie in kd-ct Zelllysaten nach Normalisierung gegen B-Actin ermit-
telt (Abb.26 A und B, t-Test; n>7). Diese Analyse zeigt in den MGAT3 kd-ct Zel-
len, nach Applikation von 3MA, wie erwartet ein bis zu 80 % gesteigertes BACE
Proteinlevel. Interessanterweise konnte nach 3MA Applikation das BACE Pro-
teinlevel ebenfalls in den kd-T2 Zellen um 60 % gesteigert werden. Trotz ver-
minderter Glykosylierung wird BACE in seiner instabilen Form nicht mehr so
schnell abgebaut, was eine Beteiligung der Autophagie bei der BACE Degrada-
tion bestatigt.

MGAT3: _ kd-ctr kd-T2
- 3MA +3MA - 3MA +3MA
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B-Actin i

<0.001
p=0.029

p=0.023
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Abbildung 26: Autophagieinhibition erhoht BACE Proteinlevel nach MGAT3 kd. Mittels
quantitativem Western blot wurde das Proteinlevel von BACE in den kd-ct und den kd-T2 Zellen
mit und ohne Zugabe von 1 mM 3MA uber 16 h tUberprift (A und B, t-Test; n>7). A: zeigt repra-
sentative Banden unterschiedlicher Abschnitte des jeweils gleichen Gels.

BACE/B-Actin

3.18 Verbesserte kognitive Leistung nach p38a-MAPK Deletion in Tau'
Mausen

Um den Effekt einer neuronalen p38a-MAPK Deletion auf das zweite AD-
typische Charakteristikum, namlich die NFTs, zu uberpriifen, wurden Tau'
Mause mit p38/°¥°®) Mausen verpaart und wie bereits in Kapitel 2.3.1 beschrie-

ben die kognitive Leistung evaluiert. Wie zu erwarten war, konnte eine neurona-
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le p38a-MAPK Deletion die Latenzzeit (A) und die Schwimmdistanz (B) bei glei-
cher Geschwindigkeit zwischen den Genotypen (C) wéhrend den Testtagen
signifikant verringern (Abb.27 A-C; two way ANOVA gefolgt von Bonferroni post
hoc Test zwischen den Genotypen; n>8). Auch am Testtag zeigten die Tau"
p38a-MAPK ko Tiere eine bessere Gedéachtnisleistung (Abb.27 D-G; t-Test;
n>8) in Form von geringerer Latenzzeit (D), hoherer Plattform-Frequenz (E) und
—Aufenthaltsdauer (F). Die neuronale Reduktion von p38a-MAPK betrug bei
diesen Tieren > 70 % gegeniber ihren Tau® p38a-MAPK wt Geschwistern
(Abb.27 G, t-Test; n>8).
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Abbildung 27: Verbesserte Lern-und Gedachtnisleistung in Tau' p38a-MAPK ko Mausen.
Die Latenzzeit zum Auffinden der Plattform (A) die zurlickgelegte Distanz (B) und die
Schwimmgeschwindigkeit (C) wurden uiber die Trainingstage 1-6 hinweg fiir Tau" p38a-MAPK
ko Mause sowie Tau® p38a-MAPK wt Méuse ermittelt (A-C, two way ANOVA gefolgt von Bon-
ferroni post hoc Test mit * p <0,05, ** p <0,01 und *** p <0,001; n> 8). Des Weiteren wurde die
Gedachtnisleistung am Testtag in Form von Latenzzeit (D), Plattform-Frequenz (E) und -
Aufenthaltsdauer (F) evaluiert (D-F, t-Test; * p <0,05, ** p <0,01 und *** p <0,001; n >8). Die
Hirnhomogenate beider Genotypen wurden in einen quantitativem Western blot eingesetzt (G)
und das Proteinlevel von p38 detektiert (G, t-Test ***p<0,001; n>8). G: zeigt reprasentative
Banden unterschiedlicher Abschnitte des gleichen Gels.

3.19 Deletion von p38a-MAPK verbessert die synaptische Integritat in
Tau' Mausen

Mittels quantitativem Western blot wurde der Proteingehalt von den typischen
pra- und postsynaptischen Markerproteinen (1) Munc, (2) SNAP, (3) SYN und
(4) PSD in 9 Monate alten Tau'® p38a-MAPK wt bzw. ko M&ausen quantifiziert:
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Munc, SYN und PSD waren, nach Normalisierung uber B-Actin bzw. a-Tubulin,
in den Tau'® p38a-MAPK ko M&usen, im Vergleich zu ihren Tau® p38a-MAPK
wt Geschwistern, signifikant erhéht. Fir das Proteinlevel von SNAP konnte kei-

ne signifikante Veranderung festgestellt werden (Abb.28 A-D; t-Test; n>5 pro

Gruppe).
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Abbildung 28: p38a-MAPK ko erhoht synaptische Markerproteine in Tau'® Mausen. Munc,
SNAP, SYN und PSD wurden in den Hirnhomogenaten mittels quantitativem Western blot ana-
lysiert. Dazu wurde das Proteinlevel dieser synaptische Strukturproteine mittels p-Actin bzw.a-
Tubulin normalisiert und zwischen Tau'" p38a-MAPK wt und ko Geschwistern verglichen (A-D,
t-Test; n>5 pro Gruppe). A-D: zeigen reprasentative Banden unterschiedlicher Abschnitte des

jeweils gleichen Gels.

3.20 Deletion von p38a-MAPK reduziert Proteinmenge von pTau in Tau"
Mausen

Die p38-MAPK ist fur die Phosphorylierung von Tau bekannt. Daher wurde der
Effekt einer neuronalen Deletion von p38a-MAPK auf den Phosphorlylierungs-
status von Tau, in Form von pTau, in dem Tau'°-Mausmodell untersucht. Dazu
wurde das Maushirnhomogenat nach einem Dichtezentrifugationsprogramm in
die RAB, RIPA und FA Fraktion aufgetrennt. Dabei beinhaltet vor allem die FA-
Fraktion die hyperphosphorylierte, aggregierte Form von Tau. Mittels quantitati-
vem Western blot der jeweiligen Fraktionen und unter Verwendung des huma-
nen pTau Antikdrpers und des humanen Tau Antikorpers, wurde das Proteinle-
vel von pTau, nach Normalisierung gegen Tau, zwischen den Tau'® p38a-MAPK
wt und den Tau' p38a-MAPK ko Mé&usen verglichen. Wie erwartet, konnte die
neuronale Deletion von p38a-MAPK die Proteinmenge des phosphorylierten
Tau Proteins (pTau) verringern. In der RAB Fraktion erreichte diese Verringe-
rung zwar keine statistische Signifikanz (Abb.29 A; t-Test p>0,05), allerdings
beinhaltet diese Fraktion vermutlich vermehrt die physiologische, unaggregierte

Form von Tau. Zum einen wurde die pTau Intensitat zwischen beiden Genoty-
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pen analysiert und zum anderen das pTau Proteinlevel tGiber das Tau Proteinle-
vel normalisiert. Fur die RIPA und die FA Fraktion erreichte die Reduktion von
pTau nach neuronaler Deletion von p38a-MAPK nach beiden Analyseverfahren
statistische Signifikanz (Abb.29 B und C; RIPA Fraktion: Reduktion der Tau In-
tensitat um 69 % und des Verhaltnisses pTau/Tau um 75 %; FA Fraktion: Re-
duktion der Tau Intensitat um 95 % und des Verhaltnisses pTau/Tau um 40 %).
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Abbildung 29: p38a-MAPK ko reduziert Proteinlevel von pTAU in Tau'® Mausen. Die phos-
phorylierte Form von Tau (pTau) und Tau wurden in den Hirnhomogenaten mittels quantitati-
vem Western blot nach Separation der Fraktionen RAB, RIPA und FA, analysiert. Dazu wurde
das Proteinlevel von Tau unter den Tau" p38a-MAPK wt und p38a-MAPK ko Mausen, sowie
pTau nach Normalisierung Uber Tau zwischen diesen Genotypen verglichen (A-C, t-Test; n>4
pro Gruppe). A-C: zeigen reprasentative Banden unterschiedlicher Abschnitte des jeweils glei-
chen Gels.

In der RIPA-Fraktion scheint das Proteinlevel an Tau zwischen beiden Genoty-
pen vergleichbar und die Wahl der Analysemethode hat keinen Einfluss auf die
Starke der Reduktion von pTau im p38a-MAPK ko. In der FA Fraktion hingegen
ist das Level an pTau im p38a-MAPK ko schwer nachzuweisen und auch das
Proteinlevel von Tau ist gegenluber dem, der p38a-MAPK wt Tiere stark redu-
ziert. Da in der FA Fraktion fast nur aggregiertes, also hyperphosphoryliertes
Tau vorliegt ist die Reduktion in den Tau'® p38a-MAPK ko Mé&usen beim Ver-
gleich der pTau Intensitaten sehr viel starker, als wenn das pTau Proteinlevel

gegen das Proteinlevel von Tau normalisiert wird.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von p38a-MAPK in der AD-Pathogenese
aufzuklaren und zu Uberprifen, ob die Deletion von p38a-MAPK direkten Ein-
fluss auf BACE nimmt und falls ja, welche Prozesse involviert sind und welche

molekularen Mechanismen dabei zugrunde liegen.

4.1 Modellsysteme und Versuchsgruppen

Die Untersuchungen in vitro wurden in SHSY5Y Zellen durchgefuhrt. Diese Zell-
linie ist ein etabliertes neuronales Zellsystem, um spezifische Prozesse zu un-
tersuchen. In den in vitro Experimenten wurde der p38-MAPK-Inhibitor
SB203580 eingesetzt, der sowohl die a-als auch die B-Untereinheit hemmt. Al-
lerdings muss beachtet werden, dass gerade die a-Untereinheit vermehrt von
Neuronen exprimiert wird und daher der Effekt der B-Untereinheit wohl eher
vernachlassigbar ist. Grundlage aller, die AB-vermittelte AD-Pathogenese be-
treffenden, durchgefiihrten in vivo Experimente waren APP/PS1" Mause bzw.
APP/PS1" Geschwistertiere als Kontrollgruppe fir die Kognitivtests, mit und
ohne Deletion von p38a-MAPK. Die Tiere dienten als Modell der AD. Unter-
sucht wurden zwei Altersstufen. In 4 Monate alten APP/PS1" p38a-MAPK hete-
rozygoten ko Tieren konnten zunachst grundlegende molekulare Prozessver-
anderungen festgestellt werden und in den &lteren 9 Monate alten APP/PS1'
p38a-MAPK homozygoten ko Mausen zusatzlich die Kontinuitat der p38a-
MAPK-induzierten Effekte, sowie das Lernverhalten und die Gedachtnisleistung
uberpraft werden. Dadurch lie3en sich die Auswirkungen der genetischen Re-
duktion von p38a-MAPK auf die AD-Pathologie analysieren. Allerdings imitieren
die APP/PS1"9 M&ause den Morbus Alzheimer nicht ganzheitlich. So bildeten
diese Mause keine NFT aus (Chishti et al., 2001) und es ist keine AD typische
Hirnatrophie zu beobachten. Deshalb wurde der Effekt einer genetischen p38a-
MAPK Deletion auf das zweite typische Charakteristikum, ndmlich die NFTs,
zusatzlich in den Tau' Mausen untersucht. Allerdings sind das AD-Mausmodell
und das Tau-Mausmodell zwei voneinander separierte Modellsysteme, die in
AD-Patienten hingegen ab einem gewissen Krankheitsstadium co-existieren.
Zusatzlich muss berlcksichtigt werden, dass Ergebnisse auch Spezies abhan-

gig sein kénnen, sodass die Translation der gewonnenen Ergebnisse nur unter
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Vorbehalt von einem Mausmodell auf den Menschen Ubertragen werden kann.
Daruiber hinaus gibt es aktuell ein neues AD-Mausmodell, in dem nicht das
murine APP Uberexprimiert wird, sondern ein knock-in Modell, indem das hu-
mane APP unter dem murinen Promoter exprimiert wird (Saito et al., 2014).
Dies ist eine bessere Anndherung an die AD-Pathogenese im Menschen und
bereits erzielte Ergebnisse auf dem Gebiet der AD-Forschung werden patrtiell in

dem neuen knock-in Modell verifiziert werden missen.

4.2 Stand der Forschung und Hypothesenentwicklung

Das neurotoxische Molekul AB, welches durch sequentielle Prozessierung uber
B- und y-Sekretase synthetisiert wird (Vassar et al., 2014), schadigt Neurone
und induziert zerebrale Inflammation (Mucke, Selkoe, 2012; Wyss-Coray,
Rogers, 2012). Mikroglial aktivierte Inflammation korreliert mit dem Voranschrei-
ten der Krankheit in AD-Patienten (Cagnin et al., 2001a; Edison et al., 2008b).
Die p38-MAPK, welche auf inflammatorische Stimuli, sowie oxidativen Stress
reagiert, ist im AD-Hirn aktiviert (Hensley et al., 1999b; Sun et al., 2003a) und
vermittelt die AB-induzierte Inflammation in Mikrogliakulturen (Bachstetter et al.,
2011). Studien favorisieren die Hypothese, dass eine Inhibition von p38a-MAPK
die AD-Pathogenese verzogert. Zum Beispiel konnte nach oraler Applikation
eines p38a-MAPK Inhibitors die Neuroinflammation und die synaptische Dys-
funktion erfolgreich in APP' Mausen reduziert werden (Munoz et al., 2007;
Alam, 2015). Allerdings blieb der Effekt von p38a-MAPK auf die AB-Pathologie
bisher unerforscht. Zahlreiche Bindungsstellen fur inflammatorische und oxida-
tive Stimuli-getriggerte Transkriptionsaktivatoren wie AP1, AP2, NF-kB, STAT1
und SP1, wurden in der Promoter Region des bace Gens identifiziert, was ver-
muten lasst, dass Neuroinflammation die BACE Expression erhdhen kann
(Christensen et al., 2004; Ge et al., 2004; Sastre et al., 2006; He et al., 2007).
Gesteigerte BACE Proteinexpression und Aktivitat wurde in Fallen mit sporadi-
scher AD (Yang et al., 2003) und wahrend Alterungsprozessen (Fukumoto et
al., 2004) beobachtet. Die Hochregulierung von BACE fihrt zu erhdhter AB-
Generation, was zu einem BACE-gesttltzten schadlichen Zyklus und der AD-
Pathogenese fuhrt (Chami, Checler, 2012). Die BACE Enzymaktivitat kann
durch ein proinflammatorisches Milieu verstarkt werden und die p38a-MAPK

leitet als Stresskinase die Transkription von proinflammatorischen Molekilen
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ein und ist zudem im AD-Hirn stark erhoht. Daher stellt sich die Frage, ob p38a-
MAPK das Schlusselmolekdl, in dem sich selbst verstarkenden neurotoxischen
AB-BACE-Zyklus, ist. Aufgrund dieser Beobachtungen formulierte sich folgende
Arbeitshypothese ,Die neuronale Deletion der p38a-MAPK kann diesen toxi-
schen feedforward Zyklus regulieren und dadurch die ApB-induzierte AD-

Pathogenese verandern®.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Diese hier vorgelegte Studie zeigt, dass eine partielle neuronale Deletion via
heterozygotem bzw. homozygotem ko oder kd einer der Inflammations-
sensitiven Kinasen, namlich der p38a-MAPK, die AB-Synthese und den zereb-
ralen AB-Gehalt, durch Forderung der Makrorautophagie (hier weiter als Auto-
phagie bezeichnet) mit assoziierter BACE Degradation und durch verminderte
Glykosylierung reduziert. Eine erhéhte Autophagie nach Inhibition von p38a-
MAPK wurde zwischenzeitlich durch Guo und Kollegen in vitro bestatigt (Guo et
al., 2016). Interessanterweise ist hingegen die Genexpression von bace in den
APP/PS1Y9 p38a-MAPK Mé&usen erhoht. Dies lasst auf einen kompensatori-
schen Versuch der Neurone schlieRen, die erhohte BACE Degradation auszu-
gleichen, um die physiologischen Funktionen von BACE wie beispielsweise die
Myelinisierung zu erhalten. Zusatzlich begunstigt eine neuronale Reduktion von
p38a-MAPK die BACE Aktivitatsminderung, erhdht synaptische Plastizitat und
zerebrale Wachstumsfaktoren bei gleichzeitiger Verringerung von Apoptose und
des proinflammatorischen Expressionsprofils. Der Effekt auf das BACE Protein-
level und die Sekretasen-Aktivitat ist dabei in APP/PS1" Mausen deutlicher als
in den APP/PS1™ Geschwistern zu beobachten. Zudem verstarkt die Reduktion
von p38a-MAPK die Autophagie in vitro und in vivo. Nach Kontrollexperimenten
in ATG5() Tieren hinsichtlich des BACE Proteinlevels und der B- und vy-
Sekretasen-Aktivitat, konnten zuné&chst keine Veranderungen festgestellt wer-
den. Allerdings werden bei der Praparation vom Gesamthirn als Zelllysat auch
die nicht neuronale Zellen wie Mikroglia und Astrozyten mit in die Analysen ein-
bezogen, welche beide p38-MAPK exprimieren. Daher wurde zusatzlich die
Praparation embryonaler Neuronen durchgefuhrt. Dieses Modellsystem weil3t
eine rein-neuronale Zellpopulation auf und konnte die Hypothese, dass BACE
durch erhdhte Autophagie degradiert wird und folglich bei Autophagieinhibition
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unverandert in der Zelle vorliegt, bestatigen. Autophagie gilt als zellularer kata-
bolischer Mechanismus durch welchen tberschiussige oder fehlgefaltete Protei-
ne und Organellkomponenten durch die lysosomale Maschinerie degradiert
werden (Nixon, 2013). Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass die Autopha-
gie in AD beeintrachtigt ist (Nixon et al., 2005; Yang et al., 2011; Peric, Annaert,
2015). Histologische Analysen zeigen eine Akkumulation von Autophagosomen
und Autolysosomen in Neuronen im AD-Hirn (Boland et al., 2008). Diese Akku-
mulation autophagischer Vakuolen stellen potentiell Membranstrukturen bereit,
um AB zu generieren. Denn BACE schneidet APP und die Komponenten der y-
Sekretase sind in autophagischen Vakuolen angehauft (Yu et al., 2005). Eine
Inhibition von p38a-MAPK kann diese dysfunktionale Autophagie im AD-Hirn
beheben und des Weiteren, ist eine erhdhte Autophagie forderlich fur die De-
gradation von APP, sowie seinem C-terminalen Fragment C99 und von hyper-
phosphorylierten Tau Proteinen (Parr et al., 2012; Jo et al., 2014; Polito et al.,
2014). Wie p38a-MAPK die Autophagie reguliert ist jedoch unklar. p38-MAPK
inhibiert, nach Nahrungsentzug, die Autophagie durch Eingreifen an der Bin-
dung zwischen ATG9 und dem p38 Interaktionsprotein in HEK293 Zellen
(Webber, Tooze, 2010) und durch Phosphorylierung von ATG5 in Fibroblasten
und Makrophagen (Keil et al., 2013b). Des Weiteren vermittelt p38-MAPK die
durch Interferon-y oder oxidativen Stress-ausgeloste Autophagie in Makropha-
gen und Hela Zellen (Matsuzawa et al., 2012; Zhong et al., 2014). Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass der Effekt von p38a-MAPK auf die Autophagie Zell-
typ-spezifisch ist und zusatzlich von dem Stimuli selbst abhangt. In dem hier
etablierten neuronalen Zellmodell scheint die Inhibition von p38a-MAPK jedoch
die Degradation von BACE in den Lysosomen in Abhéngigkeit von ATG5 zu
beschleunigen. Mittels immunhistochemischer Farbung konnte nur eine schwa-
che Co-Lokalisation von BACE, mit autophagischen Vakuolen nachgewiesen
werden. Allerdings konnte dies auf eine Degradation des Epitops von BACE
zurlckzufuhren sein, wodurch im Abbauprozess von BACE dieses nicht mehr
Uber Epitop-Antikdrperbindung detektierbar ist. Konsequenterweise missen
Fragen, welche sich auf den BACE Transport zu den Autophagievakuolen unter
Reduktion von p38a-MAPK beziehen, gestellt werden. Fir den Transport von

BACE zur lysosomalen Degradation muss BACE durch seine zugehorigen
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Adapterproteine wie GGA1 und GGAS3, welche im AD-Hirn vermindert vorliegen
co-transportiert werden (Bonifacino, Traub, 2003; Kang et al., 2010; Tan, Evin,
2012). BACE weist ein saures Dieleucinmotiv (DXXLL) am C-Terminus auf.
Dieses bindet die VHS Domane der Adapterproteine. Diese Bindung wird durch
Phosphorylierung an Serin 498 in dem DXX(S)LL-Motiv verstarkt (Walter et al.,
2001; Kato et al., 2002). Allerdings verandert der kd von p38a-MAPK nicht die
Phosphorylierung von BACE, daher sollte in zukinftigen Experimenten geklart
werden, ob eine p38a-MAPK Defizienz die Phosphorylierung von GGA1 oder
GGAS3 und dadurch die GGAL1 bzw. GGA3-vermittelte Degradation von BACE
beeinflusst. Vorziige die Autophagie indirekt, wie beispielsweise durch neurona-
le Deletion von p38a-MAPK, zu fordern bestehen darin, dass das Autophagie-
Lysosomen-System seine normale physiologische Form aufrechterhalten kann.
In einem AD-Mausmodell mit AB-Pathologie, konnte durch Erhéhen der lyso-
somalen Autophagie der AB-induzierte Phanotyp behoben werden (Yang et al.,
2011; Shoji-Kawata et al.,, 2013). Aktuelle Studien von Feng und Kollegen
(Feng et al., 2017) an corticalen wt Neuronen zeigen, dass nach Induktion von
Autophagie die Rekrutierung von BACE zum autophagischen Signalweg hin
begulnstigt wurde und der retrograde Transport von BACE von distalen Axonen
wurde verstarkt. Im Gegensatz zu unserer Studie konnte dieser Effekt nicht im
AD Modell nachgeahmt werden. In Neuronen, die das humane APP exprimie-
ren, war der Autophagie-induzierte BACE Abbau weitestgehend unterdriickt.
Wurde in diesen mutierten Neuronen Autophagie eingeleitet, wurde BACE in
autophagischen Vakuolen in distalen Axonen zurtickgehalten und die Synthese
von C99 begunstigt. Feng und Kollegen konnten den Defekt des retrograden
Transports in APP Neuronen durch Uberexpression von Snapin beheben.
Dadurch wurde BACE wieder per retrogradem Transport in den autophagischen
Vakuolen zu den Lysosomen im Zellsoma dirigiert und dort abgebaut. Snapin ist
an dem intrazellularen Transport von Proteinen von den spaten Endosomen zu
Lysosomen beteiligt und Phosphorylierung von Snapin durch die Leucin-reiche
Kinase 2 kann die Interaktion von Snapin und SNAP25 bei der Vesikelfusion
inhibieren (Yun et al., 2013). Dabei wird Snapin nach Phosphorylierung ein in-
aktiver Proteinstatus zugewiesen. Literatur Recherche mit dem NetPhosK 1.0

Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) belegte, dass Snapin theo-
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retisch an verschiedenen Theronin- und Serin-Stellen durch p38-MAPK phos-
phoryliert werden kann. Analysen mittels des Hefe-2-Hybrid —Systems belegen
sogar eine direkte Interaktion zwischen p38-MAPK und Snapin (Wang et al.,
2008). Daher konnte davon ausgegangen werden, dass p38a-MAPK Snapin in
AD-Mausen phosphoryliert, wodurch der retrograde Transport gehemmt wird.
BACE kann nun in den autophagischen Vakuolen akkumulieren und kann auf
genugend Membrankomponenten zurtickgreifen um APP zu C99 zu prozessie-
ren. In den AD-Mausen mit neuronaler Deletion von p38a-MAPK, wird Snapin
vermutlich deutlich weniger phosphoryliert. Das unphosphorylierte, also aktive
Snapin kann nun den retrograden Transport von BACE von distalen Axonen zu
den Lysosomen im Zellsoma hin verstarken, wo BACE degradiert und der toxi-
sche Zyklus zwischen BACE Aktivitat und AB schlief3lich unterbrochen wird.
Neben der Autophagie selbst, zeigen Studien von Kizuka und Kollegen, dass
eine post-translationale Veranderung an BACE durch MGATS3-Glykosylierung
den lysosomalen Abbau von BACE begunstigt (Kizuka et al., 2015a; Kizuka et
al., 2015b; Kizuka et al., 2016). In dieser hier vorgestellten Arbeit konnte ge-
zeigt werden, dass p38a-MAPK diese Glykosyltransferase MGAT3 phosphory-
liert und dadurch indirekt den BACE Glykosylierungsstand beeinflusst. In zu-
kinftigen Experimenten soll in Kooperation mit Kizuka und Kollegen in BACE
pull down Lysaten von p38a-MAPK kd-ct, kd709 und kd509 die N-Glykane zu-
satzlich per Massenspektrometrie analysiert werden. Andere Studien an Neu-
ro2a Zellen zeigen, unter Glukose Beschrankung, ebenfalls einen Zusammen-
hang von p38-MAPK und einer anderen Glykosyltransferase (Cheung, Hart,
2008). Dabei scheint p38-MAPK Uber sein C-terminales Ende mit dem Enzym
zu interagieren und es zu spezifischen Zielproteinen zu dirigieren. In diesem
Fall wird das Glykoprotein zu dem Neurofilament H transportiert, welches unter
Zuckerentzug glykosyliert wird. Interessanterweise, ist dabei eine erhdhte Los-
lichkeit der Neurofilamente zu beobachten, was in einer Instabilisierung des
neuronalen Zytoskellets fuhren kann. In AD ist der zerebrale Glukosespiegel
signifikant verringert (Frackowiak et al., 1981; Yamaguchi et al., 1997) und eine
permanente Instabilisierung der Axone kdnnte zusétzlich zu der sinkenden Neu-

ronendichte fuhren. p38-MAPK ist also bei vermindertem Glukosespiegel aktiv
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und konnte theoretisch tber Interaktion mit beiden Glykosyltransferasen zu der
AD-Pathologie beitragen.

Eine Defizienz an bestimmten Molekilen des angeborenen Immunsystems wie
CD14, TLR2, TLR4, MyD88, IRAK4, IKKB und TREM2 mildert in APP' Mausen
die Neuroinflammation und verlagert die mikrogliale Aktivierung von pro-
inflammatorischen zu anti-inflammatorischen Signalwegen. Dies wird wiederum
mit einer Reduktion des zerebralen AB-Gehalts und verbesserten kognitiven
Funktionen in AD Mausen assoziiert (Walter et al., 2007; Hao et al., 2011; Lim
et al.,, 2011; Cameron et al., 2012; Liu et al., 2012; Liu et al., 2014, Jay et al.,
2015). Dieser Effekt der verminderten AB-Synthese und der gemilderten kogni-
tiven Defizite, kann wie in dieser Studie gezeigt, ebenfalls durch Reduktion von
p38a-MAPK evoziert werden. Denn zum einen ist die p38-MAPK dem Signal-
weg der genannten Molekille und den entsprechenden Transkriptionsfaktoren
zwischengeschaltet und zum anderen reduziert eine Defizienz von p38-MAPK
die Synthese von AB welche wiederum neue Mikroglia aktivieren kénnen. Zu-
satzlich zeigen Genexpressionsanalysen nach p38a-MAPK ko neben erhéhten
Wachstumsfaktoren wie BDNF und IGF1, eine Reduktion der Mikroglia und pro-
inflammatorischen Molekulen. Aktuell zeigten Wu und Kollegen, dass zumindest
in mikroglialen Primérkulturen, lediglich das p38a Isoform und nicht 3 an der
Stimulation der Sezernierung von TNF-a, IL13 und IL6 beteiligt ist (Wu et al.,
2017). Zudem zeigt diese Studie, dass mikrogliale p383-MAPK im Gegensatz
zu p38a-MAPK von grofRer Bedeutung fur die CREB Phosphorylierung ist. Bei
Ubertragung dieser Ergebnisse auf Neuronen konnte dies erklaren, warum
CREB, obwohl als p38-MAPK Substrat bekannt, nach Deletion von p38a-MAPK
keine Anderungen im Phosphorylierungslevel aufweist und die befiirchteten
Nebeneffekte glucklicherweise ausbleiben. Bei AD und anderen neurodegene-
rativen Krankheiten wie der Parkinsonkrankheit ist das Proteinlevel von BDNF
signifikant vermindert (Phillips et al., 1991; Narisawa-Saito et al., 1996). Inte-
ressanterweise stellen Forschungsergebnisse von Murer und Kollegen einen
Zusammenhang zwischen BDNF-Abstinenz in Neuronen mit hyperphosphory-
liertem Tau her (Murer et al., 1999). Ein ko von p38a-MAPK verringert die Bil-
dung von NFT und erhéht gleichzeitig das BDNF-Level in gesunden Neuronen.

Insgesamt ist die synaptische Plastizitdt nach neuronalem ko von p38a-MAPK
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in den APP/PS1"“ und in den Tau'® Mausen deutlich verbessert. Denn nicht nur
die synaptischen Markerproteine sind erhoht, sondern auch die kognitiven Leis-
tungen sind signifikant verbessert. Die Gedachtnisleistung korreliert stark mit
Veranderungen der synaptischen Funktion, welche durch elektrophysiologische
Messungen quantifiziert werden kann. Eine, wie bei der AD vorkommende,
verminderte Langzeitpotentierung (LTP) ist mit verschlechterter synaptischen
Plastizitat, sowie Lern-und Gedéachtnisleistung assoziiert (zusammengefasst in
(Yan et al., 2016)) und A verstarkt zudem die Langzeitdepression (LTD). Dabei
wurde bereits gezeigt, dass eine p38-MAPK Inhibition die Ap-induzierte ver-
starkte LTD aufhebt (Chen et al., 2013). Da BDNF auch bei der Regulierung der
LTP, also der Aktionspotentialverstarkung an der Synapse, beteiligt ist (Korte et
al., 1995) und bei stark erhohtem Level, Uber die physiologische Norm hinaus,
unter Verdacht steht Epilepsie zu fordern (zusammengefasst in (Binder et al.,
2001)) ware es von grofRem Interesse elektrophysiologische Messungen in hip-
pocampalen Schnitten von APP/PS1" p38a-MAPK Mausen durchzufiihren.
Dadurch konnten Verschiebungen der synaptischen Stréme in einem Bereich
der Hyperaktivitat als potentielles Risiko einer p38a-MAPK Reduktion vorherge-
sagt oder vermutlich, da die Tiere keine Anzeichen von Epilepsie aufweisen,
ausgeschlossen und die verbesserte Gedachtnisleistung im Morris water maze
bestatigt werden. Neben BDNF ist auch IGF1 erhoht. Wird gealterten Ratten
IGF1 appliziert, sinkt das zerebrale AB-Level (Carro et al., 2002). Dieser Effekt
scheint durch TNF-a aufgehoben zu werden, sodass AB wieder akkumuliert.
Des Weiteren reguliert IGF1 die Phosphorylierung von Tau in vitro (Hong, Lee,
1997) und in vivo (Schubert et al., 2003), wobei es die Bindungsaffinitat von
Tau zu den Mikrotubuli starkt. Durch den ko von p38a-MAPK steigert sich also
das zerebrale Expressionslevel von IGF1, welches wiederum wie der ko von
p38a-MAPK selbst, beide pathogene Schlisselmolekiile der AD positiv beein-
flusst. Der Phanotyp der APP/PS1" p38a-MAPK wt Mausen entspricht aufgrund
des erhohten AB-Gehalts, der erhdhten B-Sekretasen-Aktivitat und der schlech-
ten kognitiven Gedachtnisleistung, dem von AD-Patienten. Ebenso korrelieren
die erhdohten Expressionsprofile der proinflammatorischen Molekile wie TNF-a,
IL1-B, und NOS2 der APP/PS1" p38a-MAPK wt Mausen mit der aus der Litera-
tur geschilderten AD-Pathogenese (Heneka et al., 2001; Colangelo et al., 2002;

112



Diskussion

Bonotis et al., 2008), wobei fur IL1- keine statistische Signifikanz erreicht wur-
de. Wie bereits in Abb. 6 dargestellt, kann AR die Mikroglia aktivieren. Diese
sezernieren unter anderem TNF-a und IL1-B, wodurch Gber p38-MAPK die neu-
ronale Apoptose eingeleitet wird. Die Menge von NOS2 korreliert mit dem Ap-
Gehalt in AD-Mausen und Patienten (Kummer et al., 2011). CCL2 wird nach
ApB-Stimulation der Mikroglia produziert (El Khoury et al., 2003), daher ware mit
einem signifikant erhdhten Expressionslevel in den APP/PS1" p38a-MAPK wt
Mausen zu rechnen gewesen. Da sich die p38a-MAPK Reduktion auf Neurone
beschrankt und durchaus AB-Plaques in den APP/PS1" p38a-MAPK ko Mé&u-
sen vorzuweisen sind, scheint der neuronale Effekt nicht auszureichen, um
CCL2 signifikant zu senken. Deshalb sollten die mikroglialen Effekte von p38-
MAPK auf die Ap-Pathologie ebenfalls untersucht werden. Arc ist im AD-Hirn
ebenfalls stark exprimiert und soll die y-Sekretase zu den Endosomen dirigie-
ren, wo schliel3lich C99 in AB prozessiert wird (Wu et al., 2011). Liegt also in
den APP/PS1" p38a-MAPK wt M&usen ein erhéhtes AB-Level vor, ist es mog-
lich, dass mehr Arc exprimiert wird, um den Transport der y-Sekretase zu den
frihen Endosomen zu gewéhrleisten. All diese Signalkaskaden scheinen sich
Uber mehrere Wege gegenseitig zu beeinflussen, wobei p38-MAPK als gemein-
samer Regulator zu fungieren scheint. Neben dem Zusammenhang zwischen
AB und Mikroglia, zeigen aktuelle Studien auch eine positive Korrelation zwi-
schen Tau und Mikroglia. Mikroglia sind bei einem Vorgang der Tau spreading
and seeding bezeichnet wird, also der Verbreitung von hyperphosphoryliertem
Tau im Hirn, direkt beteiligt. Aktivierte Mikroglia internalisieren Tau (Bolos et al.,
2015) und sind dadurch Modulatoren der AD-Pathogenese (Maphis et al.,
2015). Im Gegensatz unterbricht eine mikrogliale Deletion und Inhibition von
Exosomen das Tau spreading (Asai et al., 2015). Ob protektive oder schadliche
Eigenschaften der Mikroglia Gberwiegen ist bis dato ungeklart. Zusammenfas-
send allerdings verdeutlichen diese Ergebnisse, dass die Mikroglia selbst, wel-
che die Neuroinflammation und Pathogenese in AD beeinflussen kdnnen, stark
durch die p38a-MAPK in ihrer Aktivitat moduliert werden.
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4.4 Fazit und Ausblick

Studien mit BACE knock-out Mausen (Luo, 2003; Ohno et al., 2004; Laird et al.,
2005; Ohno et al., 2006; Mcconlogue et al., 2007; Ohno et al., 2007; May et al.,
2011) oder pharmakologische Inhibition von BACE (Filser et al., 2015) reduzie-
ren den zerebralen AB-Gehalt und vermindern Defizite in Kognition und synapti-
scher Dichte in AD-Mausen. Deshalb gilt die Inhibition von BACE als zulassige
therapeutische Strategie, um den zerebralen AB Gehalt zu senken. Ungltckli-
cherweise haben diese Studien bis heute zu keinen sicheren und erfolgreichen
Behandlungsoptionen gefiuihrt. Zudem hat die Behandlung von 5xFAD Mausen,
einem Mausmodell der familiaren AD, mit dem BACE-Inhibitor GRL-8234 zu
unterschiedlichen Krankheitszeitpunkten (4 vs. 10 Monate) demonstriert, dass
der Zeitpunkt der BACE Inhibition von enormer Bedeutung fir den Therapieer-
folg ist (Devi, Ohno, 2015). Wurde BACE in einem frihen Krankheitsstadium
inhibiert, konnte der zerebrale AB-Gehalt reduziert und die Gedéachtnisleitungen
verbessert werden. Hingegen zeigte eine spatere BACE Inhibition in 10 Monate
alten Mausen keinen Einfluss auf den Krankheitszustand. Deshalb sollte fir
einen effektiven Therapieerfolg die Inhibition von BACE sehr friih, also eher mit
praventivem als therapeutischen Charakter eingesetzt werde. Werden BACE
Inhibitoren allerdings im praklinischen AD-Stadium eingesetzt und dadurch die
AB Konzentration womoglich unter das physiologische Level gesenkt, kann
durch diese Art von ,Uber-Inhibition“ eine verminderte Gedéachtnisleistung, wie
in BACE™ Mausen gezeigt, auftreten (Ohno et al., 2004). Die Balance zwischen
Effektivitat und Sicherheit scheint bei einer direkten BACE Inhibition nicht ge-
wahrleistet. Aktuell wurde der Misserfolg eines BACE Inhibitors mit dem Namen
Verubecestat (entwickelt und getestet durch die Firma Merck) bei Behandlung
von milder Verlaufsform der AD nach Eintreten in die klinische Testphase I/11]
bekannt. Neben der spaten Behandlung mit diesen Inhibitoren, ist vermutlich
die komplexe physiologische Funktion von BACE ein weiterer Grund fur das
Scheitern dieser Therapie-Ansatze. Zwar existieren bereits weitere direkte
BACE Inhibitoren, diese zeigen in der AD-Therapie bisher allerdings keine
Uberzeugenden Erfolge. BACE hat neben APP mehr als 30 andere identifizierte
Substrate, die an neuronalen Prozessen beteiligt sind (Kuhn et al., 2012), was

bei direkter BACE Hemmung das Auftreten von Nebeneffekten sehr wahr-
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scheinlich werden lasst. Depigmentierung des Fells nach pharmakologischer
Inhibition von BACEL und 2 (Shimshek et al., 2016), pathologische Verande-
rungen der Retinaschicht (Cai et al., 2012), kognitive Defizite und schizophre-
nes Verhalten mit einhergehenden Krampfen (Dominguez et al., 2005; Hitt et
al., 2010; Hu et al.,, 2010), sowie Verschlechterung in koordinierten Bewe-
gungsablaufen durch eine Reduktion der Muskelspindeln (Cheret et al., 2013)
wurden bereits in BACE homozygoten ko Mausen festgestellt. Diese Beobach-
tungen machen alternative Therapieansatze der indirekten BACE-Hemmung,
wie etwa uber Inhibition der p38a-MAPK, unabdingbar. Bereits andere Arbeits-
gruppen befassen sich mit dieser neuen AD-Therapiestrategie und Roy und
Kollegen haben einen neuen p38a-MAPK Inhibitor mit dem Namen MWQ01-18-
150SRM entwickelt und nach Injektion, in zwei AB-basierten AD-Mausmodelle
eine verbesserte kognitive Funktion festgestellt (Roy et al., 2015). MWO01-18-
150SRM scheint die Problematik der bisherigen Kinaseninhibitoren, namlich die
Unspezifitat gegentber den Isoformen und eine wenig effektiven Inhibition der
p38-MAPK im Hirn, zu Uberwinden und auch Studien im Tau-Mausmodell zei-
gen nach Applikation des p38a-spezifischen-MAPK Inhibitors eine Reduktion in
Tau Phosphorylierung und IL-1B3-Gehalt, sowie einer Verbesserung des Ar-
beitsgedachtnisses (Maphis et al., 2016). Obgleich in dieser zitierten und der
hier vorgestellten Studie keine schadlichen Nebeneffekte nach neuronaler Dele-
tion bzw. pharmakologischer Inhibition von p38a-MAPK in dem AD-
Mausmodellen festgestellt werden konnten, sollte unbedingt beachtet werden,
dass p38a-MAPK ebenfalls in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen,
einschliellich der Inflammationsvermittlung, Tumorentstehung, Zellzyklus, Zell-
tod, und Zelldifferenzierung beteiligt ist (Zarubin, Han, 2005). Mdgliche toxische
Nebeneffekte der p38-MAPK Inhibitoren sollten also vorsichtig ermittelt werden.
Neue humane Forschungen arbeiten mit VX-754, einem fur p38a-MAPK spezi-
fischen Inhibitor, der bereits in der Kklinischen Phase 2 getestet wird
(NCT02423122 und NCT02423200). Dabei wird den Testpersonen der p38-
MAPK Inhibitor zweimal taglich Uber eine Zeitdauer von 12 Wochen oral verab-
reicht und der Effekt auf AB-Gehalt und kognitive Funktion evaluiert. Von gro-
Rem Interesse ist es, die klinischen Ergebnisse dieses Inhibitors nach Anwen-
dung in den AD-Patienten zu verfolgen. Der Vorteil einer indirekten BACE
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Hemmung Uber Inhibition von p38a-MAPK, anstatt der Anwendung direkter
BACE Inhibitoren, konnte in der Wirkungsspezifitat der p38-MAPK a-
Untereinheit auf genannte zellulare Mechanismen, wie Autophagie und BACE-
Degradation sowie Aktivierung von Mikroglia liegen. Obwohl die p38-MAPK,
ebenfalls wie BACE, eine grof3e Bandbreite an physiologischen Substraten
aufweist, konnte die Deletion der a-Untereinheit in ihren physiologischen Funk-
tionen durch die B-Untereinheit oder die anderen Familienmitglieder der MAPK
Familie, der ERKs oder JNKs kompensiert werden, sodass weniger Nebenef-
fekt nach Inhibition von p38a-MAPK als bei Inhibition von BACE zu erwarten
sind. Andere Forschungen berichten, dass p38-MAPK Mikroglia aktiviert und
durch Begunstigung der AR Internalisierung durch Mikroglia sich positiv auf die
AD Pathogenese auswirkt (Lee et al., 2014). In neurodegenerativen Krankhei-
ten konnen Mikroglia pathogene als auch protektive Funktionen Gbernehmen.
Zum Beispiel kommt es durch AB-Plagues zu einer Aktivierung der Mikroglia
(Weninger, Yankner, 2001; Garden, La Spada, 2012). Nun schitten diese pro-
inflammatorische Zytokine wie TNF-a oder IL-1B aus und initiieren so die Neu-
rotoxizitat. Aktivierung durch den transformierenden Wachstumsfaktor TGF-£31
oder durch AB-Impfung leitet den protektiven Signalweg der Mikroglia ein. Diese
werden nun phagozytotisch aktiv, bauen AB ab und wirken so neuroprotektiv
(zusammengefasst in (Schafer, Stevens, 2015)). Allerdings konnte in dieser
vorliegenden Studie nach der reduzierten Anzahl von Mikroglia in Mausen mit
Defizienz an neuronaler p38a-MAPK nur beginstigende Effekte, wie eine redu-
ziertes proinflammatorisches Zytokinmilieu detektiert werden. Welcher Effekt
eine mikrogliale Deletion von p38a-MAPK auslésen wurde, ist bisher unbekannt
und soll in zukiinftigen Experimenten mit APP/PS1' p38 Lysz-Cre Mausen, die
eine Deletion fur p38a-MAPK in Mikroglia aufweisen, untersucht werden. Nichts
desto trotz solle in Betracht gezogen werden, dass eine gehemmte Neuroin-
flammation ebenfalls zu Nebeneffekten fiihren kann. Andere Bedenken bezlg-
lich der p38-MAPK Inhibition formieren sich auf Grund folgender Beobachtun-
gen, erhohte Letalitat in p38a-MAPK” Mausen auf Grund der Rolle von p38a-
MAPK in Organentwicklung (Adams et al., 2000), oder der erhdhten Leberwerte
und Hautausschlag in klinischen Studien an Patienten mit rheumatischer Arthri-

tis (Goldstein et al., 2010). Generell sind die bisherigen Daten von klinischen
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Studien mit p38a-MAPK Inhibitoren in chronisch entzindlichen Krankheiten
nicht sehr erfolgreich, denn mildernde Effekte konnten lediglich in einer initialen
Behandlungsphase festgestellt werden. Vermutlich wurde nach langerer Zeit die
Signalkaskade der Inflammation durch andere Signalwege kompensiert. Des-
sen ungeachtet, ist die Behandlung von AD-Patienten mit p38-MAPK Inhibitoren
weiterhin vielversprechend, da die Effekte der erh6hten Autophagie und parallel
dazu die verstarkte BACE Degradation spezifischer ausgerichtet sind und es
sehr unwahrscheinlich ist, dass diese Effekte durch andere Signalkaskaden
kompensiert werden. Dass Neurone und Mikroglia an der AD-Pathogenese be-
teiligt sind, ist unumstritten und auch die Astroglia scheinen dabei eine Rolle zu
Ubernehmen. Vor allem um vaskulare AB-Ablagerungen im AD-Hirn wurden
vermehrt Astroglia detektiert (Verkhratsky et al., 2010) welche AR aufnehmen
(Nagele et al., 2003) und der Grad der Astrogliose korreliert mit kognitiven Defi-
ziten (Simpson et al., 2010). Daher ware es fur zukinftige Experimente im AD-
Mausmodell zusatzlich von Bedeutung, die Effekte von p38a-MAPK in den je-
weils unterschiedlichen Zelltypen auf die AD-Pathogenese zu untersuchen.
Denn neben der neuronalen Expression von p38a-MAPK, kénnen auch andere
Zelltypen wie Mikroglia und Astrozyten p38a-MAPK exprimieren (siehe Abb.30,
modifiziert nach (Munoz, Ammit, 2010)) und dadurch Inflammation und synapti-
sche Toxizitat beeinflussen. Die neuronalen Effekte von p38a-MAPK konnten in
dieser Studie in vitro und in vivo untersucht und die bisherigen Forschungser-
gebnisse entsprechend ergéanzt werden (rote Umrandung und Pfeilfihrung in
Abb.30). Zusammengefasst konnte diese Arbeit zeigen, dass die Inhibition von
p38a-MAPK in Neuronen, die Autophagie verstarkt und BACE Degradation er-
leichtert. Dadurch wird wiederum die neuronale ABR-Synthese und der zerebrale
AB-Gehalt reduziert. Des Weiteren wird MGAT3, welche tber Glykosylierung fir
die BACE-Stabilitat verantwortlich ist, durch p38a-MAPK phosphoryliert und
dadurch in seiner Enzymaktivitat beeinflusst. Daher besteht in der Inhibition von
p38a-MAPK ein ganzheitlicher Ansatz um den AB-Gehalt durch 1) erhdohte Au-
tophagie und 2) Minderung der BACE Aktivitdt durch Inhibition der MAGT3-
vermittelten Glykosylierung von BACE, zu senken und dartber hinaus die sy-
naptische Toxizitat durch 1) reduzierte Hyperphosphorylierung von Tau und 2)
verminderte pro-iflammatorische Sezernierung von Zytokinen durch Mikroglia
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zu senken. Deshalb ist p38a-MAPK ein potentiell vielversprechendes Ziel fir
zukunftige AD-Therapie. Das Zusammenspiel der unterschiedlichen Zelltypen
und deren Expressionseffekt von p38a-MAPK bleiben allerdings bisher uner-
forscht. Ob ein paralleler ko von p38a-MAPK beispielsweise in Mikroglia und
Neuronen mdglich ist, um die AD-Pathogenese beispielsweise durch eine zu-
satzlich verringerte Exitoxizitat zusatzlich zu verbessern, oder ob gerade dann
die toxischen Nebeneffekte initiiert werden, sollte in zusatzlichen Experimenten
untersucht werden. Denn auch hier stellt sich die Frage, wie weit man die Aktivi-
tat eines physiologisch bedeutenden Proteins wie der p38-MAPK senken kann,
um bei minimalen Nebeneffekten einen maximalen Effekt auf die AD-

Pathogenese zu erzielen.
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Abbildung 30: Fokus der Forschung ist die Aufklarung der pathogenen Rolle der neuro-
nalen p38a im AD-Mausmodell (modifiziert nach (Munoz, Ammit, 2010)). p38 wird von A:
Mikroglia, B: Astroglia und von C: Neuronen exprimiert und I6ste nach AB-induzierter Aktivie-
rung je nach Zelltyp unterschiedliche Reaktionen aus.
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Abkirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

AB40 bzw. 42 Amyloid beta 1-40 bzw. 1-42

AD Alzheimer-Krankheit (eng. Alzheimer’s disease)
ADAM eng. a disintegrin and metalloproteinase
ANOVA eng. analysis of variance

APP Amyloides Vorlauferprotein (eng. Amyloid precursor protein)
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Arc eng. activity-regulated cytoskeleton-associated Protein
ASK1 eng. apoptosis signal-regulating kinase 1

ATG5 eng. autophagy related gene 5
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BDNF eng. brain-derived neurotrophic factor
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CCL-2 Chemokin (C-C Maotif) Ligand 2
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ColpP Co-Immunoprazipitation
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CRNA CRISPR RNA

COX-2 Cyclooxygenase-2

CSF Zerebrospinalflissigkeit eng. cerebrospinal fluid
Ct eng. cycle threshold

ct eng. control

CTF COOH-terminales Fragment
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Cyanin Cy

d Tag

DAB Diaminobenzidin

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DMSO Dimethylsulfoxid

qaH-0 Destilliertes Wasser

DMEM eng. Dulbecco’s modified eagle medium

DN Dominant negativ

DNA eng. desoxyribonucleic acid

ds oligos Doppelstrangige Oligonukleotide

Ds Discosoma sp
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E Embryonalwoche

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EmGFP eng. emerald green fluorescent protein

ER endoplasmatischen Retikulum

ERKs eng. extracellular signal-related kinases

FA eng. formic acid

FACS eng. fluorescence activated cell sorting

Fc eng. crystallisable fragment

FCS Fotales Kéalberserum (eng. fetal calf serum)

FRET eng. fluorescence resonance energy transfer

GGA eng. golgi-localized gamma-containing ADP ribosylation fac-
tor-binding protein

GIcNAC eng. bisecting N-acetylglucosamine
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GSLII Griffonia simplicifolia Il

GTP Guanosin-5’-triphosphat

HBSS eng. Hank’s buffered salt solution

HRP eng. horseradish peroxidase

H,0, Wasserstoffperoxid

Ibal eng. ionized calcium-binding adapter molecule 1

IGF-1 eng. insulin-like growth factor 1

19(G) Immunoglobulin G

IHC Immunhistochemie

IL-18 Interleukin-13

NOS2 eng. inducible nitric oxide synthase

JNKs eng. c-jun N-terminal kinases

kd eng. knock down

kDa Kilo Dalton

ko eng. knock out

LAMP Lysosomen assoziiertes Membranprotein

LB lysogeny broth

LC3 eng. microtubule-associated protein light chain 3

LTD Langzeitdepression

LTP Langzeitpotentierung

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCI eng. mild cognitive impairment

MGAT3 eng. mannosyl 8-1,4-N Acetylglucosaminyltransferase

MHC I eng. major histocompatibility complex

MiRNA microRNA

Minuten min

(m)RNA eng. messenger RNA

MRT Magnetresonanztomographie

mTor eng. mechanistic target of rapamycin

Munc eng. mammalian uncoordinated

NC Nitrozellulose

NFkB eng. nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B-cells
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NFT eng. neurofibrillary tangles

NGF eng. nerve growth factor

PAM eng. protospacer adjacent motiv

PBS(/T) eng. phosphate buffered saline (/Tween20)

PCR Polymerasenkettenreaktion (eng. polymerase chain reaction)

PerCP eng. peridinin chlorophyll

PET Possitronenemissionstomographie

PFA Paraformaldehyd

p-p38 phosphoryliertes p38

PRR eng. pattern recognition receptor

PS1 Presenilin 1

PSD95 eng. post synaptic density protein 95

pTau phosphoryliertes Tau

PTM post-translationale Modifikation

PVDF Polyvinylidenfluorid

Q Quadrant

gRT-PCR Quantitative Echtzeit-PCR

RAB eng. reassembly buffer

RAGE eng. receptor for advanced glycation endproducts

rfp eng. red fluorescent protein

RIPA Radioimmunoprezipitations-Assay Puffer

RNA Ribonukleinsaure (eng. ribonucleic acid)

RT Raumtemperatur

SDS-PAGE eng. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-
sis

Sekunde/n S

SNAP eng. synaptosomal-associated protein 25

Stunden h

SYN eng. synaptophysin

Tab. Tabelle

TBS(T) eng. Tris buffered saline (Tween 20)

TdT eng. terminal desoxynucleotidyl transferase

TGF-B eng. transforming growth factor-f3

Theronin Thr

TLR4 Toll-Like-Rezeptor 4

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

TNFR-1/-2 Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1/-2

tracrRNA trans-aktivierende crRNA

transgen 9

TUNEL eng. TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling

wit Wildtyp

ZNS Zentrales Nervensystem
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11 Anhang

11.1 Mikroskopische Kontrolle der p38a-MAPK Transfektion

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, wurde die erfolgreiche Transfektion der Kon-
strukte ct-kd, kd709 und kd509 in den SHSY5Y Zellen mikroskopisch bestatigt
Abb.31). Alle positiv-transfizierten Zellen exprimieren das grune Fluoreszenz-

protein EmMGFP (Abb.31 All, Bll und CII).

p38a kd-ct p38a kd709 p38a kd509

DAPI

GFP

Abbildung 31: Expression von EmGFP nach Transfektion der p38a-MAPK Konstrukte. Die
fixierten SHSY5Y Zellen wurden in Medium mit DAPI eingedeckt (blaue Zellkernfluoreszenz in
Al-ClI) die Konstrukte kd-ct, kd709 und kd509 zur Etablierung der p38a-MAPK kd Zelllinie, wer-
den erfolgreich von den Zellen exprimiert (All-ClI).

11.2 Mikroskopische Kontrolle der MGAT3 Transfektion

Wie in Kapitel 3.16 beschrieben, wurde die erfolgreiche Transfektion der Kon-
strukte ct-kd, kd-T1 und kd-T2 in den SHSY5Y Zellen zur Etablierung der
MGAT3 kd Zelllinie mikroskopisch bestatigt (Abb.32). Alle positiv-transfizierten
Zellen exprimieren des rote Fluoreszenzprotein DsRed (Abb.32 All, Bll und CII).
Zusatzlich exprimieren die SHSY5Y Zellen, bei positiver Co-Transfektion der
Konstrukte ct-kd, kd709 und kd509 zur Etablierung des p38a-MAPK kd, das
grun fluoreszierende EmMGFP (Abb.32. Alll, Blll und CllI).
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Abbildung 32: Expression von DsRed und EmGFP nach Transfektion der MGAT3 kd bzw.
p38a-MAPK kd Konstrukte. Die fixierten SHSY5Y Zellen wurden in Medium mit DAPI einge-
deckt (blaue Zellkernfluoreszenz in Al-FI) die MGAT3 kd Konstrukte kd-ct und kd-T2 (rote
DsRed Fluoreszenz All-Fll), sowie die p38a-MAPK kd Konstrukte kd-ct, kd509 und kd709 wer-
den beide gleichzeitig exprimiert (grine GFP Fluoreszenz AllI-CIII).
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