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Den Mausen dieser Studie gewidmet

"It's the questions we can't answer that teach us the most. They teach us how to think. If you
give a man an answer, all he gains is a little fact. But give him a question and he'll look for his
own answers."

Patrick Rothfuss



2.1
211
212
2.1.3
2.2
221
2.2.2
2221
2.2.2.2
2.2.2.3
2224
2.2.25
2.2.2.6
2.2.3
224
2.25
2.2.6

3.1

3.2
3.2.1
3.2.11
3.2.1.2
3.2.2
3.2.3
3.2.3.1
3.2.3.2
3.2.33
3.24
3.25
3.251
3.25.2
3.2.53
3.25.4
3.2.6
3.3
331
3.3.2
3321
3.3.2.2
3.3.3
3.3.3.1
3.3.3.2
3.3.3.3
3.34
3.34.1
3.34.2
3.34.3

BINIEITUNG .o bbbttt et nnes 1

SCRFIFEEUM . bbb 2
Kognition und VErhalten ............ccooiiiiiiiie e 2
Klassifikation verschiedener GedachtniSSYStEME ........ccccevvvevveievieie e 3
Lern- und GedachtnISPIOZESSE ........ccviieieiiieriesie st 5
Verhaltenstests fur TIermodelle ... 8
Die Alzheimer-Krankheit...........ccooiiiiniie e 11
o] [0 [=Ta o To] (o]0 [ SR 12
PathOPNYSIOIOQIE ... e 13
AMYIOTA-PEPLIA ... e 14
I U0 o 0] PRSPPSO 16
ENtZUNAUNGSIEAKLION .....o.vvevecie et 17
OXTOALIVET STFESS ....veeveeiieiiie sttt eee sttt sttt sae et seesbeesbeaneesreenreeneennes 18
Veranderung der NeUurotranSMiSSION .........ccveieerieeieeieeiesee e e sie e e see e sre e 19
Amyloid-Kaskaden-HYPOthese ..o 22
KENISCNES Bl .....cviiiiieeee e 24
1 0] =1 ] (- OSSR 25
Besondere Bedeutung des GeSChIeChtS ............ccccveiiiiiiicic i, 26
Transgene MauSMOGEIIE. ........ccoiiiiiiiiieee s 28
Eigene UNtersUChUNGEN .........ooviiiiii e 31
ZIEIVOISTEITUNG. ... 31
Material Und MEtNOTEN ........cc.ooviiiiiiiiicce e 31
VWBISUCNSTIBIE ...ttt ettt sneesre e e enes 31
HEIKUNTL. ... ettt 31
HaltungshedingUNGEN ........cvoii e 32
VEISUCHSPIAN ... re e e 33
Modifizierter HOle-BOard-TeSt.......c.ccviieiieiriieseeie e 34
VErSUCNSAUTDAU .....veviiiiiieieee e e 34
VErSUCNSADIAUT ......c.viieieiice e 38
UNLersuChte Parameter .........ccooeieiiiiiieieie et 39
ProbenentnanmMEe ..........oouviieiieece e 41
Western-Blot-Verfahren ... 42
ProteINEXITAKIION .. .ot esneenne s 42
Bestimmung der ProteinkONnzentration .............cccccveveieeie e s 43
GEleleKtrOPNOIESE ... 44
Transfer und Darstellung der Proteine ..........cccooveeeieeie e 48
Statistische Bewertung der BEFUNGE..........ccooviiiiiiiiiiiicee e 51
ErQEINISSE ..o e 52
o g 1) | SRS 52
PhysiologiSChe Parameter...........cccciveiiiiiecieeie et 54
KOIPEIGEWICKT ...ttt 54
GeSChIECHESNOIMONE ... 58
Modifizierter HOle-BOard-TeSt.......c.ccviieiieieiiereeie e ee e 61
KOgNItIONSPAIAMELET .. ..eiiieiiie et 61
VerhalteNSPAraMELET .........oouiiiiiiiieieee e 74
MOLOrISCHE Parameter........ccvoiiiieice e 89
LAY (5] =] (o) USROS 93
PBR-EXPIESSION ...ttt ettt ettt e ee e et teenne e ns 93
NMDAR-NR2B-EXPIESSION ......ocviiiiiiiiiiiiieieiesie ettt 94
MGIURS-EXPIESSION ...ttt 95

DISKUSSION. ...ceeeeeeee ettt ettt et et e e e e e et et eeereeeeeeeeeeererereeeeeeeeeeeenees 97



P2 © 0~
)

Diskussion der MEtNOAEN ........oeeveeeeee et 97

TQ2576 als TIErMOUEI .....cveieieieee e 97
Modifizierter HOle-Board-TeSt.........cccuuiriieriieie e 100
Western-Blot-Verfahren ... 103
DiskusSion der EFgehNISSE. .........cciiiiiiiieieieiiesie st 106
MOPTATITAL ... bbb 106
PhysiologiSChe Parameter..........cccviieiiiieieieiesiesesee e 107
[0 1] USSR 110
VEINAITEN ... ettt nre s 114
BewegungsVerNalten ...........cccov o 116
PBR-, NMDAR-NR2B- und MGIURS-EXPression ..........cccccevvrieieenienieseennenn 118
AbschlieBende Betrachtung und Ausblick ............cccooviiiiiiicicc e 120
ZUSAMMENTASSUNG -....vevvieeieie ittt 122
SUMIMBEY oottt e e sa b e e s b b e e e bt e e e bt e e e bb e e anbeeeanbeeeanes 123
LiteratuUrVerZeIChNIS ... ..o e 124
TabelleNVerzZeIChNIS .....c.ccviiie e 150
ADDIHAUNGSVEIZEICNNIS ... 151
ADKUrZUNGSVErZEICANIS ... .o e 154

DANKSAGUINGEN .....uiiiiiiieiiei ettt bbb bbb 156



1 Einleitung

In Zeiten einer alternden Gesellschaft nimmt der Anteil an Menschen, die einmal von der
Alzheimer-Krankheit betroffen sein werden, stetig zu. Geschétzt werden im Jahr 2050 in
Deutschland bereits tber drei Millionen Menschen erkrankt sein (BICKEL, 2012). Der mit
der Krankheit einhergehende progressive Verlust des kognitiven Leistungsvermdgens und der
Féahigkeit zu eigenstandiger Lebensfihrung hat nicht nur fir Betroffene und Angehérige,
sondern auch fur den gesamten Gesundheits- und Pflegesektor schwerwiegende
Auswirkungen. Trotz jahrzehntelanger Forschung liegen die konkreten Pathomechanismen
und Ursachen der Alzheimer-Krankheit weiter im Unklaren. Es wird eine multifaktorielle
Atiogenese angenommen, wobei epidemiologische und klinische Studien auch auf mogliche
geschlechtsspezifische Diskrepanzen im Auftreten und Verlauf der Alzheimer-Krankheit
schlieRen lassen. Einen hohen Stellenwert nimmt neben weiterer Grundlagenforschung die
Suche nach verbesserten therapeutischen Konzepten fur diese Krankheit ein, die heutzutage
nach wie vor unweigerlich nach wenigen Jahren zum Tod fuhrt. Als besonders wertvoll haben
sich dafiir transgene Mausmodelle erwiesen, die mutierte Gene als Ausléser der seltenen
vererbbaren Form der Alzheimer-Krankheit exprimieren und bestimmte Aspekte der
Krankheit des Menschen in dhnlicher Weise abbilden. Die Forschung am Versuchstier ist
besonders bei einer komplexen neurologischen Krankheit notwendig, um auch den Verlauf
klinisch-pathologischer Verdnderungen standardisiert untersuchen zu koénnen. Die meisten
Forschungsgruppen greifen primar auf den Morris-Water-Maze-Test als Goldstandard
(TANILA, 2012) bei kognitiven Untersuchungen von Nagern oder auf ganze Testbatterien
zuruck, allerdings mit diskrepanten Ergebnissen. Dagegen soll in der vorliegenden Studie das
transgene Mausmodell Tg2576 (HSIAO et al., 1996) erstmalig durch den Einsatz des
modifizierten Hole-Board-Tests (OHL et al., 2003) eingehend charakterisiert werden. Dieser
bietet den Vorteil der auf ein Minimum reduzierten Stressbelastung der Tiere und der
gleichzeitigen, sensitiven Erfassung der Leistungsféhigkeit des Arbeitsgeddchtnisses, des
deklarativen Gedéchtnisses und motorischer Parameter im Kontext des Verhaltens.
Insbesondere soll geklart werden, ob die Wahl des Geschlechts in verschiedenen Altersstufen
Einfluss auf die Untersuchungsergebnisse nimmt. Ergénzt durch spezifische laboranalytische
Auswertungen ist das Ziel dieser Studie, zu einer umfangreicheren Charakterisierung des
Tg2576-Modells der Alzheimer-Krankheit beizutragen, um in Zukunft innovative
Ansatzpunkte fir effektivere therapeutische Interventionen entdecken und préklinisch

Uberprifen zu kdnnen.



2 Schrifttum

2.1 Kognition und Verhalten

Die Erforschung des menschlichen Geistes beschaftigt die Menschheit seit alters her. Bereits
Platon glaubte, dass sich in die ,,Seelen” der Menschen Wahrnehmungen als bleibende
Erinnerungen wie in Wachstafeln eingravieren wirden: ,,Was sich nun abdriickt, dessen
erinnern wir uns und wissen es, solange namlich sein Abbild vorhanden ist. Hat sich aber
dieses verloscht oder hat es gar nicht abgedruckt werden kdnnen, so vergessen wir die Sache
und wissen sie nicht.“ (PLATON, 1940, S. 633) Damit lieferte schon dieser Philosoph der
Antike erste  Uberlegungsansatze zur Funktionsweise mentaler Vorgange und zur
Unterscheidung verschiedener Gedachtnissysteme. Zur Zeit der sog. ,,kognitiven Revolution*
in der Mitte des 20. Jahrhunderts, als neben blof3en Beobachtungen des Verhaltens von Tieren
auch mentale Prozesse stérker in den Mittelpunkt von Forschern riickten, ist der historisch
verankerte Begriff der ,Seele” durch die Bezeichnung ,Kognition“ ersetzt worden
(GAUGGEL, 2008). Der Begriff Kognition stammt aus dem Lateinischen (lat. cognitio)
(STOWASSER et al., 1998, S. 95) und kann mit ,,Erkennen‘ {ibersetzt werden, was aber nur
einen kleinen Teil der umfassenden Bedeutung widerzuspiegeln vermag, steht sie doch im
heutigen Sinne fur sadmtliche mentalen Prozesse der Informationsverarbeitung wie
Aufmerksamkeit, Wahrnehmung, Gedéachtnis, Bewusstsein und dem L&sen von Problemen
(GAUGGEL, 2008).

Somit stellen kognitive Prozesse die Grundlage des Verhaltens dar. Die F&higkeit von
Lebewesen, ihr Verhalten aufgrund von Erfahrungen zu modifizieren, wird nach
EDELMANN und WITTMANN (2012) als Lernen verstanden. Um zu lernen, missen
zundchst Umweltstimuli aufgenommen, selektiv. wahrgenommen und im Gehirn aktiv
bearbeitet, also enkodiert werden (EDELMANN und WITTMANN, 2012). Wie effektiv sich
der Lernvorgang gestaltet wird dabei unter anderem von Aufmerksamkeit, Motivation und
Gelegenheit zur Wiederholung beeinflusst (D'MELLO und STECKLER, 1996). Je nach
Relevanz kann die Information dann im entsprechenden Geddachtnissystem gespeichert

werden.

Das Verstandnis fir die Kognition und die weitere Verfeinerung kognitiver Theorien und
Modelle sind laut HALLIGAN und DAVID (2001) entscheidend fir die erfolgreiche

Erforschung der Ursachen neurologischer Stérungen wie dementieller Erkrankungen.



2.1.1 Klassifikation verschiedener Gedachtnissysteme

Das Gedachtnis lasst sich sowohl nach zeitlichen wie auch nach inhaltlichen Aspekten
klassifizieren. In Bezug auf die chronologische Dimension lassen sich nach dem
Mehrspeichermodell von ATKINSON und SHIFFRIN (1968) ein sensorischer Speicher,
Kurzzeitgedachtnis und Langzeitgedachtnis unterscheiden (siehe Abbildung 1). Demnach
werden Sinneseindriicke fir wenige hundert Millisekunden (SPERLING, 1960) im
sensorischen Gedé&chtnis festgehalten und dort stark gefiltert. Nur ausgewahlte relevante
Informationen werden weiter in das Kurzzeitgedachtnis (bertragen. Wahrend die
Informationen hier flr wenige Minuten gespeichert werden, erfolgt ein flieBender
Kopiervorgang ausgesuchter Inhalte in das Langzeitgedéchtnis (ATKINSON und SHIFFRIN,
1968). Im Gegensatz zum Kurzzeitgedachtnis weist das Langzeitgeddchtnis eine sehr grofie
Speicherkapazitat auf und kann Inhalte dauerhaft behalten (EDELMANN und WITTMANN,
2012).

Wéhrend ATKINSON und SHIFFRIN (1968) in ihrem Modell noch von drei separaten und
zeitlich nacheinander geschalteten Gedé&chtnisspeichern ausgingen, spricht heutzutage vieles
fiir eine interferierende und kontextabhangige Funktionsweise dieser Systeme (BURGESS
und HITCH, 2005).

Abseits der Vorstellung eines funktionell einheitlichen Kurzzeitgedachtnisses differenzierten
BADDELEY und HITCH (1974) das sog. ,,Arbeitsgedachtnis* in verschiedene Komponenten
(siehe Abbildung 1). Das Arbeitsgedachtnis steht flr die gleichzeitige aktive, kurzfristige
Speicherung und Bearbeitung von Informationen visuell-raumlicher und phonologischer Art.
Ein spéater zusatzlich postulierter episodischer Zwischenspeicher vermag einzelne
Informationen zu verknlpfen und steht dabei in Verbindung zum Langzeitgedéchtnis
(BADDELEY, 2000). Diese einzelnen Komponenten des Arbeitsgedachtnisses unterliegen
der Kontrolle und Koordination durch die zentrale Exekutive, die das bewusste gleichzeitige
Wahrnehmen verschiedener Reize einschréankt (BADDELEY, 2003).
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Abbildung 1: Zeitliche Klassifikation des Gedachtnisses unter Vereinigung der Modelle
nach ATKINSON und SHIFFRIN (1968) und BADDELEY und HITCH (1974) sowie
inhaltliche Klassifikation des Langzeitgedachtnisses nach SQUIRE und ZOLA (1996)
(modifiziert nach WINKEL et al. (2006, S. 36))

Neben der zeitlichen Unterscheidung verschiedener Gedachtnissysteme kann auch eine

Klassifikation nach deren Inhalt vorgenommen werden (siehe Abbildung 1 und 2).

TULVING (1972) revolutionierte die Gedéachtnisforschung, indem er zwei verschiedene
Langzeitgedachtnissysteme postulierte — das episodische und das semantische Gedéachtnis.
Dabei bezieht sich das episodische Gedachtnis auf Wissen Uber autobiographische Ereignisse
in zeitlichem und rédumlichem Kontext, wéhrend dem semantischen Geddachtnis rein

kontextfreies Faktenwissen zugeordnet wird.

SQUIRE und ZOLA (1996) ordneten diese beiden Geddachtnisformen dem deklarativen
Gedachtnis zu. Daneben definierten sie das nichtdeklarative Gedéchtnis als ein
Gedachtnissystem, dessen gespeicherten Informationen sich nicht bewusst erinnern lassen
(siehe Abbildung 1). Dazu z&hlt das sog. ,,Priming*, das fir eine verbesserte Verarbeitung
jener Reize steht, die zuvor schon einmal wahrgenommen wurden (SQUIRE und KANDEL,
2009), sowie nichtassoziatives Lernen wie die Habituation oder die Sensitivierung im Bereich
einfacher Lernvorgange (BIRBAUMER und SCHMIDT, 2010). Des Weiteren werden dem
nichtdeklarativen Gedachtnis die klassische Konditionierung und das prozedurale Lernen,
also das Erlernen von Fertigkeiten und Gewohnheiten wie motorische Routinefahigkeiten,
zugeordnet (SQUIRE und ZOLA, 1996) (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Modell des Langzeitgedachtnissystems mit involvierten Gehirnstrukturen
(modifiziert nach SQUIRE und ZOLA (1996))

2.1.2 Lern- und Gedachtnisprozesse

Bei der Gedéachtnisverarbeitung lassen sich verschiedene Prozesse unterscheiden: die
Einspeicherung (Enkodierung), Festigung (Konsolidierung), Ablagerung und der Abruf von
Informationen (MARKOWITSCH, 2002). Uber die Sinnessysteme gelangen Informationen in
das Gehirn, wo sie je nach Gedachtnisinhalt entweder wie beim prozeduralen Gedachtnis und
Priming direkt abgelegt werden (MARKOWITSCH, 2009) oder im Falle von semantischen
und episodischen Inhalten voriibergehend in Strukturen des Parietal- und des Frontallappens
des prafrontalen Kortex gelangen (CALABRESE und MARKOWITSCH, 2003) und
schlieRlich im limbischen System auf Relevanz gepruft und sukzessive weiter gefestigt
werden. Uber einen wichtigen neuronalen Schaltkreis im limbischen System, dem Papez-
Schaltkreis, erfolgt die Uberfiihrung von Informationen aus dem Kurzzeit- ins
Langzeitgedachtnis (MARKOWITSCH, 2002). Dabei werden die Inhalte als gefestigte
Gedachtnisspuren vorrangig in den Netzwerken des zerebralen Kortex abgelagert und kénnen
bei Bedarf uber verschiedene Hirnstrukturen wieder abgerufen werden (BADDELEY et al.,
2000). MARKOWITSCH (2002) beschreibt Konsolidierungs- und Ablagerungsvorgange als

dynamische Prozesse, die vermutlich nicht in statischer, festgelegter Reihenfolge ablaufen.



Dabei betonen BADDELEY et al. (2000) und MARKOWITSCH (2002), dass bei Lern- und
Gedéachtnisprozessen zwar je nach Gedéchtnissystem verschiedene Bereiche des Gehirns eine
bedeutende Rolle einnehmen (siehe Abbildung 2), diese Prozesse aber nicht vollstandig auf
den einzelnen neuronalen Strukturen beruhen, sondern vielmehr vom Zusammenspiel der

neuronalen Netzwerke verschiedener Gehirnareale abhangen.

Eine wichtige Rolle bei den Konsolidierungsprozessen deklarativer Gedéachtnisinhalte nimmt
der Hippokampus als Teil des limbischen Systems im medialen Temporallappen des Gehirns
ein (BUCHNER, 2006). Im Hippokampus erfolgt der Informationsaustausch mit den
Assoziationsfeldern des Neokortex Uber reziproke Verbindungen mit dem entorhinalen und
dem benachbarten perirhinalen und parahippokampalen Kortex (SQUIRE und ZOLA, 1996).
Daher vermag das hippokampale System zwischen isolierten Geddchtnisinhalten
Assoziationen herzustellen und diese in einen Gesamtkontext zu stellen (BIRBAUMER und
SCHMIDT, 2010). Daraus resultiert die hohe Flexibilitat des deklarativen Gedachtnisses —
Beziehungen zwischen Einzelaspekten kénnen gelernt werden und dabei helfen, neuartige
Situationen zu erfassen (SQUIRE und KANDEL, 2009).

Besondere Bedeutung erlangt der Hippokampus bei der Verarbeitung réumlicher
Informationen. So beschreibt O'KEEFE (1976) bei Ratten bestimmte Neuronen im
Hippokampus, die sog. ,,Ortszellen, deren elektrische Aktivitat sich mit der Lage des Tieres
im Raum verdndern und in bekannter Umgebung besonders hohe Aktivitat aufweisen. Es wird
somit eine flexible Repréasentation des Raumes im Gedachtnis gespeichert, durch die das Tier
weil3, wo es sich gerade befindet. Zahlreiche Versuche an Nagetieren mit geschadigtem
Hippokampus unterstreichen seine Wichtigkeit. Dies I&sst sich u. a. gut anhand einer Studie
mit Ratten von EICHENBAUM et al. (1990) im sog. ,,Morris-Water-Maze-Test“ (MORRIS,
1984), einem Verhaltenstest fur das rdumliche Gedachtnis, aufzeigen. Dabei werden die Tiere
in ein groRes, rundes, mit triilbem Wasser gefiilltes Becken gesetzt. Uber eine unterhalb der
Wasseroberflache befindliche und somit fiir die Ratten nicht sichtbare Plattform kdnnen die
Tiere aus dem Wasser entkommen. In der Studie lieBen die Forscher die Ratten von
wechselnden Startpunkten aus schwimmen. Dabei erlenten nur gesunde Ratten, nicht aber
solche mit einer Schadigung des Hippokampus, wie sie zielgerichtet die Lokalisation der
rettenden Plattform anhand optischer Markierungen im Raum bestimmen koénnen. Erst wenn
die Hippokampus-geschadigten Tiere von immer derselben Position aus starten durften,
konnten auch sie erfolgreich die Plattform finden. Diese Beobachtung l&sst sich mit dem

Zugriff auf das wesentlich unflexiblere nichtdeklarative Geddachtnissystem erklaren:



Hipppokampus-geschadigte Tiere schwimmen bei jedem Versuchsdurchgang dieselbe Bahn

und konnen nicht erfolgreich auf VVerdnderungen reagieren.

Anhand verschiedener Studien an Mensch und Tier wird die Abh&ngigkeit mentaler Prozesse
von emotionalen Bedeutungen deutlich (DE QUERVAIN et al., 2009). Bei der Verarbeitung
emotionaler Gedé&chtnisinhalte spielen die Amygdala und deren Faserverbindungen zum
mediodorsalen Thalamus und dem basalen Vorderhirn sowie die Interaktion mit weiteren
Gehirnregionen, wie dem Hippokampus und neokortikalen Regionen, eine wichtige Rolle
(MARKOWITSCH, 2002; DE QUERVAIN et al., 2009). Die noradrenerge Aktivierung der
Amygdala durch Glukokortikoide und Norepinephrin als freigesetzte Stresshormone fiihrt zu
einer Verstarkung der Gedachtniskonsolidierung, wodurch sich an emotional erregende
Ereignisse besser erinnern lasst als an neutrale (ROOZENDAAL, 2000). Dagegen wirken sich
Glukokortikoide in einer stressigen Situation negativ auf das Arbeitsgedachtnis und den Abruf
von Informationen aus (DE QUERVAIN et al., 2009) (siehe Abbildung 3).

Stress
N
Glukokortikoide Arbeits-
e gedachtnis

Norepi-
nephrin

e
| > Langzeitgedachtnis >

Konsolidierung Abruf

Abbildung 3: Beeinflussung der Gedachtnisfunktionen durch Stresshormone (modifiziert
nach DE QUERVAIN et al. (2009))

Negative Auswirkungen von Stress auf rdumliches Denken konnten gut in einer Studie von
DE QUERVAIN et al. (1998) aufgezeigt werden, in der Ratten im Morris-Water-Maze
schlechtere Ergebnisse erzielten, wenn sie 30 min vor dem Test einer hohen Stressbelastung
ausgesetzt worden waren. In diesem zeitlichen Abstand konnte die hochste Menge an
zirkulierendem Kortikosteron im Blut gemessen werden. Neben akutem kann auch
chronischer Stress uber Beeinflussung der Plastizitat neuronaler Netzwerke zu kognitiven

Beeintrachtigungen fihren - und scheint sogar mit einem erhohten Risiko fur dementielle



Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit oder einem rascheren Fortschreiten derselben in
Zusammenhang gebracht werden zu konnen (ROTHMAN und MATTSON, 2010).

Auf molekularer Ebene sind die vielfaltigen Lern- und Gedachtnisprozesse abhangig von
Proteinmodifikationen, Proteinneosynthese und der Plastizitit neuronaler Strukturen
(KANDEL, 2001). Erst die Plastizitat ermoglicht die unterschiedlichen adaptiven Prozesse
des Gehirns. So basiert gemdll der Hebb’schen Regel die synaptische Plastizitat auf der
aktivitatsabhangigen Anderung der synaptischen Ubertragungsstarke zwischen Neuronen
(HEBB, 1949). Bei dieser Modulierbarkeit der synaptischen Ubertragung kann zwischen
Verstarkung (Potenzierung) und Verminderung (Depression) unterschieden werden. Dabei
wird die Langzeitpotenzierung (LTP), erstmals beschrieben von BLISS und LOMO (1973),
als mogliches zellulares Korrelat fur Lernen und Gedéchtnis angesehen (LYNCH, 2004). Die
LTP entsteht durch die hochfrequente Stimulation der prasynaptischen Membran, wodurch
der erregende Neurotransmitter Glutamat vermehrt freigesetzt wird und postsynaptische
Rezeptoren aktiviert (REVETT et al., 2012).

2.1.3 Verhaltenstests fur Tiermodelle

Tiermodelle spielen eine zentrale Rolle in der Erforschung (patho-)physiologischer Lern- und
Gedéachtnisvorgange. Die Forschung an Lebewesen im Vergleich zu In-vitro-
Untersuchungsmethoden bietet den Vorteil neben isolierten Aspekten auch das
Zusammenspiel unterschiedlicher grundlegender Mechanismen betrachten zu kénnen (VAN
DER STAAY et al., 2009). Dies schliel3t verschiedenste Untersuchungen, wie genetische,
biochemische, elektrophysiologische und morphologische Methoden, ein (MARKOWITSCH,
2002). Angesichts haufiger Schwierigkeiten, Ergebnisse pharmakologischer Tierstudien auf
den Menschen zu ubertragen, scheint es besonders wichtig, sich nicht nur auf die
offensichtlichsten Aspekte einzelner experimenteller Ergebnisse zu fokussieren, sondern das
Tiermodell in seiner Gesamtheit zu erfassen. Nach WESSON et al. (2011) sollten dabei schon
in vivo auf unterschiedliche Art moglichst viele Daten gesammelt werden, um die Ursachen

verénderten Verhaltens und Kognition im Zusammenhang ergriinden zu kénnen.

Zur Erforschung kognitiver Dysfunktionen des Menschen werden am hadufigsten Nagetiere
genutzt (D'MELLO und STECKLER, 1996). Dabei steht immer wieder die Frage nach der
Vergleichbarkeit der Geddachtnisprozesse zwischen Nager und Mensch im Raum. Trotz
zahlreicher Unterschiede zwischen diesen beiden Spezies, sei es bei psychologischen
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Vorgéangen, der kognitiven Leistungsfahigkeit, der Anatomie des Gehirns oder der
Kommunikation, kénnen unter Berlicksichtigung der spezifischen Fahigkeiten von Nagern
valide Testmodelle geschaffen werden. Dafir mussen allerdings gezielt Testparadigmen
gewahlt werden, die einen Vergleich mit den entsprechenden kognitiven Tests bei Menschen
erlauben (STECKLER und MUIR, 1996). Die Validierung beruht auf vier Kriterien:
Abbildungsvaliditat (Ahnlichkeit des kognitiven Prozesses zwischen Tier und Mensch),
konkurrierende Validitat (Vergleich des kognitiven Prozesses in verschiedenen Modellen),
pradiktive Validitat (Ubereinstimmende Pharmaka- oder Schadensauswirkungen bei Tier und
Mensch) und Konstruktvaliditit (Genauigkeit der Wiedergabe theoretischer Uberlegungen)
(D'MELLO und STECKLER, 1996).

Einen wichtigen Vorteil gegentber klinischen Studien beim Menschen stellt bei
experimentellen Studien am Tier die Standardisierbarkeit und damit die bessere
Vergleichbarkeit dar (VAN DER STAAY, 2006). Dabei erweisen sich Verhaltenstests als
essentiell fur die Charakterisierung von Tiermodellen fir kognitive Stérungen des Menschen,
um  zugrundeliegende neurobiologische  Mechanismen und die  Auswirkungen

pharmakologischer Behandlungen erforschen zu kénnen (OHL et al., 2001).

Zur Untersuchung der Kognition werden haufig verschiedene Formen von Labyrinthen
eingesetzt (HODGES, H., 1996). Um sich darin zielgerichtet bewegen zu kénnen, bedienen
sich die Tiere visueller Markierungen im Raum und erstellen daraus eine mentale
Reprasentation der Umwelt, eine Art kognitive Landkarte (O'KEEFE, 1976; HODGES, H.,
1996).

Ein in der Forschung sehr hé&ufig eingesetzter Verhaltenstest ist dabei der Morris-Water-
Maze-Test (MWM) (MORRIS, 1984), der primar dazu genutzt wird, Ruckschlusse auf das
raumliche Langzeitgedachtnis zu ziehen. Wie zuvor beschrieben, handelt es sich dabei um ein
rundes Becken, das mit triibem Wasser gefullt ist. Durch die Aversion gegen Wasser motiviert
sollen die Tiere von wechselnden Startpunkten aus eine unter der Wasseroberflache versteckte
Plattform finden. Die Orientierung kann dabei durch im Raum angebrachte Markierungen
erfolgen. Die Lernfahigkeit des Tieres wird anhand der Zeitspanne gemessen, die das Tier bis

zum erneuten Auffinden der Plattform bendtigt.

Einfach aufgebaute Labyrinthe stellen die T- oder Y-férmigen Verhaltenstests in ihren
zahlreichen Varianten dar. Statt Flucht aus einer potentiell lebensbedrohlichen Situation wie
im MWM, liegt hier die Motivation in der Befriedigung des Fresstriebs (HODGES, H., 1996).

Ein Beispiel stellt das sog. ,,T-Labyrinth mit erzwungener Alternation* dar. Dabei absolviert



das Tier mehrere Durchl&ufe an aufeinanderfolgenden Tagen, wobei jeder Durchlauf aus zwei
Teilen besteht. Im ersten Teil versperrt ein Objekt den Eingang eines Armes, so dass das Tier
gezwungen ist, die andere Seite zu wahlen, in der sich eine Futterbelohnung befindet. Im
zweiten Teil sind beide Arme gedffnet, die Belohnung ist nun aber nur noch im zuvor nicht
besuchten Arm des Labyrinths zu finden. Die korrekte Bewaltigung des Tests durch
Alternation der Armbesuche beruht hauptséchlich auf dem rédumlichen Arbeitsgedachtnis
(STEWART et al., 2011).

Andere Verhaltenstests basieren primar auf dem angeborenen Angstverhalten der Tiere (OHL,
2003). Der sog. ,,Open-Field-Test“ wurde von HALL und BALLACHEY (1932) zur
Untersuchung der Emotionalitat von Ratten eingefiihrt. In dieser Studie wird gezeigt, dass der
Kotabsatz der Ratten mit ihrer Angstlichkeit korreliert. Urspriinglich ist das ,,Open-Field*
eine nach oben offene, hell erleuchtete, runde Arena, wobei mittlerweile eine Vielzahl von
Varianten genutzt wird. Die Tiere werden mit dieser neuen und unbekannten Umgebung
konfrontiert, indem sie in der Testarena entweder zentral oder peripher abgesetzt werden.
Dies fuhrt bei Nagetieren zu einem Konflikt zwischen Erkundungsdrang einerseits und der
Angst vor der fremden Situation und moglichen Gefahren andererseits. Daher vermeiden die
Tiere zundchst den ungeschitzten zentralen Bereich und suchen in der Nahe der Wand, der
sog. ,, Thigmotaxiszone*, Schutz (OHL, 2003).

Waéhrend sich die meisten Verhaltenstests nur zur Untersuchung weniger definierter
Parameter eignen, stellt der sog. ,,modifizierte Hole-Board-Test“ (mHBT) ein etabliertes,
komplexes, radumliches Testparadigma dar, das die gleichzeitige Untersuchung einer Vielzahl
von Parametern ermdglicht (GORDAN et al., 2012). Nach OHL et al. (2001) vereint der
mHBT die Eigenschaften des Open-Field-Tests mit dem Hole-Board-Test. Der Hole-Board-
Test wurde urspringlich entwickelt, um das Erkundungsverhalten von Nagetieren zu
untersuchen (FILE und WARDILL, 1975). Spater erfuhr der Test zahlreiche Modifikationen
zur Untersuchung von Kognition und Verhalten von Spitzh6rnchen (OHL et al., 1998) und
Ratten (OHL et al., 2001) bis hin zu Mé&usen. Der Versuchsaufbau des mHBTSs fur Mé&use
(OHL et al., 2003) besteht aus einer quadratischen nach oben offenen Box, in der zentral ein
Brett mit zehn nach oben offenen Zylindern liegt. Im Rahmen der kognitiven Untersuchung
sollen die Versuchstiere lernen, dass nur in den drei markierten Zylindern eine erreichbare
Futterbelohnung zu finden ist. Neben der Beurteilung der Leistungsféhigkeit des deklarativen
Gedéachtnisses und des Arbeitsgedachtnisses kénnen die allgemeine Fortbewegungsaktivitét,
die Feinmotorik und ein breites Spektrum an Verhaltensdimensionen untersucht werden
(OHL et al., 2003). Somit lassen sich mit dem mHBT einige Forderungen von D'MELLO und
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STECKLER (1996) tber die Schaffung eines idealen Modells erfiillen: Es handelt sich um
einen standardisierten, replizierbaren Verhaltenstest, der auf positiver Motivation, namlich
Futterbelohnung, beruht und verschiedene Aspekte der Leistungsfahigkeit der Versuchstiere
erfasst. Die rdumliche Natur des Tests wird durch den Einsatz einer Aromaldsung und der
zusétzlichen unerreichbaren Bestlickung aller Locher mit Mandeln gewaéhrleistet, so dass
ungewollte olfaktorische Hinweise verhindert werden. Zudem konnte der Test bereits bei
verschiedenen Spezies erfolgreich eingesetzt und etabliert werden (OHL et al., 2003; VAN
DER STAAY etal., 2012; GORDAN et al., 2012).

2.2 Die Alzheimer-Krankheit

Vor Uber 100 Jahren beschrieb der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer
erstmals die Symptome einer besonderen Form der Demenz (ALZHEIMER, 1907), die im
Jahr 1910 nach ihm benannt werden sollte (KRAEPELIN, 1910). Seine Patientin Auguste
Deter litt unter progressivem Gedachtnisverlust, rdumlicher sowie zeitlicher Desorientierung,
Kommunikationsproblemen und auffélligen Verhaltensdnderungen. Herausragend fiir diese
Zeit war, dass Alzheimer der klinischen Symptomatik eine neuropathologische Ursache
zugrunde legte (ALZHEIMER, 1907; LAGE, 2006). Nach dem Tod von Auguste Deter nach
4,5 Jahren Krankheitsdauer fand er ein atrophisches Gehirn mit ,,miliaren Herdchen in der
Hirnrinde sowie ,,aufgeknduelten Biindeln von Fibrillen” vor (ALZHEIMER, 1907). Diese
sog. ,,Amyloid-Plaques* und ,,Neurofibrillenbiindel* gelten heute als pathognomonisch fur
die Alzheimer-Krankheit (AK).

Erst Jahrzehnte nach der Erstbeschreibung wurde man sich der Tragweite dieser Erkrankung
bewusst. Die AK macht mit 50 bis 70 % aller Falle die haufigste der dementiellen
Krankheitsformen aus. Dabei sind Demenzen durch den fortschreitenden Verlust kognitiver
Fahigkeiten gekennzeichnet, der zu einer ausgepragten Beeintrdchtigung des Alltagslebens
fihrt, und missen daher klar von physiologischen Alterungsprozessen abgegrenzt werden
(QIU et al., 2007). Da es bis heute keine kausale Therapie der AK gibt, fihrt diese
unweigerlich zum Tod meist durch Sekundarerkrankungen aufgrund einer Schwéchung des
Organismus. Erschwerend kommt hinzu, dass die vorlaufige klinische Verdachtsdiagnose erst
post mortem durch neuropathologische Untersuchungen zweifelsfrei bestétigt werden kann
(BALLARD et al., 2011).
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Die AK stellt die Menschheit vor groRe medizinische, soziale und soziodkonomische
Herausforderungen. Im Zuge dieser nimmt die Forschung einen herausragenden Stellenwert
ein, um die der Krankheit zugrunde liegenden Mechanismen aufzudecken und so fir
verbesserte Moglichkeiten fur die Friiherkennung einerseits und die Therapie andererseits zu
sorgen (BALLARD et al., 2011).

2.2.1 Epidemiologie

In Deutschland und anderen européische Industrienationen steigt die Zahl der an Demenz
erkrankten Menschen laut der EuroCoDe-Studie (European Collaboration on Dementia) mit
fast 2 % bei den 65 bis 69-Jahrigen auf rund 40 % bei den Uber 90-J&hrigen an (ALZHEIMER
EUROPE, 2009). Allein in Deutschland leben derzeit tber 1,4 Millionen Demenzkranke und
jahrlich kommen etwa 300000 Neuerkrankte hinzu. Die Uberlebenszeit der Alzheimer-
Patienten ist durch die Schwierigkeiten bei der Diagnose nicht genau zu beziffern; es wird
durchschnittlich von einem Zeitraum von 3 bis 6 Jahren ausgegangen, der in Einzelféllen aber
auch deutlich Uberschritten werden kann. Im Allgemeinen ist die Krankheitsdauer umso
kirzer, je spater die Erkrankung lebensgeschichtlich in Erscheinung tritt (BICKEL, 2012).

Das globale Ausmal der AK lasst sich durch vergleichbare Zahlen in Amerika verdeutlichen.
So leidet allein jeder achte Amerikaner iber 65 Jahren an dieser Krankheit. Dies entsprach im
Jahr 2012 etwa 5,4 Millionen Menschen. In der Altersgruppe der ber 85-Jahrigen ist sogar
fast die Halfte betroffen. Die Prdavalenz- und Inzidenzraten steigen exponentiell mit dem
Alter. Dabei bezeichnet die Pravalenz die Anzahl an Kranken in der Bevdlkerung zu einem
bestimmten Zeitpunkt und die Inzidenz die Zahl neuer Falle in einem bestimmten Zeitraum,
also das Erkrankungsrisiko (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2012). Die Situation ist
besonders problematisch angesichts des demographischen Wandels: Durch steigende
Lebenserwartung und rucklaufige Geburtsraten kommt es zu einer Uberproportionalen
Zunahme sehr alter Menschen (BICKEL, 2005). Erkrankte 2012 noch alle 68 Sekunden ein
Amerikaner an der AK, wird es Schatzungen zufolge im Jahr 2050 bereits alle 33 Sekunden
sein (HEBERT et al., 2001; ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2012). Dabei werden die
geschétzten Kosten flr Gesundheitsfirsorge, Langzeitpflege und Hospiz-Aufenthalte von 200
Milliarden auf 1,1 Billionen Dollar in der Mitte des Jahrtausends steigen (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2012).
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Die AK ist durch die hohe Zahl Erkrankter die wichtigste Ursache fur Pflegebedurftigkeit im
Alter (BICKEL, 2005). Sie stellt ein dramatisches Gesundheitsproblem der heutigen Zeit dar
und wird es vermutlich auch fir die ndchsten Dekaden bleiben (SLOANE et al., 2002).

2.2.2 Pathophysiologie

Die charakteristischen pathologischen Merkmale im Gehirn von Alzheimer-Patienten sind
intrazellulare Neurofibrillenbtindel (,,neurofibrillary tangles*, NFTSs) mit
hyperphosphoryliertem Tau-Protein sowie extrazellulare Amyloid-Ablagerungen (Plaques),
die hauptséachlich aus Amyloid-beta (AR)-Peptiden bestehen (GLENNER und WONG, 1984;
FINDER, 2010). Nach THAL et al. (2002) treten die Plaques bevorzugt im Isokortex in
Erscheinung, gefolgt von entorhinalem Kortex, Hippokampus und Amygdala. Im weiteren
Verlauf sind Striatum, Dienzephalon, Hirnstamm und schliel3lich das Kleinhirn betroffen.
Wahrend die Ablagerung der Amyloid-Plaques individuellen Unterschieden unterworfen ist,
scheint die Bildung der NFTs nach einem einheitlicheren Muster zu verlaufen. NFTs finden
sich zunédchst im transentorhinalen Kortex, breiten sich Uber das limbische System mit
Hippokampus und Amygdala bis hin zum Isokortex im fortgeschrittenen Stadium der
Erkrankung aus (BRAAK und BRAAK, 1991).

Die sog. ,,Amyloid-Kaskaden-Hypothese“ hat seit ihrer ersten Beschreibung vor mehr als
zwei Jahrzehnten die Forschung dominiert. Demnach stellt die Ablagerung von AP das
zentrale und entscheidende Ereignis der Pathophysiologie der AK dar, dessen direkte Folge
kaskadenartig ablaufende Prozesse sind, die schlieBlich zum klinischen Bild der Demenz
fuhren (HARDY, J. A. und HIGGINS, 1992; HARDY, J. und SELKOE, 2002). Doch
angesichts zahlreicher Fehlschldge mit auf AP ausgerichteten Therapiekonzepten muss die
Amyloid-Hypothese und insbesondere die Bedeutung der Plaques neu uberdacht werden
(PIMPLIKAR, 2009). Es zeigte sich, dass die Anzahl von Plaques nicht gut mit dem
Auspragungsgrad der Demenz korreliert und Plagues durchaus auch bei dlteren Menschen

ohne Geddachtnisbeeintrdchtigungen gefunden werden kénnen (NELSON et al., 2012).

Heute wird vielfach eine multikausale Atiopathogenese der AK angenommen. Was also sind
die heutzutage vermuteten pathophysiologischen Zusammenhénge und welche Rolle spielen
Ap-Peptide?
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2.2.2.1 Amyloid-Peptid

Wie in einer Ubersicht von SELKOE (2001) dargestellt, entstehen die AB-Peptide aus dem
Amyloid-Vorlauferprotein (,,Amyloid-Precursor-Protein“, APP) — einem Transmembran-
protein  mit einem kurzen zytoplasmatischen Anteil, dem COOH-Ende, einer
Transmembrandomane und einem langen extrazellularen NH,-Ende. Das Protein wird durch
ein Gen auf Chromosom 21 kodiert (KANG et al., 1987) und ubiquitér in verschiedenen
Isoformen exprimiert, wobei die vorherrschenden Formen 695, 751 und 770 Aminoséuren
lang sind (SELKOE, 2001). APP kann an verschiedenen Stellen proteolytisch gespalten
werden. Uberwiegend wird es durch die o-Sekretase prozessiert, was die Bildung von AB
ausschlieBt (ESCH et al., 1990) und somit als nicht-amyloidogener Weg bezeichnet wird
(FINDER, 2010). Die Freisetzung der AP-Peptide erfolgt durch sukzessive proteolytische
Spaltung durch die -Sekretase (,,beta-site APP cleaving enzyme®, BACE) (VASSAR et al.,
1999) und anschlieBend der y-Sekretase. Dabei erfolgt die Spaltung zundchst in der N-
terminalen extrazelluldren Region und dann innerhalb der Transmembrandoméne (SELKOE,
2001). Die Aktivitat der B-Sekretase wird als der limitierende Schritt fur die Rate dieses
amyloidogenen Weges angesehen (MURPHY und LEVINE Ill, 2010).

Bei der y-Sekretase handelt es sich um einen membranstandigen Enzymkomplex, der u. a.
auch in der Zelldifferenzierung eine entscheidende Rolle spielt und sich aus vier Proteinen
zusammensetzt: Prasenilin als Kkatalytisches Zentrum, Présenilin-Verstarker 2 (,,Presenilin
Enhancer 2%, Pen-2), Nicastrin und ,,Anterior Pharynx-defective 1 (Aph-1) (SATO et al.,
2007). Die Bedeutung von Prasenilin (PS) in seinen zwei Isoformen PS1 und PS2 konnte im
Mausmodell unterstrichen werden. So fuhrte eine Ausschaltung des PS1-Gens zu reduzierter
AB-Produktion (HERREMAN et al., 2000), wéhrend der zusatzliche Knockout von PS2 die
AB-Bildung in embryonalen Stammzellen ganzlich verhinderte (HERREMAN et al., 2000).
Dabei war das Ausschalten der jeweiligen Gene nicht mit dem Leben der Mause vereinbar
(DE STROOPER et al., 1998; HERREMAN et al., 2000). Die y-Sekretase schneidet APP als
Substrat an verschiedenen Stellen, was zu C-terminaler Heterogenitdt und damit zur Bildung
unterschiedlich langer Ap-Peptide fihrt. So beeinflussen beispielsweise Mutationen im
Préisenilin bei familidren Formen der AK die katalytische Aktivitdt der y-Sekretase und
konnen die Entstehung ldngerer AB-Formen beglnstigen (SELKOE und WOLFE, 2007). Die
Lange dieser amphiphilen Spaltprodukte ist entscheidend fur ihre physikalisch-chemischen
Eigenschaften, da mit zunehmender Anzahl an Aminosduren die Tendenz zu

Oligomerisierung und Bildung unléslicher Fibrillen steigt (BITAN et al., 2003). Studien an
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Menschen und mit Mausmodellen zeigen, dass das AP42-Isomer ausschlaggebend fir die
Entstehung von Amyloid-Plaques ist (IWATSUBO et al., 1994; MCGOWAN et al., 2005).
Physiologisch herrschen die AB-Formen AB40 und AB42 in einem Verhaltnis von 10:1 vor.
(FINDER, 2010). Unabhingig von den absoluten Mengen haben schon geringe Anderungen
des relativen Verhdltnisses starke Auswirkungen auf die Tendenz zur Aggregation und
Induktion synaptischer Toxizitdt (KUPERSTEIN et al., 2010).

Zahlreiche Studien weisen auf die toxischen Wirkungen hoher AR-Konzentrationen auf
Zellkulturen oder Maushirne nach ARB-Injektion hin. Doch stellt sich die Frage, ob dieses
Vorgehen die In-vivo-Verhaltnisse bei der AK widerzuspiegeln vermag (PIMPLIKAR, 2009).
Die Ap-Entstehung an sich ist kein rein pathologisches Geschehen — auch in
Zerebrospinalflissigkeit und Blutplasma kognitiv unauffalliger Personen sowie im Medium
kultivierter Zellen lassen sich AB-Peptide nachweisen (HAASS et al., 1992; SEUBERT et al.,
1992). Die physiologischen Funktionen dieser AB-Peptide sind nicht abschlieend geklart,
doch scheint AP unter anderem neuroprotektiv (PLANT et al., 2003) und antimikrobiell
(SOSCIA et al., 2010) zu wirken und eine Rolle bei Lernvorgéngen zu spielen (MORLEY et
al., 2010). So erweisen sich endogenen AP42-Peptide als notwendig fiir die synaptische
Plastizitat im Hippokampus (PUZZO et al., 2011).

Abseits von AB-Monomeren und Plaques spricht immer mehr fiir 16sliche AB-Oligomere als
eine der vorwiegenden toxischen Agenzien bei der AK. AB-Oligomere konnten unter anderem
in einer Studie von SHANKAR et al. (2008) aus dem zerebralen Kortex von Alzheimer-
Patienten isoliert werden. Im Gegensatz zu AB-Plaques fuihrten die Oligomere zur Inhibition
der Langzeitpotenzierung (LTP), Verstarkung der Langzeitdepression (LTD) und
Verringerung dendritischer Dornfortsatze im murinen Hippokampus, was wiederum zu
Plastizitatsstorungen fiihrte. Des Weiteren zeigte sich, dass die Menge 16slicher Ap-
Oligomere im Gehirn von Alzheimer-Patienten mit deren kognitiven Dysfunktion korreliert
(TOMIC et al., 2009). Auch in Tiermodellen I6sen AB-Oligomere kognitive Storungen aus.
So scheinen Lerndefizite im transgenen Mausmodell Tg2576 abhdngig vom Auftreten von
I6slichen AB-Oligomeren und weniger von unldslichen AB-Plaques zu sein (LESNE et al.,
2006; LESNE et al., 2008). Ebenso lost die Injektion bestimmter AB-Oligomere in die
Gehirnventrikel von Ratten kognitive Defizite aus (SHANKAR et al., 2008; REED et al.,
2011).

AB-Oligomere stellen eine sehr heterogene Gruppe von Peptiden dar. Ob Dimere, Trimere

oder grofiere Molekileinheiten die hochste Toxizitat aufweisen, kann angesichts kontréarer

15



Ergebnisse verschiedener Studien nur spekuliert werden. Genauso offen ist der genaue
Vorgang der Oligomerisierung bis hin zur Bildung der fibrillaren und unléslichen Aggregate.
Dabei gibt es Hinweise, dass AB-Plaques als Reservoir fiir AB-Oligomere dienen kdnnten
(KOFFIE et al., 2009)

2.2.2.2 Tau-Protein

Neben AB-Plaques stellen Neurofibrillenbtindel (NFTs) in Soma und Dendriten der Neurone
ein typisches pathologisches Merkmal der AK dar (MANDELKOW und MANDELKOW,
2012). Die Entstehung der NFTs ist vermutlich eine Folge von Hyperphosphorylierung und
Glykosylierung von Tau-Proteinen (WEINGARTEN et al., 1975; GRUNDKE-IQBAL et al.,
1986), die dadurch ihre physiologische Bindung an die Mikrotubuli verlieren und u. a. zu
paarigen helikalen Filamenten aggregieren (MANDELKOW und MANDELKOW, 2012).
Dieser pathologische Vorgang der Hyperphosphorylierung resultiert aus einer Stérung des
Gleichgewichts zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung, an der verschiedene
Phosphatasen und Kinasen beteiligt sind (IQBAL und GRUNDKE-IQBAL, 2008). Eine
physiologische Hauptfunktion des Tau-Proteins ist die Stabilisation axonaler Mikrotubuli fir
Zelltransportmechanismen (DIXIT et al., 2008). Des Weiteren scheint Tau im Zusammenspiel
mit der Tyrosinkinase Fyn, die u.a. mit dem N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor
interagiert, dendritische Funktionen aufzuweisen (ITTNER et al., 2010). Interessanterweise
fiihren Mutationen im Tau-Protein zwar nicht zur AK, aber zu Krankheiten, die sich ebenfalls
durch kognitive Defizite auszeichnen, den sog. ,,Tauopathien* (SPILLANTINI et al., 1998;
IQBAL und GRUNDKE-IQBAL, 2008).

Das Ausmal} von NFT-Ablagerungen im Isokortex korreliert relativ gut mit dem klinischen
Bild kognitiver Beeintrachtigungen von Alzheimer-Patienten (NELSON et al., 2012).
Allerdings lassen neue Studien wie die von SYDOW et al. (2011) vermuten, dass nicht die
aggregierte, sondern eine lésliche Form des Tau-Proteins fur toxische Effekte wie die LTP-
Reduktion verantwortlich ist, da sich nach dem Abschalten der Expression eines mutierten

Tau-Transgens die Lerndefizite trotz vorliegender NFTs als reversibel erwiesen.

Vieles spricht bei der AK dafir, dass analog zur Amyloid-Kaskaden-Hypothese AB-Peptide
die grundlegende Ursache fir die Bildung von NFTs sind. So zeigen GAMBLIN et al. (2003)
auf, dass AP42 in vitro die Spaltung von Tau-Protein durch Kaspasen und eine damit
verbundene NFT-Bildung auslést. Ubereinstimmend damit weist ein doppeltransgenes
Mausmodell (Tg2576 x JNPL3), das APP- und Tau-Mutationen des Menschen
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uberexprimiert, mehr NFTs im Vergleich zum einfach transgenen JNPL3-Modell auf (LEWIS
et al.,, 2001). Im Gegensatz dazu scheinen Tau-Proteine aber auch selbst mit eine
Voraussetzung flr die AB-mediierte Toxizitat zu sein, da in transgenen APP-Mausmodellen
durch Tau-Mangel kognitive Defizite verhindert werden kénnen. Dabei scheint die Interaktion
mit der Kinase Fyn eine wichtige Rolle zu spielen (ITTNER et al., 2010; ROBERSON et al.,
2011).

2.2.2.3 Entzindungsreaktion

Die AK geht mit einer chronischen lokalen Entzlindungsreaktion im Gehirn einher. Dabei
stellt sich die Frage, ob diese lediglich eine sekundare Antwort als Schutzmechanismus
gegeniiber AB-Plaque-Ablagerung und Neurodegeneration darstellt, oder ob sie vielmehr als
Ausloser und/oder Verstarker der AK wirkt. Als Zeichen der Entziindungsreaktion gelten
reaktive Astrozyten und aktivierte Mikrogliazellen, die Immunzellen des Gehirns, die die AB-
Plaques umgeben (GLASS et al., 2010). Die Aktivierung von Mikrogliazellen kann
beispielsweise schon durch Erkennung von fibrillirem AP durch bestimmte
Oberflachenrezeptoren, den Toll-&hnlichen Rezeptoren (,,Toll-like receptors®, TLR) und der
Unterscheidungsgruppe 14 (,,Cluster of differentiation 14, CD14) als Ko-Rezeptor erfolgen
(REED-GEAGHAN et al.,, 2009). Durch Interaktion von AP mit weiteren
Oberflachenrezeptoren werden Signalkaskaden aktiviert, die u. a. die Phagozytose-Aktivitét
steigern und fur vermehrte Bildung von Zytokinen, Chemokinen, reaktiven Sauerstoffspezies,
Stickstoffmonoxid und Prostaglandinen sorgen kénnen (WILKINSON et al., 2006; GLASS et
al., 2010). So fuhrt die Expression einer nicht-funktionellen Mutation des
Oberflachenrezeptors TLR4 in einem transgenen Mausmodell der AK zu vermehrter Ap-
Plaque-Ablagerung und verringerter Sezernation verschiedener Zytokine (JIN et al., 2008).
Zeichen vermehrter regionaler Aktivierung von Mikroglia ist die Hochregulation peripherer
Benzodiazepin-Rezeptoren (PBR), die als Biomarker fur die Neuroinflammation genutzt
werden kann (GULYAS et al., 2009). Die erhohte PBR-Expression in Mikrogliazellen steht in
Zusammenhang mit zugrunde gegangenen Neuronen, wahrend die Expression in Astrozyten

eher mit neuroprotektiven Wirkungen einherzugehen scheint (JI et al., 2008).

Entzlindungsprozesse werden als zweischneidiges Schwert gesehen. Auf der einen Seite steht
die neuroprotektive Wirkung der Gliazellen, die neurotrophe Substanzen bilden und
beschéadigtes Gewebe einschliel3lich Plaques phagozytieren konnen (SIMARD et al., 2006).

Auf der anderen Seite kann es zu einer UbermaRigen Freisetzung zytotoxische Substanzen
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kommen, die den Krankheitsprozess verstarken. Insbesondere AP42-Oligomere scheinen
starke Entziindungsreaktionen und oxidativen Stress zu induzieren, indem u.a. vermehrt
Interleukin 1 (IL-1B), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Stickstoffmonoxid (NO),
Prostaglandin E, (PGE;) und Superoxidanionen (SOA) freigesetzt werden. Dabei verhindern
proinflammatorische ~ Zytokine  gleichzeitig eine effektive  Phagozytose-Aktivitat
(KOENIGSKNECHT-TALBOO und LANDRETH, 2005; PAN et al., 2011). Plaques kdnnen
nicht vollstandig beseitigt werden und bewirken die Aufrechterhaltung inflammatorischer
Prozesse. Die Freisetzung von Faktoren wie IL-1B und TNF-a durch Mikroglia aktiviert
Astrozyten und fihrt damit zur Astrogliose, die wiederum Einfluss auf die Aktivitat der
Mikroglia nimmt (GLASS et al., 2010; LIU, W. et al., 2011). UberméaRige Produktion von
Zytokinen wird in direkte Verbindung mit Gedachtnisbeeintréachtigungen gebracht. So scheint
beispielsweise die Erhdhung des Serumlevels von TNF-a gut mit der Zunahme kognitiver
Defizite zu korrelieren (HOLMES et al., 2009). Zytokine beeinflussen auf unterschiedliche
Art und Weise die Prozessierung von APP. Unter anderem kann die BACE1-Aktivitat in
Neuronen verstarkt und in Astrozyten initiiert werden (SASTRE et al., 2008; ZHAO et al.,
2011). Eine neue Studie lasst vermuten, dass dabei die Interaktion mit dem
Transkriptionsfaktor Nukleédrer Faktor kappa B (NF-kB) entscheidend ist (CHEN et al.,
2012). Die daraus resultierende erhohte Ap-Bildung bedingt einen Teufelskreis.
Dementsprechend  sind  Therapiekonzepte entstanden, die die  UberschieRende
Entzindungsreaktion einddmmen sollen. Allerdings lieferten klinische Studien am Menschen
uberwiegend enttduschende Ergebnisse (JATURAPATPORN et al., 2012). So konnten in
Studien wie von PASQUALETTI et al. (2009) nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAIDs) das
Fortschreiten kognitiver Defizite nicht verlangsamen. Vielversprechender als der akute
therapeutische Einsatz von NSAIDs scheint die Senkung des Erkrankungsrisikos durch eine
NSAID-Langzeiteinnahme zu sein. VLAD et al. (2008) schreiben dabei besonders Ibuprofen
eine protektive Wirkung zu. Die Wahl des individuell am besten geeigneten
Einsatzzeitpunktes sowie die Art und Dosierung von Entziindungshemmern bedarf jedoch

noch weiterer intensiver Forschung.

2.2.2.4 Oxidativer Stress

Ein Ungleichgewicht zwischen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und reaktiven
Stickstoffspezies (RNS) einerseits und antioxidativen Mechanismen andererseits fuhrt zu
oxidativem Stress (BUTTERFIELD und SULTANA, 2011). Aufgrund ihrer Reaktivitét

konnen ROS und RNS eine Vielzahl zellularer Komponenten, wie Nukleinséuren,
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Membranlipide oder Proteine, schadigen. Das Gehirn ist durch seinen hohen Gehalt
ungesattigter Fettsduren und den hohen Sauerstoffbedarf besonders anféllig fiir oxidative
Schadigung (SULTANA et al.,, 2009; FINDER, 2010). Bemerkenswerterweise scheint
oxidativer Stress eines der ersten frihen pathologischen Merkmale der AK zu sein
(NUNOMURA et al., 2001). Bei Alzheimer-Patienten kann zerebral und systemisch eine
Erh6hung oxidativer Stressmarker und eine Verringerung von Antioxidantien wie der
Glutathion-Peroxidase oder Superoxid-Dismutase festgestellt werden (ANSARI und
SCHEFF, 2010) (RINALDI et al., 2003). Ap-Oligomere binden vermutlich Uber einen
NMDA-Rezeptor-abhéngigen Mechanismus an neuronale Synapsen und bewirken
mitochondriale Dysfunktionen sowie eine exzessive ROS-Bildung (DE FELICE et al., 2007).
AP42-Oligomere kénnen aber auch direkt Gber die leicht oxidierbare Aminosdure Methionin
an Position 35 Lipidperoxidationen in Zellmembranen auslésen und in der Folge fir weitere
oxidative Schadigungen durch freie Radikale sorgen (BUTTERFIELD und SULTANA,
2011).

Oxidativer Stress kann Entziindungsprozesse ausldsen, wird aber auch selbst von diesen
unterhalten (HENSLEY, 2010). In aktivierter Mikroglia im Kortex von Alzheimer-Patienten
kann korrelierend zu kognitiven Defiziten eine erhdhte Aktivitat der Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase nachgewiesen werden, welche durch Reduktion
von Sauerstoff zum Superoxid-Anion zum oxidativen Stress beitragt (ANSARI und SCHEFF,
2011). Dieser hat vielfaltige schwerwiegende Auswirkungen, da durch die Oxidation von
Zellkomponenten deren physiologische Funktion beeintrachtigt und der Zelltod geférdert wird
(SULTANA et al., 2009). So geht die AK auch mit einer Schadigung und Reduktion der
Anzahl von Mitochondrien einher (HIRAI et al., 2001). Dies fuhrt zu einem beeintrachtigten
Energiestoffwechsel mit einer verringerten Adenosintriphosphat (ATP)-Bildung, was
zahlreiche Auswirkungen wie Synapsenverlust, Stérung der Neurotransmitter-Synthese und
der Kalzium (Ca?*)-Homdostase nach sich zieht (SULTANA et al., 2009). Oxidativer Stress
kann letztlich Gber den intrinsischen Weg z. B. durch DNS-Schédigung, aber auch auf dem
extrinsischen Weg uber Protein p53 und Aktivierung der Kaspase-3 eine neuronale Apoptose
induzieren (TAMAGNO et al., 2003; CAl et al., 2011).

2.2.2.5 Veranderung der Neurotransmission

Bei der AK ist die Neurotransmission in vielfaltiger Weise beeintrachtigt. Auf
unterschiedliche Art kommt es zur Schadigung und dem Verlust von Synapsen und Neuronen

19



und zur Beeinflussung verschiedener Rezeptoren und deren Signalkaskaden.
Unphysiologische Neurotransmitter-Konzentrationen fihren zu ausgepragten
Beeintrachtigungen der Integritat neuronaler Netzwerke und damit zu Storungen von
Kognition und Verhalten. Neurotransmitter sind essentiell zur Informationstbertragung
zwischen den Neuronen. Diese endogenen Botenstoffe werden durch présynaptische
Aktionspotentiale in den synaptischen Spalt ausgeschiittet und binden an Rezeptoren der
postsynaptischen Membran. Dadurch kommt es entweder (ber die direkte Offnung von
lonenkandlen (ionotroper Rezeptor) oder die Auslésung von Signalkaskaden (metabotroper
Rezeptor) zu Anderungen des Membranpotentials. Dabei wird zwischen exzitatorischen und
inhibitorischen Neurotransmittern unterschieden. Der wichtigste erregende Neurotransmitter
im zentralen Nervensystem ist Glutamat (REVETT et al., 2012). Es gibt Hinweise darauf,
dass AB-Peptide die Freisetzung extrazelluldaren Glutamats verstarken kénnen (KABOGO et
al., 2010). Zusatzlich  fuhren  beeintrachtigte  Glutamat-Transportmechanismen
(MOOKHERJEE et al., 2011) und eine verringerte Aktivitdt der Glutamin-Synthetase
(ROBINSON, 2001) zu einem stark erhohten extrazellularen Glutamat-Gehalt im
synaptischen Spalt im Rahmen der AK. Diese exzitotoxischen Mechanismen fiihren zur
Dauererregung von NMDA-Rezeptoren und damit durch exzessive Erhohung intrazellulérer
Ca?*-Konzentrationen zum Zelltod (REVETT et al., 2012).

Als besonders ausgepragt sind bei der AK Schaden im cholinergen System beschrieben.
Cholinerger Zellverlust betrifft zunachst vor allem das cholinerge basale Vorderhirn, in dem
cholinerge Projektionsneurone lokalisiert sind, die vor allem den Kortex und Hippokampus
innervieren (WHITEHOUSE et al., 1982; SCHLIEBS und ARENDT, 2011). Es werden
cholinerge Defizite, wie eine prasynaptisch verringerte Aktivitat der Cholin-Acetyl-
Transferase oder eine verringerte postsynaptische Kopplung des muskarinergen Acetylcholin
(ACh)-Rezeptors M1 an Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) beschrieben
(POTTER et al., 2011). Des Weiteren stort die Bindung von AB-Peptiden an a-7 nikotinergen
ACh-Rezeptoren die Freisetzung von ACh und die Aufrechterhaltung der LTP (WANG, H. Y.
et al., 2000). Es kommt also zu einer Beeintrachtigung der Signalkaskaden und letztlich auch
der Kognition (SULTANA et al., 2009). Acetylcholinesterase-Hemmer reduzieren den Abbau
von ACh im Gehirn und koénnen so teilweise das Fortschreiten kognitiver Defizite in friihen
Stadien der AK verlangsamen (SCHLIEBS und ARENDT, 2011).

Die kognitive Leistungsfahigkeit basiert auf der funktionellen Integritdt und Plastizitat
neuronaler Netzwerke. Die AK geht jedoch mit einer erheblichen Beeintrachtigung von

Synapsen und mit neuronalen Verlusten einher. Der Verlust von Synapsen stellt das wohl
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beste neuropathologische Korrelat zu den kognitiven Defiziten dar (TERRY et al., 1991;
QUERFURTH und LAFERLA, 2010).

Neben dem bereits erwéhnten oxidativen Stress stehen einige andere mogliche Ursachen als
Ausldser fur die synapto- und neurotoxischen Ereignisse in der Diskussion. Dabei scheint AP
selbst synaptotoxische Eigenschaften aufzuweisen. So ist im Mausmodell in der mit ApB-
Oligomeren angereicherten direkten Umgebung der ApB-Plaques eine verringerte Anzahl
exzitatorischer Synapsen nachweisbar (KOFFIE et al., 2009). Als zugrundeliegender
Mechanismus  spricht  vieles fir die sog. ,,Amyloid-Poren-Hypothese”. Mittels
Transmissionselektronenmikroskopie konnen in der Zellmembran von Neuronen AP-Kanéle
nachgewiesen werden, die die Integritat der Membran beeinflussen und so durch exzessiven
Ca’*-lonen Einstrom die lonen-Homdostase der Zelle storen, was letztlich zur Apoptose fiihrt
(INOUE, 2008). Die Hypothese der porenbildenden Eigenschaft von AB-Oligomeren konnte
im Tiermodell untermauert werden (DEMURO et al., 2011). Weiterhin scheint AP
dystrophische Veranderungen an Neuriten durch Aktivierung der Ca”*-abhéngigen
Phosphatase Kalzineurin bedingen zu kénnen (WU et al., 2010). Zudem wird vermutet, dass
AP-Peptide direkt Ca**-permeable Rezeptoren, wie verschiedene metabotrope und ionotrope
Glutamat-Rezeptoren, aktivieren kénnen (DE FELICE et al., 2007; ALBERDI et al., 2010).
AB-Oligomere kénnen an die metabotropen Glutamat-Rezeptoren 5 (mGIuR5) binden und
eine pathologische Akkumulation derselben ausldsen, was wiederum zu starker Erh6hung
intrazellularer Ca®*-lonen und damit zur Synaptotoxizitat filhrt (RENNER et al., 2010). Die
Bindung von AP-Oligomeren an die sog. ,,NR1“-Untereinheit des ionotropen Glutamat-
Rezeptors NMDA kann durch Antikorper gegen deren extrazellulare Domadne inhibiert
werden. Auch durch partielle Bindung des NMDA-Rezeptor-Antagonisten Memantine kann
eine pathologische Uberaktivierung des NMDA-Rezeptors verhindert werden, wihrend seine
physiologische Funktion zur Induktion von LTP und damit fur Lernvorgange gewahrt bleibt.
Memantine kann den fortschreitenden Ged&chtnisverlust bei  Alzheimer-Patienten
verlangsamen und ist eines der wenigen in Deutschland zugelassenen Medikamente zur
symptomatischen Behandlung der moderaten bis schweren AK (DE FELICE et al., 2007).
Aber auch die exzessive Aktivierung der extrasynaptisch gelegenen sog. ,,NR2B*-
Untereinheit des NMDA-Rezeptors durch AB-Oligomere scheint eine Inhibition der LTP zu
vermitteln (LI, S. et al., 2011). Eine andere Theorie beschreibt die durch Bindung von Ap-
Oligomeren an a-7 nikotinerge Acetylcholin-Rezeptoren ausgeltste Endozytose benachbarter
NMDA-Rezeptoren (SNYDER et al., 2005). Zusatzlich kann es u. a. zu Veranderungen des a-
Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-1soazol-Propionsdaure  (AMPA)-Rezeptors, einem weiteren
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ionotropen Glutamat-Rezeptor, kommen, indem die Kaspase-3-Aktivitdt im Rahmen der
pathologischen Verénderungen der AK erhoht wird. Kaspase-3 fiihrt zur Internalisation der
sog. ,GIluR1“-Untereinheit des AMPA-Rezeptors, was ebenfalls die glutamaterge
Neurotransmission beeintrachtigt (LI, Z. et al., 2010). Im Mausmodell Tg2576 ist die
Aktivitat der Kaspase-3 schon vor den ersten AB-Ablagerungen im Gehirn erhoht und geht
mit einer Verstarkung der LTD, einer Degeneration dendritischer Dornfortsdtze sowie
Gedéachtnisdefiziten einher (D'’AMELIO et al., 2011).

2.2.2.6 Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Die Komplexitdt der Alzheimer-Krankheit und die noch heute fehlenden gesicherten
Kenntnisse Uber die Zusammenhange neuropathologischer Mechanismen spiegeln sich in der
Entwicklung verschiedenster Hypothesen zur Krankheitsentstehung in den letzten zwei

Jahrzehnten wider.

Im Jahr 1992 wurde erstmals die Amyloid-Kaskaden-Hypothese postuliert (HARDY, J. A.
und HIGGINS, 1992). Auch wenn sie im Laufe der Jahre verschiedenen Modifikationen
unterworfen war, basiert sie im Kern darauf, dass Anderungen im Ap-Metabolismus die
zugrundelegende Ursache aller weiterer pathologischer Veranderungen darstellen (HARDY,
J. und SELKOE, 2002; HERRUP, 2010) (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese als klassische Theorie zur Entstehung der
Alzheimer-Krankheit: Anderungen im Af-Metabolismus losen eine kaskadenartige Folge

v

DEMENZ

pathologischer Mechanismen aus, die zu Demenz fihren (modifiziert nach HERRUP

(2010)).

Diese Hypothese wird besonders unterstiitzt durch die Entdeckung familidr gehdufter Falle
der AK, die auf Mutationen des APP-, PS1- oder PS2-Gens zurlckzufiihren sind. Diese
bedingen eine veranderte APP-Prozessierung, wohingegen Mutationen im fur das Tau-Protein

kodierenden Gen zu frontotemporaler Demenz ohne AB-Ablagerungen fiihren (PIMPLIKAR,

2009; FINDER, 2010).

Allerdings widersprechen neuere Erkenntnisse in einigen Punkten der Amyloid-Hypothese
(PIMPLIKAR, 2009). Beispiclsweise werden zahlreiche Ap-unabhdngige Mechanismen
beschrieben, die ebenfalls zu Demenz im Rahmen der AK fiihren (PIMPLIKAR et al., 2010).
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Dementsprechend sollte nach PIMPLIKAR (2009) AP nicht als der einzige auslésende
Faktor, sondern vielmehr als einer von vielen zugrundeliegenden Faktoren der AK gesehen
werden. Eine sehr kritische und kontroverse Stellung zur Amyloid-Hypothese nehmen LEE et
al. (2007) ein, indem sie AP als rein schiitzendes Agens und deren Bildung als Folge anderer
Prozesse ansehen. Daruiber hinaus wurden zahlreiche andere Modelle aufgestellt, die u. a. dem
Tau-Protein, Entziindungsprozessen oder cholinergen Defiziten die zentrale Rolle zuweisen.
Bislang kann allerdings keine Hypothese alle zusammenh&ngenden Pathomechanismen

liickenlos erklaren.

2.2.3 Klinisches Bild

Die AK ist gepragt durch den fortschreitenden kognitiven Abbau, der die Alltagskompetenz
zunehmend verringert und somit mit groflen Belastungen fir den Erkrankten und seine
Bezugspersonen verbunden ist. Das Fruhstadium der Erkrankung ist besonders durch die
Beeintrachtigung des Kurzzeitgedachtnisses gekennzeichnet. Es bereitet Schwierigkeiten, sich
an kurz zurtickliegende Ereignisse und neue Informationen zu erinnern. Dagegen erscheint
das episodische Langzeitgeddchtnis zur Erinnerung an weiter zuriickliegende
autobiographische Erlebnisse lange Zeit ungestort. Das semantische Langzeitgedachtnis flr
Faktenwissen ist allerdings schon in einem frihen Stadium beeintrachtigt. Im Zuge dessen
treten vermehrt Sprachstorungen wie Wortfindungsprobleme auf. Aufmerksamkeit,
Konzentrationsfahigkeit sowie rdumliche und zeitliche Orientierungsfertigkeiten nehmen im
Laufe der Erkrankung immer weiter ab. Teilweise sind auch sensorische Funktionen wie die
visuelle, auditive und olfaktorische Wahrnehmung reduziert. Im Endstadium der Krankheit
sind sdmtliche kognitiven Funktionen stark beeintrachtigt (HODGES, J. R., 2006; MAIER et
al., 2010; WESSON et al., 2011). Erschwerend kdnnen grobmotorische sowie feinmotorische
Defizite hinzukommen (SCHROTER et al., 2003; SCARMEAS et al., 2004).

Unabhédngig von den kognitiven Dysfunktionen treten bei bis zu 90 % der Erkrankten
Verhaltensstorungen auf, die das tagliche Leben zusatzlich belasten (ROBERT et al., 2005).
So kann die Realisation der nachlassenden Leistungsfahigkeit zu einem Gefuhl der
Hilflosigkeit und Scham fuhren, was von depressiven Stérungen und Angstsymptomatik
begleitet werden kann (MAIER et al.,, 2010). Die neuropsychiatrischen Symptome
(,,behavioural and psychological symptoms of dementia®“, BPSD) sind Folge pathologischer
neuroanatomischer und biochemischer Veranderungen sowie der gegebenen Umweltfaktoren.
Die hdaufigsten BPSD im Rahmen der AK sind Apathie, Agitation, Reizbarkeit und
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Aggression, Schlafstérungen, psychomotorische Auffalligkeiten wie zielloses Herumirren,
Angst, Depression, Euphorie, Enthemmung, Halluzinationen, Wahnvorstellungen und
Essstorungen (ROBERT et al., 2005; AALTEN et al., 2007; MAIER et al., 2010).

2.2.4 Risikofaktoren

Die Atiologie der AK konnte bislang nur teilweise gekldrt werden. Sicher ist, dass
verschiedene genetische Hintergriinde und Umweltfaktoren eine Rolle spielen. Angesichts der
mit dem Alter rapide zunehmenden Prévalenz und Inzidenz muss das Alter selbst als groRter
Risikofaktor betrachtet werden (REVETT et al., 2012). Wie bereits angedeutet, sind
zahlreiche autosomal-dominant vererbbare Mutationen bekannt, die fur die Entstehung einer
familidren Form der AK verantwortlich sind. Dabei handelt es sich Uberwiegend um
Mutationen im PS1-Gen, in geringerer Zahl auch im PS2- und APP-Gen. Diese Mutationen
bewirken entweder eine generell vermehrte AP-Entstehung oder eine Erhdhung des
AP42/AB40-Verhéltnisses (FINDER, 2010). Die familidre Form der AK ist gegeniiber der
sporadischen Form durch einen friheren Beginn der Erkrankung bereits im Alter von 30-60
Jahren charakterisiert. Wenngleich nur etwa 2 % aller Alzheimer-Félle auf diese bekannten
Mutationen zurtickzufiihren sind, leisten sie doch einen groRRen wissenschaftlichen Beitrag zur
Erforschung der viel héaufigeren sporadischen Form der AK. Erst die Entdeckung dieser
Genmutationen erlaubte beispielsweise die Erzeugung transgener Mausmodelle der AK
(LAGE, 2006). Ein anerkannter genetischer Risikofaktor ist das €4-Allel des Apolipoproteins
E (ApoE). ApoE wird im Gehirn hauptséchlich von Mikroglia und Astrozyten gebildet und ist
am Fettstoffwechsel beteiligt. Den verschiedenen ApoE-Allelen werden noch weitere
Funktionen zugeschrieben (GLASS et al., 2010). So wird vermutet, dass die Expression von
ApoE4 entzundungsfordernd wirkt (VITEK et al., 2009), den Abbau von Ap-Peptiden
reduziert und deren Aggregation verstarkt (REIMAN et al., 2009).

Zahlreiche weitere Faktoren stehen im Verdacht, das Risiko flr die Erkrankung an Alzheimer
zu erhohen. Haufig genannt werden ein niedriger Bildungsstand, geringe korperliche und
geistige Aktivitat im Alter, chronischer Stress, hohe Cholesterinwerte, Diabetes mellitus,
kardiovaskuldre Erkrankungen und Schadel-Hirn-Traumata (FINDER, 2010; ROTHMAN
und MATTSON, 2010; REVETT et al., 2012).

Vielfach wird vermutet, dass das weibliche Geschlecht einen zuséatzlichen Risikofaktor
darstellt. Etwa 70 % der Erkrankten sind Frauen, was allerdings wohl primdr durch die
allgemein hohere Lebenserwartung gegeniiber Méannern bedingt ist. Zudem scheinen Frauen
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mit einer Demenz langer zu Uberleben (BICKEL, 2012). Wéahrend zwar manche Studien ein
erhohtes Erkrankungsrisiko von Frauen anzweifeln (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2012),
dokumentieren andere Studien vor allem in den hdchsten Altersgruppen neben einer
signifikant gesteigerten Pravalenzrate (ALZHEIMER EUROPE, 2009) auch ein erhohtes
Neuerkrankungsrisiko von Frauen (SCHMIDT et al., 2008).

2.2.5 Besondere Bedeutung des Geschlechts

Neben einer erhdhten Inzidenz und Pravalenz liefern auch die Ergebnisse der Pathologie
zusétzliche Hinweise flr eine hohere Krankheitsanfalligkeit von Frauen. So sind in einer grof3
angelegten Studie mit Giber 5000 Autopsien friihe Stadien der NFT-Ablagerung bei Frauen mit
dem Auftreten von wesentlich mehr Plaques verbunden als bei Mé&nnern (CORDER et al.,
2004). In einer Studie von BARNES et al. (2005) weisen weibliche Gehirne die fur AD
typischen pathologischen Merkmale, insbesondere NFTs, in einem hoheren AusmaR auf als
méannliche Gehirne. Besonders eindrucksvoll und erstmals gezeigt ist aber die Tatsache, dass
Frauen bei gleichermallen ausgeprégten pathologischen Verénderungen eine signifikant
héhere Wahrscheinlichkeit haben, klinische Symptome einer Demenz zu zeigen.

Auch anhand der Symptomatik lassen sich geschlechtsbezogene Differenzen feststellen: Bei
den Verhaltensstorungen zeigen Frauen mit AK haufiger ein depressives, Manner hingegen
ein aggressives Verhalten (SCHMIDT et al., 2008). Des Weiteren (berleben Frauen zwar
langer mit der Krankheit, weisen aber im selben Krankheitsstadium starkere kognitive
Beeintrachtigungen auf als Ménner (SINFORIANI et al., 2010; CHAPMAN, R. M. et al.,
2011; IRVINE et al., 2012). IRVINE et al. (2012) vermuten, dass der starkere kognitive
Abbau bei Frauen besonders im frihen Krankheitsstadium rascher voranschreitet als bei
Ménnern. Untersuchungen zeigen sowohl an Gesunden wie auch an Alzheimer-Erkrankten
einen Nachteil des weiblichen Geschlechts bei raumlicher Orientierung. Wahrend sich
allerdings gesunde é&ltere Frauen durch einen Leistungsvorteil hinsichtlich Sprache und
verbalem Geddachtnis auszeichnen, weisen sie, wenn sie von der AK betroffen sind,
uberraschenderweise auch in diesem Bereich mehr Defizite auf als Manner (SCHMIDT et al.,
2008; IRVINE et al., 2012).

Ein moglicher Interpretationsansatz fur die kognitiven Befunde ist das Konzept einer groReren
kognitiven Reserve bei Ménnern. Dieses Konzept beschreibt schiitzende und ausgleichende
Mechanismen bei pathologischen und altersabhdngigen Verénderungen im Gehirn. Demnach
sollen neuronale Netzwerke, die besonders effizient arbeiten und eine hohe Kapazitat
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aufweisen, weniger anfallig fir Stérungen sein - und alternative Netzwerke sollen auftretende
pathologische Veradnderungen in einem gewissen Mald kompensieren kdnnen (STERN, 2006).
Einen Hinweis auf groRere kognitive Reserven beim mannlichen Geschlecht liefert eine
Studie von PERNECZKY et al. (2007), in der Manner trotz deutlich schwécherem zerebralem

Metabolismus die gleichen kognitiven Leistungen zeigen wie Frauen.

Weitere sexuelle Dimorphismen wie eine hohere Schadigungsanfélligkeit des fur
Gedéachtnisfunktionen wichtigen cholinergen basalen Vorderhirns sind bei an der AK
verstorbenen Frauen beschrieben. Dabei kommt es zu einer verringerten Expression des
Tyrosinkinase-Rezeptors des Nervenwachstumfaktors (COUNTS et al., 2011). Auch scheint
oxidativer Stress, der eine wichtige Rolle in der Pathogenese der AK spielt, bei weiblichen
Alzheimer-Patienten starker zu sein (SCHUESSEL et al., 2004). Das Alter ist der grofte
Risikofaktor der AK. Eine der natirlichen Konsequenzen des Alterns stellt die Abnahme von
Sexualhormonen dar. Da Geschlechtshormonen zahlreiche protektive Funktionen
zugeschrieben werden, sehen zahlreiche Studien die Abnahme der Sexualhormone als eine
Hauptursache fur die erhohte AK-Anfélligkeit im Alter. Im Unterschied zur langsamen,
graduellen Abnahme des primdren méannlichen Geschlechtshormons Testosteron kommt es
bei Frauen in der Menopause zu einem deutlich ausgepragteren Abfall der weiblichen
Geschlechtshormone Ostradiol und Progesteron (VEST und PIKE, 2012).

Ostrogene wirken auf verschiedene Art schiitzend vor der AK. Zusammengefasst verbessern
sie die Kognition, schitzen vor neuronalem Zelltod und reduzieren bestimmte
neuropathologische Kennzeichen der AK (VEST und PIKE, 2012). Beispielsweise regulieren
sie im Hippokampus die synaptische Plastizitat, indem sie die Synapsendichte und Expression
von Glutamat-Rezeptoren erh6éhen und damit die LTP verstarken (LIU, F. et al., 2008). Die
Mitochondrien junger Frauen werden durch Ostrogene vor negativen AB-Wirkungen
geschiitzt, indem Ostrogene vermehrt antioxidative Mechanismen aktivieren und apoptotische
Signale reduzieren (BORRAS et al., 2005; VINA und LLORET, 2010). Des Weiteren
scheinen Ostrogene entziindungshemmende Eigenschaften aufzuweisen (VINA und
LLORET, 2010). Vor allem aber beeinflussen sie die APP-Prozessierung, fordern den Ap-
Abbau tber Aktivierung verschiedener Enzyme und kdnnen in vitro die AB-Oligomerisierung
verhindern (MORINAGA et al., 2011; VEST und PIKE, 2012).

Tatsachlich weisen an Alzheimer erkrankte Frauen im Vergleich zu gesunden Personen
niedrigere Ostradiol-Werte in Serum (MANLY et al., 2000) und Gehirn (ROSARIO et al.,

2011) auf. Als Konsequenz wurden verschiedene Studien initiiert, die die Auswirkungen einer
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Hormonersatztherapie (HET) untersuchen sollten. Dabei kam es allerdings zu kontroversen
Ergebnissen. In epidemiologischen Studien wie von ZANDI et al. (2002) war eine HET bei
Frauen mit einer verringerten Inzidenz der AK assoziiert. Leider konnte die positive Wirkung
der HET in der ,,Women’s Health Initiative Memory Study®, einer grof8en klinischen Studie,
nicht bestitigt werden. Frauen in der Postmenopause erhielten konjugiertes equines Ostrogen
in Kombination mit Medroxyprogesteron. Dabei zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
statt eines verringerten, sogar ein erhohtes Risiko fur eine Demenz (SHUMAKER et al.,
2003). Studien legen nahe, dass fur eine positive Hormonwirkung u. a. die Zusammensetzung,
Applikationsform und Periodizitat der Einnahme eine wichtige Rolle spielen (VEST und
PIKE, 2012). Zudem wird ein Kritisches Zeitfenster vermutet, so dass nur eine frihzeitige
HET bei Beginn der Menopause positive Auswirkungen hat, wihrend eine Ostrogen-
Einnahme erst Jahre spéater keine oder sogar negative Folgen haben kann (ZANDI et al., 2002;
VEST und PIKE, 2012). Darlber hinaus muissen aber auch anderen Hormone der

Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse Beachtung finden (WEBBER et al., 2007).

Das wachsende Verstandnis fiir die geschlechtsbezogenen Unterschiede im Komplex der AK
ist essentiell fur die Entwicklung spezifischer préventiver und therapeutischer Strategien
(BARNES et al., 2005).

2.2.6 Transgene Mausmodelle

Transgene Mausmodelle, die verschiedene spezifische Aspekte der Neuropathologie und der
Gedachtnis- und Verhaltensbeeintrachtigungen der AK des Menschen widerspiegeln, basieren
auf der Uberexpression humaner APP-Transgene. Dabei werden Mutationen der familidren
AK Modell-spezifisch durch transgene PS-Mutationen ergénzt. Das erste transgene
Mausmodell der AK, das sog. ,,PDAPP-Mausmodell*“ (GAMES et al., 1995), Gberexprimiert
ein humanes APP-Transgen, bei dem - unter Kontrolle eines Wachstumsfaktors (,,Platelet-
derived Growth Factor B, PDGF-f) als Promotor - durch Punktmutation an der Stelle 717 die
Aminosaure Valin durch Phenylalanin ausgetauscht ist (V717F). Dieses Modell zeichnet sich
u.a. aus durch die progressiv fortschreitenden extrazellularen AB-Ablagerungen ab einem
Alter von sechs Monaten, durch das Auftreten dystrophischer neuritischer Komponenten,
extensiver Mikrogliose, Astrogliose und Synapsenverlust (GAMES et al., 1995), wohingegen
der beim Menschen typische Neuronenverlust ausbleibt (IRIZARRY et al.,, 1997D).
Altersabhdngige Lerndefizite werden ebenso beschrieben wie Verhaltensbeeintrachtigungen,
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z. B. Storungen des Schlafrhythmus der transgenen Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren
(HUITRON-RESENDIZ et al., 2002).

Lasionen dhnlich den NFTs zeigt das dreifach transgene Mausmodell von ODDO et al.
(2003), das auf PS1-, APP- und Tau-Mutationen basiert. Dabei treten altersabhangige
synaptische Dysfunktionen, gefolgt von extra- und intraneuronalen Ap-Ablagerungen und

schlieRlich pathologischen Anderungen des Tau-Proteins auf.

Das am haufigsten genutzte transgene Mausmodell der AK ist das Modell
Tg(HUAPP695.K670N-M671L)2576, im Weiteren als Tg2576 bezeichnet, das 1996 von
Karen Hsiao an der Universitat von Minnesota entwickelt wurde (SCHAEFFER et al., 2011).
Fur den gemischten genetischen Hintergrund dieses Mausmodells wurden C57B6/SJL-Mé&use
der zweiten Filialgeneration (F2) mit C57B6-Tieren rlickgekreuzt. Das Genom der Tg2576-
Tiere enthalt das humane APP695-Gen mit einer Doppelmutation, bei der an der Stelle 670
die Aminosdure Lysin durch Asparagin und an der Stelle 671 Methionin durch Leucin
ausgetauscht sind (K670N-M671L) (HSIAO et al., 1996). Diese sog. ,schwedische
Doppelmutation* wurde 1992 als genetische Ursache der familidren Frihform der AK zweier
grolRer schwedischer Familien entdeckt (MULLAN et al.,, 1992). Die N-terminale
Doppelmutation beeinflusst die enzymatische Prozessierung des APPs, indem sie die Affinitat
der B-Sekretase zu ihrem Substrat erhoht und damit die AB-Bildung fordert (VASSAR et al.,
1999). Das genetische Konstrukt steht unter Kontrolle eines neuronenspezifischen Hamster-
Prion-Protein-Promotors, der eine fiinffache Uberexpression des humanen APPs im Vergleich
zu dem endogenen murinen APP bewirkt. Dies resultiert in altersabhédngig erhohten AB40-
und AB42-Spiegeln (HSIAO et al., 1996). Nach etwa acht Monaten sind im Tg2576-Modell
die ersten vereinzelten Plaques im Gehirn zu sehen, deren Anzahl erst mit zwolf Monaten
rapide ansteigt (CALLAHAN et al., 2001; KAWARABAYASHI et al., 2001). Synaptische
sowie mitochondriale Dysfunktionen, die mit beeintrachtigtem Energiestoffwechsel
einhergehen, sind beschrieben (CALKINS et al., 2011; TRUSHINA et al., 2012). Ebenso
kommt es, wie auch bei Alzheimer-Patienten, zur Aktivierung von Gliazellen und zur
Induktion inflammatorischer Mechanismen (APELT und SCHLIEBS, 2001). Im Gegensatz
zum menschlichen Gehirn sind aber keine Verluste von Neuronen im Hippokampus
feststellbar (IRIZARRY et al., 1997a). Es wird eine progressive kognitive Verschlechterung
der Tiere beschrieben, die bis zu einer globalen Demenz fihrt. Dabei sind Hippokampus-
abhéngige Defizite und beeintrachtigte LTP bereits vor Einsetzen der Ap-Ablagerung
feststellbar (JACOBSEN et al., 2006; MIDDEI et al., 2006). Die kognitiven Defizite scheinen
dabei insbesondere durch 16sliche AB-Oligomere bedingt zu sein (LESNE et al., 2006).
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Bei Durchsicht der vorhandene Literatur wird Klar, dass ein Grofteil der Studien das
Geschlecht der Tiere bei der Auswertung von Daten entweder gar nicht berlcksichtigt oder
von vornherein nur ein Geschlecht eingesetzt hat, was den Vergleich zwischen Studien
erschwert. So beschreiben STEWART et al. (2011) in einer systematischen Ubersichtsarbeit
Uber raumliche Gedéchtnisdefizite des Tg2576-Mausmodells anhand verschiedener
Verhaltenstests einen Mangel an ausreichenden Daten, um eine geschlechtsbezogene Analyse
durchfihren zu konnen. Auch existieren keine Studien, die sich gezielt mit den
altersabhéngigen Auswirkungen des Geschlechts des Tg2576-Modells auf physiologische,

neuropathologische, kognitive und Verhaltensparameter beschaftigen.

Angesichts der stetig steigenden Zahl an Fallen der AK, den schwerwiegenden Konsequenzen
dieser Krankheit und der potentiell wichtigen Rolle des Geschlechts erscheint es besonders
wichtig, ein Mausmodell der AK unter dem Aspekt des Geschlechts zu charakterisieren.
Hierbei sollten insbesondere kognitive Dysfunktionen als Hauptmerkmale der AK mittels
Verhaltenstest geschlechtsbezogen ermittelt werden. Dies kann ein wichtiger Schritt sein, um
zum weiteren Verstandnis dieser komplexen, multifaktoriell bedingten Krankheit beizutragen.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Zielvorstellung

Mit dieser Studie soll das transgene Tg2576-Mausmodell, das das menschliche Gen fur
APP695 mit der schwedische Doppelmutation (K670N-M671L) der familiaren Alzheimer-
Krankheit (berexprimiert, unter Vergleich der Geschlechter umfassend phéanotypisch
charakterisiert werden. Ziel ist es, ein Tiermodell so zu charakterisieren, dass damit
zugrundeliegende Pathomechanismen der Alzheimer-Krankheit geschlechtsbezogen genauer
untersucht und potentielle therapeutische Strategien praklinisch tberprift werden kdnnen.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Versuchstiere

Das Tierversuchsvorhaben wurde gemél 8§88 des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG in
der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206, 1313), zuletzt
gedndert am 9. Dezember 2010 (BGBI. | S. 1934)) durch die Regierung von Oberbayern
(Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-1-10 und 55.2-1-54-2532-149-11) genehmigt.

3.2.1.1 Herkunft

Fur die Studie wird das transgene Tg(HuAPP695.K670N-M671L)2576-Mausmodell, kurz
Tg2576, verwendet. In einem separaten Zuchtraum werden die Mause entsprechend der
Angaben des Anbieters dieser Tiere (Taconic Europe, Lille Skensved, Danemark) geziichtet.
Die ménnlichen hemizygoten Tg2576-Elterntiere stammen von Taconic Europe, wahrend die
weiblichen C57B6/SJL-Zuchttiere der ersten Filialgeneration (F1) von Jackson Laboratory
(Maine, USA) uber Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen werden. Das
Zuchtalter der méannlichen wie weiblichen Tiere liegt bei Uber 8 Wochen. Nach einer
Eingew6hnungszeit von mindestens einer Woche werden ein oder zwei Weibchen in den
Ké&fig eines Ménnchens zur Verpaarung verbracht. Treten die ersten Anzeichen einer
Trachtigkeit wie Gewichtszunahme, Anbildung des Ges&uges und Nestbautétigkeit auf,
werden die Mduse getrennt und einzeln gesetzt. Nach einer Tragzeit von ca. 18 bis 21 Tagen
werden die Nachkommen im Alter von 21 Tagen abgesetzt. Im Zuge des Absetzens wird zur
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Kennzeichnung der Tiere mit Hilfe einer Kerbzange unter Isofluran-Narkose Gewebe der
Ohrmuschel als individuelle Ohrmarkierung ausgestanzt. Anhand des Ohrbioptats werden die
Nachkommen in einem Fremdlabor (Charles River Laboratories, L’Arbresle Cedex,
Frankreich) mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion auf das humane Transgen und einen
Gendefekt als Ausloser einer Retinadegeneration (rd1-Mutation des Gens der B-Untereinheit

der Stabchen-Phosphodiesterase 6, Pde6b™) genotypisiert.

3.2.1.2 Haltungsbedingungen

Frihestens im Absetzalter, aber spétestens einen Monat vor Beginn des Verhaltenstests,
werden die Mause aus dem Zuchtraum in einen speziellen Tierhaltungsraum verbracht, in
dem alle Verhaltensuntersuchungen stattfinden. So wird darauf geachtet, dass sich die Tiere
friihzeitig an den Haltungsraum akklimatisieren koénnen und von der Ankunft bis zur
Euthanasie in ihrer gewohnten Umgebung nach Mdoglichkeit ohne Wechsel des einmal
zugeteilten Kafigstandortes und ohne Anderung der Gruppenzusammenstellungen verbleiben
kénnen. Um einen gleichférmigen, stressarmen Arbeitsablauf bei den taglichen Kontrollen,
der Versorgung, dem Kontakt mit den Tieren und den Verhaltensuntersuchungen zu

gewahrleisten, ist immer dieselbe Person mit diesen Aufgaben betraut.

Die Mause werden in einem fiir Tierhaltung konzipierten Raum gemdaR den gesetzlich
geregelten SicherheitsmalRnahmen fir Tierhaltungsrdume zur Haltung genetisch verénderter
Tiere der Sicherheitsstufe 1 (Gentechnik-Sicherheitsverordnung in der Fassung der
Bekanntmachung vom 14. Marz 1995 (BGBI. | S. 297), zuletzt gedndert am 18. Dezember
2008 (BGBI. I S. 2768)) gehalten. Der Raum ist entsprechend der Standardbedingungen nach
den Empfehlungen fir Versuchstierhaltung (AUSSCHUSS FUR AUSBILDUNG UND
TIERGERECHTE HALTUNG DER GV-SOLAS - GESELLSCHAFT FUR
VERSUCHSTIERKUNDE, 1988) vollklimatisiert. Die Raumtemperatur betragt 22 + 2 °C bei
einer relativen Luftfeuchte von 60+15 % und konstantem Luftwechsel. Eine
Zeitschaltautomatik sorgt fir einen natlrlichen Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils 12
Stunden. Die Dunkelphase, die der Aktivitatsphase von M&usen entspricht, dauert von 15:00
Uhr bis 03:00 Uhr. Die Tiere werden in Laborstandardkafigen (Makrolonkéfig Typ II)
gehalten, wobei die Weibchen in Dreiergruppen untergebracht sind. Mannliche Méause
mussen einzeln gehalten werden, da ménnliche geschlechtsreife Tg2576-Tiere untereinander

aggressiv reagieren und sich gegenseitig verletzen.
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Als Einstreu dienen staubarme, autoklavierte Weichholzfasern (Lignocel®, Fa. J. Rettenmaier
& SO6hne GmbH und Co. KG, Rosenberg). Zur Beschéftigung und als Nestbaumaterial
erhalten alle Tiere zusétzlich Zellstoff und autoklaviertes Heu. Ein Kafigwechsel inklusive
frischer Einstreu sowie frischem Wasser findet zweimal pro Woche statt. Ein
Alleinfuttermittel in Pelletform (Altromin™ Haltungsdiét, Altromin Spezialfutter GmbH &
Co. KG, Lage) steht den Mausen ad libitum zur Verfligung, genauso wie Leitungswasser, das
uber Nippeltranken angeboten wird.

Das Hygienemanagement erfolgt gemal den Empfehlungen der ,,Federation of Laboratory
Animal Sciences Association®“ (FELASA). Dabei werden vierteljahrlich Untersuchungen auf

pathogene Erreger durchgefihrt.

3.2.2 Versuchsplan

Fur die Studie werden insgesamt 144 Mause in 24 verschiedenen Versuchsgruppen, unterteilt
in sechs Alterskohorten, vergleichend untersucht: 6, 8, 10, 12, 14 und 16 Monate alte Tiere.
Jede Alterskohorte besteht aus zwolf weiblichen und zw6lf mannlichen Tieren, wovon jeweils
sechs Tiere Tréger des Transgens sind (sog. ,,Carrier) und sechs das Transgen nicht tragen
(sog. ,,Wildtypen*). Dadurch ergeben sich vier Untergruppen je Alterskohorte und somit bei
sechs Alterskohorten insgesamt 24 verschiedene Versuchsgruppen (siehe Abbildung 5).

Carrier
n==6
weiblich
n=12
Wildtyp
6/8/10/12/14/16 n=o
Monate
n=24
Carrier
n==6
mannlich
n=12
Wildtyp
n=6

Abbildung 5: Einteilung der 24 Versuchstiere je Alterskohorte (6/8/10/12/14/16 Monate) in
die 4 Untergruppen (weibliche Carrier, weibliche Wildtypen, ménnliche Carrier, mannliche
Wildtypen)
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Der Versuch gliedert sich in zwei Phasen, dem Verhaltenstest und der postmortalen
Gehirnuntersuchung auf die Expression des metabotropen Glutamat-Rezeptors 5 (MGIuR5),
des N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptors mit der NR2B-Untereinheit (NMDAR-NR2B) und des
peripheren Benzodiazepin-Rezeptors (PBR).

Das Gewicht aller Tiere wird einmal monatlich zur Uberwachung des Gesundheitsstatus und
zur Gewohnung an die Waage erfasst. Wahrend der Testperiode im modifizierten Hole-
Board-Test (MHBT) werden die Mause taglich gewogen.

Bereits vier Tage vor Beginn des mHBTs werden die Méuse der jeweiligen Versuchsgruppe
an Mandelstlickchen gewdhnt, die im Test als Futterbelohnung dienen. Dabei bekommt jedes
Tier an allen vier Tagen zu Beginn der Dunkelphase zwolf Mandelstiickchen in seinem Kafig
angeboten, was der maximalen Menge entspricht, die sich ein Tier pro Tag im mHBT

erarbeiten kann.

Der eigentliche Verhaltenstest wird acht Tage lang jeweils zur gleichen Uhrzeit durchgefihrt.
Pro Tag muss jede Maus jeweils vier Durchldufe mit einer Dauer von je maximal funf
Minuten absolvieren. Am neunten Tag, einen Tag nach Ende der Verhaltensuntersuchung,

werden die Versuchstiere zur Probenentnahme getotet.

3.2.3 Modifizierter Hole-Board-Test

Im Rahmen der kognitiven Verhaltensuntersuchung der M&ause wird der mHBT immer von

derselben Person durchgefuhrt um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse sicherzustellen.

3.2.3.1 Versuchsaufbau

Der Verhaltenstest findet in einer quadratischen Box statt. Im ungeschiitzten Zentrum dieses
offenen Feldes liegt das fiur Mause entwickelte Hole-Board (modifiziert nach OHL et al.
(2003)), das aus undurchsichtigem, grauem Polyvinylchlorid (PVC) mit den Mafen 35 x 18 x
1 cm besteht (eigene Herstellung der Arbeitsgruppe ,,Experimentelle Anésthesie®, Klinikum
rechts der Isar, Mlnchen). Auf diesem Brett sind in zwei parallelen Reihen jeweils fiinf 0,3
cm tiefe Locher mit einem Durchmesser von 3,2 c¢cm eingelassen, die einen &uReren
ringférmigen Absatz aufweisen, auf den die 3,4 cm hohen, grauen PVC-Zylinder passgenau
aufgesteckt werden kdnnen. Alle zehn Locher werden mit einem Mandelsttick (etwa 0,05 g)
(Mandeln gehackt, Dr. Oetker, Bielefeld) versehen, wobei ein feinmaschiges Gitter in

LochgroBe auf den ringformigen Absatz gelegt wird, das die Mandeln fir die Tiere
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unerreichbar macht. Jeweils drei der Zylinder werden auflen ringsum mit einem weif3en
Klebeband (1 cm Breite) als optische Markierung versehen. Nur diese drei gekennzeichneten
Zylinder werden mit jeweils einem Mandelsttick als Futterbelohnung erreichbar oberhalb des
Gitters bestlickt (siehe Abbildung 6).

Belohnungsmandel Zylindermarkierung

Gitter Mandel unter Gitter  ringférmiger Absatz

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines unmarkierten (links) und markierten (rechts)
Zylinders im Querschnitt auf dem Hole-Board (Grafik: in Zusammenarbeit mit Daniel
Klenk, Miinchen)

Die Verteilung der markierten Zylinder wechselt an jedem WVersuchstag nach einem
randomisierten Schema, bleibt aber innerhalb der vier Durchldufe eines jeden Tieres pro Tag
konstant (siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Randomisierte Anordnung der drei markierten Zylinder im mHBT

Versuchstag Lochnummern
Tag 1 21718
Tag 2 1/4/9
Tag 3 3/5/8
Tag 4 1/4/10
Tag 5 2/5/9
Tag 6 3/6/9
Tag 7 4/8/10
Tag 8 2/5/8

(nach Arbeitsgruppe ,,Experimentelle Andsthesiologie®, Klinikum rechts der Isar,

Miuinchen)

Das Hole-Board liegt zentriert auf dem Boden einer wiederum aus grauem PVC bestehenden,

nach oben offenen, quadratischen Box mit einer daulReren Kantenlange von jeweils 52 cm. Der

Boden der Box ist mit weillem Klebeband (1 cm Breite) in neun gleichgroRe Quadrate (ca. 16
x 16 cm) unterteilt (siehe Abbildung 7).

Abbildung 7: Modifiziertes Hole-Board bestehend aus Versuchsarena und zentral
liegendem Hole-Board mit den zehn aufgesteckten Zylindern
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Der mHBT st als rdumlich-sensorisch orientierter Verhaltenstest ausgelegt. Damit alle
Locher gleichermaRen riechen und die Tiere die Futterbelohnungen nicht mit Hilfe ihres
Geruchsinnes zu finden vermdgen, wird unter das Gitter jeden Zylinders ein Mandelstiickchen
gelegt und auch jeder Zylinder vor jedem neuen Durchlauf an der Innenseite mit 0,3 %
Vanillearomaldsung (Th. Geyer GmbH & Co.KG, Hoxter-Stahle) bestrichen. Mit Hilfe eines
speziellen Computerprogramms (The Observer® 5.0, Noldus Information Technology,
Wageningen, Niederlande) kénnen die beobachteten Aktivitdten der Maus zeitkorreliert in
einer Textdatei erfasst werden. Dazu sind verschiedene Befehle definiert (siehe Tabelle 2), die
der Untersucher mittels einer gerduscharmen Tastatur aus Silikon (Foldable Keyboard “Fold-
2000%, Taiwan) eingibt. Es werden die Art der Aktion, der Zeitpunkt des Auftretens und
gegebenenfalls die Dauer festgehalten.

Tabelle 2: Tastaturbefehle und deren Bedeutung im mHBT

Aktion Tastenbelegung Definition

Start des Tests Return Loslassen der Maus in der Box
Zielgerichtetes Betreten des Boards mit

Betreten des Boards r

mindestens einer VVorderpfote

Zielgerichtetes Verlassen des Boards mit beiden

Verlassen des Boards %
Vorderpfoten
Korrektes Loch Aktives Aufsuchen eines der drei markierten
(1, 2 oder 3) f, g, h Locher (1, 2 oder 3), das noch die
’ Futterbelohnung enthalt
Motorische Fertigkeit q Senkung der Na_se unterhalb der oberen
Zylinderebene
F x (in Box) Fressen der Futterbelohnung in der Box bzw. auf
ressen

¢ (auf Board) dem Board

Wiederholter Lochbesuch | Aktives Aufsuche_n eines bereits geleerten,
markierten Lochs

Falsches Loch Kk Besuch eines nicht markierten Lochs
Mé&nnchen machen t Erheben auf die Hinterbeine
z (in Box) . .
Fellpflege u (auf Board) Sich Putzen in der Box bzw. auf dem Board
Inaktivitit i (in Box) Mindestens drei Sekunden langes regungsloses
6 (auf Board) Verharren in der Box bzw. auf dem Board
— . Zielgerichtetes Ubertreten einer Linie mit beiden
Liniendiberschreitung e
Vorderpfoten
Urin n Urinabsatz
Bolus b Absatz eines Kotballens
. . Beenden einer Aktivitatsphase (Motorische
Beenden einer Phase j

Fertigkeit, Fressen, Fellpflege, Inaktivitat)

(Tastenbelegung nach Arbeitsgruppe ,, Experimentelle Andsthesie*, Klinikum rechts der
Isar, Minchen)
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Die Datenerfassung wird beendet, wenn das Tier die Futterbelohnungen in allen drei
markierten Zylindern gefunden und gefressen hat oder wenn die maximale Durchlaufzeit von

funf Minuten erreicht ist.

3.2.3.2 Versuchsablauf

Der Test wird an acht aufeinander folgenden Tagen zur Hauptaktivitatszeit der Méuse in den
ersten Stunden der Dunkelphase durchgefiihrt. Um die zirkadiane Rhythmik der Tiere nicht zu
storen wird auf das Einschalten der weilen Raumbeleuchtung wéhrend der Dunkelphase
verzichtet. Da Méuse den langwelligen (liber 580 nm) roten Bereich des Lichtspektrums nicht
wahrnehmen kénnen (PEICHL, 1997), wird auf Rotlicht (60 Watt Glihbirne aus rotem
Naturglas, Radium Lampenwerk GmbH, Wipperfurth) zurickgegriffen, um fir den
Untersucher geeignete Arbeitsbedingungen zu schaffen.

Der tagliche Versuchsablauf folgt einem festen Schema. Das Computerprogramm zur
Datenerfassung wird gestartet und das Hole-Board vorbereitet, indem sédmtliche Locher
unterhalb der Gitterebene mit Hilfe einer Pinzette mit je einem Mandelstilick bestiickt werden.
Die drei, nach dem randomisierten Schema verteilten, markierten Locher erhalten zusatzlich
noch ein fur die Tiere erreichbares Mandelstiick oberhalb des Gitters. Beim ersten Durchlauf
des ersten Versuchstages wird fur jedes Tier ein zusétzliches Mandelstlickchen in den Bereich
gelegt, in den die Maus abgesetzt wird, um den ersten Kontakt mit dem mHB fur sie mit
einem positiven Erlebnis zu verbinden. Alle Zylinder werden zudem mittels Wattetupfer
(Raucotupf®, Lohmann & Rauscher International GmbH & Co. KG, Rengsdorf) an ihrer

Innenseite mit der Vanillearomaldsung bestrichen.

Der Untersucher nimmt eine stehende Position vor dem mHB ein, von der aus er die gesamte
Versuchsarena gut tberblicken kann. Das Versuchstier wird nun mit der linken Hand an der
Schwanzbasis aus dem Kafig genommen und im linken vorderen Quadranten der
Versuchsarena abgesetzt. Zeitgleich mit dem Loslassen des Tieres wird mit der rechten Hand
auf der Computertastatur der Befehl zum Starten der Datenprotokollierung gegeben. Da der
Untersucher sich ohne Unterbrechung auf die Tierobservation konzentrieren muss, werden die
Tastaturbefehle zeitlich synchron zu den Tieraktionen blind eingetippt. Findet die Maus alle
Futterbelohnungen, so endet der Testdurchlauf nach der letzten Futteraufnahme, andernfalls
nach maximal funf Minuten. Jedes Tier absolviert pro Tag vier Durchldufe, wobei die
Reihenfolge der zu testenden Tiere in jedem Durchgang und an jedem Versuchstag nach

einem randomisierten Schema alterniert. Nach jedem Durchlauf wird die Maus wieder in
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ihren Ké&fig zuriickgesetzt und die Versuchsarena von Verschmutzungen wie Einstreureste,

Urin oder Kotballen mit einem mit Wasser befeuchteten Zellstofftuch gereinigt.

Im Anschluss konnen anhand der erhobenen Daten flr jede Versuchsgruppe die zu
untersuchenden Parameter in einem Tabellenkalkulationsprogramm (Microsoft Excel 2003,
Redmond, USA) berechnet werden.

3.2.3.3 Untersuchte Parameter

Bei dem mHBT handelt es sich um eine etablierte Testmethode zur gleichzeitigen Erhebung
einer Vielzahl verschiedener Parameter. Es konnen kognitive Leistungen, verschiedene
Verhaltensdimensionen und motorische Fahigkeiten der Versuchstiere ermittelt und
verglichen werden (OHL et al., 2001; OHL et al., 2003; GORDAN et al., 2012) (siehe
Abbildung 8).

Kognitionsparameter

Kognitive Parameter im mHBT geben Aufschluss Gber die Lernleistung und die Motivation
des Versuchstiers. Zudem konnen die Leistungsfahigkeit des deklarativen Gedachtnisses und
des Arbeitsgedachtnisses beurteilt werden. Uber die Zuordnung der Gedéchtnissysteme zu
ihren  jeweiligen assoziierten Gehirnbereichen lassen sich im Falle kognitiver
Leistungsdefizite Rickschlusse auf die Lokalisationen der Beeintrachtigungen im Gehirn

ziehen.

Im Verlauf des Verhaltenstests soll das Versuchstier lernen, gezielt nur markierte Locher
aufzusuchen, da es nur dort mit Futter belohnt wird. Somit z&hlt die Gesamtzeit eines
Durchlaufs (sog. ,, Time Trial) als Indikator fur Lernleistung und Motivation. Bei der Anzahl
besuchter Locher ohne Markierungen (sog. ,,Wrong Choices) und der Anzahl nicht
besuchter, markierter Locher (sog. ,,Omission Errors®) innerhalb eines Durchlaufs handelt es
sich um zwei kognitive Parameter, die dem deklarativen Gedachtnis zugeordnet werden.
Deklarative Gedéachtnisprozesse sind notwendig fur das bewusste Erinnern an Fakten und
Ereignisse und werden als Hippokampus-abhangig betrachtet (SQUIRE und ZOLA, 1996;
OHL und FUCHS, 1999; OHL et al., 2003). Omission Errors werden zusatzlich von der
Motivation beeinflusst. Wrong Choices und Omission Errors ergeben zusammen die
Gesamtfehler eines Durchlaufs (sog. ,,Wrong Choices Total“). Die Leistung des

Arbeitsgedéchtnisses und damit des prafrontalen Kortex ergibt sich aus der Anzahl der

39



wiederholten Besuche markierter, zuvor bereits geleerter Locher (sog. ,,Repeated Choices®)
(OHL und FUCHS, 1999; BADDELEY, 2003; OHL et al., 2003).

Verhaltensparameter

Die erhobenen Verhaltensparameter lassen sich verschiedenen Verhaltensdimensionen

zuordnen: Erkundungsverhalten, Angstverhalten und Erregung.

Beim Erkundungsverhalten lasst sich zwischen zielgerichteter und ungerichteter Exploration
unterscheiden. Zur gerichteten Explorationstatigkeit zahlt die Dauer bis das erste Loch
aufgesucht wird (sog. ,,Latency First Hole Visit*) und die Gesamtzahl besuchter Lécher mit
Futterbelohnung (sog. ,,Correct Hole Visits®), wahrend das Aufrichten auf die Hinterbeine

(sog. ,,Rearing*) eine ungerichtete Exploration der Umgebung widerspiegelt.

Da der mHBT auch Eigenschaften eines offenen Feldes aufweist, lassen sich
dementsprechend  angstassoziierte ~ Verhaltensweisen  bestimmen. So kann das
Vermeidungsverhalten gegeniiber dem ungeschitzten Bereich eines offenen Feldes,
dargestellt durch das im Zentrum liegende Board, beurteilt werden. Dafiir werden die
Latenzzeit bis zum ersten Betreten des Boards (sog. ,,Latency First Board Entry*), die Anzahl
der Boardbesuche (sog. ,,Number of Board Entries) und die verbrachte Gesamtzeit auf dem
Board (sog. ,,Time on Board“) ausgewertet. Zusétzlich kann die Dauer unbeweglichen

Verharrens (sog. ,,Immobility*) das Angstniveau der Maus widerspiegeln.

Kotabsatz (sog. ,,Boli*) und die Gesamtzeit der Putzphasen (sog. ,,Grooming*) werden als

Mal fiir die Erregung des Tieres verstanden.

Motorische Parameter

Beim Bewegungsverhalten wird zwischen allgemeiner lokomotorischer Aktivitat und
Feinmotorik unterschieden. Die Anzahl der Uberquerungen der aufgeklebten Linien in der
Versuchsarena (sog. ,,Line Crossings®) steht flr die allgemeine Bewegungsaktivitit. Wenn
die Maus ein markiertes, gefulltes Loch zwar besucht, aber die Futterbelohnung nicht
herausholt und frisst (sog. ,,Unsuccessful Hole Visits“), kann dies flir feinmotorische Defizite
sprechen. Auch gibt die Zeit, die die Maus braucht um ein Mandelstlickchen zu fressen (sog.

., Time Food Intake*), Auskunft tiber die feinmotorischen Fahigkeiten.

40



Kognition Verhalten Motorik

*Time Trial +Latency First Hole Visit +Line Crossings

*Wrong Choices *Rearing *Unsuccessful Hole Visits
*Omission Errors +Correct Hole Visits *Time Food Intake
*Repeated Choices «Latency First Board Entry

*Number of Board Entries
«Time on Board
«Immobility

*Boli

*Grooming

Abbildung 8: Zusammenfassende Darstellung untersuchbarer Parameter im mHBT
(modifiziert nach OHL et al. (2003))

3.2.4 Probenentnahme

Am Tag nach Beendigung des mHBTs werden die Mause in einer Plexiglasbox mit 5,0
Vol.-% Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) in tiefe Narkose versetzt
und durch Dekapitation getdtet. Mit Hilfe eines Eppendorfer ReaktionsgefaBes (1,5 ml)
(Eppendorf AG, Hamburg) wird Blut aus der Halsregion des Tieres aufgefangen und in einer
Standzentrifuge (Biofuge Fresco, Heraeus, Osterode) bei 12000 U/min bei 4 °C fir drei
Minuten zentrifugiert. Das erhaltene Serum wird abpipettiert und bei -80 °C bis zur weiteren

Untersuchung gelagert.

Die Bestimmung der Konzentration von Ostradiol und Testosteron im gewonnenen Blutserum
erfolgt mit Hilfe des Elektrochemilumineszenz-Immunoassays (Elecsys®-2010, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) durch Frau Huber vom Institut fur Klinische Chemie

Pathobiochemie (Klinikums rechts der Isar, Miinchen).

Zur Praparation des Gehirns wird die Schéadelkalotte durch Resektion von Kopfhaut und
Muskulatur freigelegt und die Schadelknochen von kaudal nach rostral bis zur Kranznaht
durch eine Pinzette abgetragen. Mit Hilfe eines Spatels wird das Gehirn aus der Schadelgrube
entnommen und mit der Basis nach unten auf einer auf Trockeneis platzierten Metallplatte
tiefgefroren. Das gefrorene Gehirn wird in einem Aluminiumzylinder bei -80 °C bis zur

weiteren Bearbeitung aufbewahrt.
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3.2.5 Western-Blot-Verfahren

Zur semiquantitativen Analyse bestimmter Rezeptoren im Gehirn wird das Western-Blot-
Verfahren (TOWBIN et al., 1979; BURNETTE, 1981) als anerkannte und etablierte Methode
genutzt. Dazu wird ein Proteingemisch mit Hilfe der Gelelektrophorese entsprechend des
Molekulargewichts der einzelnen Proteine aufgetrennt. Die entstandenen Proteinbanden
werden auf eine Trdgermembran Ubertragen. AnschlieBend kdnnen die gesuchten Proteine
mittels spezifischer Antikorper detektiert werden.

3.2.5.1 Proteinextraktion

Fur den folgenden Untersuchungsgang werden von den tiefgefrorenen Mausgehirnen in einem
Kryostat-Mikrotom (HM 355, Microm International GmbH, Walldorf) bei -20 °C Schnitte mit
einer Schnittdicke von 300 pm angefertigt. Dabei wird der Hippokampus unter
adspektorischer Kontrolle mit einem Skalpell isoliert und in ein Eppendorfer Reaktionsgefal

(Eppendorf AG, Hamburg) verbracht. Die Praparate werden bei -80 °C gelagert.

Der Vorgang der Proteinextraktion erfolgt unter strikter Einhaltung einer kontinuierlichen
Kihlung der Proben, indem sédmtliche Schritte Gber Wassereis durchgefiihrt werden. Als
weitere MalRnahme zur Vorbeugung eines ungewollten Proteinabbaus durch freigesetzte

intrazellulare Enzyme ist der Zusatz von Proteaseinhibitoren nétig.

Zur Proteinextraktion werden die noch gefrorenen Hippokampus-Proben Uber Wassereis in
1,5 ml groRen Eppendorfer Reaktionsgefden mit 500 pl frisch angesetzter, auf 4 °C
gekuhlter Lysepufferlosung versetzt (siehe Tabelle 3). AnschlieBend werden die Proben
manuell mittels 1 ml-Spritzen (Omnifix®-F, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) mit
Einmal-Injektionskantlen mit absteigendem Durchmesser (20, 22, 24 und 27 Gauge)
(Sterican®, B. Braun Melsungen AG, Melsungen) homogenisiert und bei 4 °C mit 3800 U/min
fiir 10 min zentrifugiert (Biofuge Fresco, Heraeus, Osterode). Der Uberstand wird in ein 2 ml
grolRes Eppendorfer Gefal uberfuhrt. Das Pellet, das sich am Grund des GefaRes abgesetzt
hat, wird in 1 ml Puffer resuspendiert und in einem zweiten Zentrifugationsschritt mit 7000
U/min 15 min zentrifugiert. Der so entstandene Uberstand wird zu dem ersten Uberstand
pipettiert und dann mit Puffer auf insgesamt 2 ml Probenvolumen aufgefillt. Der letzte
Zentrifugationsschritt erfolgt mit 13000 U/min fir 30 min. Der Uberstand wird verworfen,
wéhrend das zuriickbleibende Pellet mit 102 pl 2 % Sodiumdodecylsulfat-Lésung (SDS)
(SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg) als Denaturierungsmittel versetzt wird.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Proteaseinhibitoren-haltigen Lysepufferldsung

Substanz Hersteller der Ausgangssubstanz | Mengenangabe

Tris: Roche Diagnostics Deutschland
1 M Tris-HCI (pH 7,5) GmbH, Mannheim 1ml
HCI: Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Sl Steinheim 5149
100x Tris-EDTA Slgma-AIdrlch Ch_emle GmbH, 500 il
Steinheim
neoLab Migge Laborbedarf Vertriebs

UL GmbH, Heidelberg 100
Complete Mini Protease Roche Diagnostics Deutschland 1 Tablette
Inhibitor Cocktail Tablets GmbH, Mannheim

H,0 dest. Laboreigene Herstellung ad 50 mi

3.2.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die quantitative Proteinbestimmung wird mit dem Bio-Rad DC Protein Assay (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Hercules, USA) durchgefiihrt, der auf einer modifizierten Methode nach
LOWRY (1951) beruht. Der Assay basiert auf der Reaktion von Proteinen mit alkalischer
Kupfertartratldsung und Folin-Reagens. Dabei kommt es zur Ausbildung eines Komplexes
zwischen den Peptidbindungen der Proteine und den Kupfer-lonen, was zur Reduktion des
Folin-Reagens zu Molybdanblau flhrt. Die resultierende charakteristische Blaufarbung wird

zur photometrischen Bestimmung der in der Probe vorhandenen Proteinmenge genutzt.

Von den Proteinproben werden mit destilliertem Wasser zwei Verdiunnungen hergestellt (1:5
und 1:10). In einer Mikrotiterplatte (BRANDplates®, BRAND GmbH & Co. KG) werden 5 pl
beider Verdiinnungsstufen mit 25 pl der alkalischen Lésung A sowieso 200 pl der Lésung B,
dem Folin-Reagens, versetzt. Um die Genauigkeit der Ergebnisse zu erhéhen, wird im
Doppelansatz gearbeitet. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wird die Absorption der
Proben mit Hilfe eines Photometers (Spectrall, SLT Labinstruments, Crailsheim) bei einer
Wellenldnge von 620 nm bestimmt. Durch die vorangegangene Erstellung einer Eichkurve
mittels einer definierten Konzentrationsreihe bovinen Serumalbumins (Bio-Rad Protein Assay
Standard H, Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, USA) lassen sich die
Proteinkonzentrationen anhand der entsprechenden Tabelle mit den Standardwerten ermitteln
(siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4: Mit bovinem Serumalbumin ermittelter Standard bei 620 nm Wellenléange

Protein-

konzentration | Absorption [nm]
[mg/ml]

0 0,04
0,02 0,043
0,05 0,047
0,1 0,056
0,2 0,072
0,5 0,123
1 0,206
2 0,355

Zur abschlieRenden Vorbereitung der zu analysierenden Proteinlysat-Proben flr den nachsten
Schritt der Gelelektrophorese werden diese weiter denaturiert und reduziert. Hierfir werden
97,5 ul der Hippokampus-Proben mit 37,5 pl NUPAGE® LDS Sample Buffer (4x) (Invitrogen
AG, Carlsbad, USA) und 15,0 pl NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x) (Invitrogen AG,
Carlsbad, USA) versetzt. Das Gemisch wird im Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg) bei
70 °C und 300 U/min 10 min inkubiert.

3.2.5.3 Gelelektrophorese

Zur  Auftrennung der Proteine wird die  Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI (1970) durchgefiihrt. Es handelt sich um
ein diskontinuierliches Verfahren, bei dem zwei verschiedene, in der Horizontalen
voneinander getrennten Gele verwendet werden, die sich in Porengroe und pH-Wert
unterscheiden. Die Proteine wandern zundchst gemeinsam durch das grobporige Sammelgel
(pH 6,8), in dem sie aufkonzentriert werden. Erst im feinporigen Trenngel (pH 8,8) erfolgt die
Auftrennung in einzelne Banden. Durch Verwendung des anionischen Detergens SDS werden
alle Proteine negativ geladen, so dass ihre Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld

einzig vom Molekulargewicht abhangt.

Fur die Gelelektrophorese werden die Kammern und das weitere Zubehor des Mini-
PROTEAN® Tetra Cell-Systems von Bio-Rad Laboratories (Hercules, USA) genutzt (siehe
Abbildung 9).
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Abbildung 9: Darstellung des Mini-PROTEAN® Tetra Cell-Systems zur Gelelektrophorese

Zum GielRen der Gele wird die GieBkammer verwendet, in der zwei Glasplatten der GroRen
10,1 cm x 7,3 cm und 10,1 cm x 8,2 cm durch den integrierten Abstandshalter mit einem
Abstand von 1,5 mm eingespannt werden. Gummidichtungen verhindern das Auslaufen noch
nicht auspolymerisierten Gels. Das Anmischen der Gele erfolgt immer erst direkt vor dem

GieRen nach dem in Tabelle 5 dargestellten Pipettierschema.
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Tabelle 5: Pipettierschema fur Sammelgel und Trenngele

Substanz Hersteller der 8% 12% | Sammel-
Ausgangssubstanz Trenngel | Trenngel gel
H,0 dest. Laboreigene Herstellung 10,6 ml 8,6 ml 6,3 ml
40 % Acrylamid-Mix Carl Roth GmbH & Co. KG, 4ml 6ml 195 ml
(Rotiphorese® Gel 40) Karlsruhe ’
Tris: Roche Diagnostics
Deutschland GmbH,
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) Mannheim 5ml 5mi
HCI: Merck KGaA,
Darmstadt:
Tris: Roche Diagnostics
1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) Deutschland GmbH, 1,25 ml
Mannheim
HCI: Merck KGaA, Darmstadt
SERVA Elektrophoresis
0
10 % SDS GmbH, Heidelberg 200 ml 200 ml 100 ml
10 % Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich Chemie
(APS) GmbH, Steinheim 200ml- ) 200ml | 100 mi
Sigma-Aldrich Chemie
TEMED GmbH. Steinheim 20 ml 20 mli 10 ml

Pipettierschema fur Sammelgel und Trenngele mit 8% Gel zur NMDAR-NR2B- und

mGIuR5-Bestimmung und 12% Gel zur PBR-Bestimmung

Zunéchst wird das Trenngel bis zu einer Hohe von 5 cm zwischen die Glasplatten pipettiert
und mit Isopropanol (Merck KGaA, Darmstadt) luftdicht Uberschichtet. Nach vollstandiger
Auspolymerisation nach etwa einer Stunde kann der Alkohol abgegossen und das Sammelgel
angemischt und Uber das Trenngel pipettiert werden. Bevor es zur Polymerisation kommt,
wird ein Probentaschenkamm mit zehn Zacken zwischen die Glasplatten gesteckt, so dass an

dieser Stelle im Gel zehn Aussparungen entstehen.

Fur die Elektrophorese werden die Glasplatten mit den auspolymerisierten Gelen in den
Rahmen der Laufkammer eingespannt, vorsichtig der Kamm aus dem Gel entfernt und die

innere und duRere Elektrophoresekammer mit 1x SDS-Laufpuffer (siehe Tabelle 6) gefullt.
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Tabelle 6: Pipettierschema des 1x Laufpuffers

Hersteller der

Substanz Ausgangssubstanz Mengenangabe
Roche Diagnostics
Tris Deutschland GmbH, 3,029
Mannheim
. Sigma-Aldrich Chemie
il GmbH, Steinheim 14449
SERVA Elektrophoresis
Sk GmbH, Heidelberg 109
H,0O dest. Laboreigene Herstellung ad 11

Zur Vergleichbarkeit der Proben wird die Proteinmenge pro Geltasche auf 25 ug festgelegt.
Anhand der berechneten Proteinkonzentration der einzelnen Proben wird entsprechend viel
Probenmaterial in die entstandenen Taschen im Sammelgel pipettiert. Zur Darstellung der
Proteinauftrennung sowie zur spiteren Uberpriifung der Proteintibertragung wird in eine
Geltasche 10 pl eines farbigen Molekulargewichtsmarkers gefiillt (MagicMark™ XP
(Invitrogen AG, Carlsbad, USA) und Novex® (Invitrogen AG, Carlsbad, USA) im Verhaltnis
1:9). Danach wird die Elektrophorese bei 200 Volt tGber 45 Minuten durchgefihrt (siehe
Abbildung 10).

Geltaschen
|

[

Sammelgel

uuuyuuuuuy

Trenngel

Abbildung 10: Schematische Darstellung wichtiger Komponenten der Gelelektrophorese:
Sammelgel mit Geltaschen und Trenngel sowie Laufrichtung der Proteine
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3.2.5.4 Transfer und Darstellung der Proteine

Nach Auftrennung der Proteine erfolgt der eigentliche Western-Blot mit Hilfe des Mini
Trans-Blot® Cell Moduls (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) (siehe Abbildung 11), bei
dem die Proteinbanden vom Gel auf eine Nitrozellulosemembran (Amersham™ Hybond™.-
ECL, GE Healthcare, Little Chalfont, GroRbritannien) im dazu senkrecht angelegten
elektrischen Feld transferiert werden. Dazu werden zwei Kunststoffschwdmme, zwei
Filterpapiere (Mini Trans-Blot® Accessories, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) und die
Membran in der GréRe des Gels mit Transferpuffer gesattigt und anschlieBend im sog.
,,Sandwichverfahren® mit dem aus der Laufkammer entnommenen Gel analog zu Abbildung
12 Ubereinander geschichtet. Das Sandwich wird in die Halterung der Blotkammer gespannt,
die mit einem Kiihlelement ausgestattet und mit Transferpuffer gefillt wird (siehe Tabelle 7).
Der Transfer findet bei 35 Volt tber 60 Minuten statt.

Sandwich-Vorrichtung

Abbildung 11: Darstellung des Mini Trans-Blot® Cell Moduls fiir den Proteintransfer
(Blotting)
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Schwamm
Filterpapier
Membran
Gel
Filterpapier
Schwamm

Abbildung 12: Schematische Darstellung des ,, Gel-Sandwiches* beim Western-Blot-
Verfahren

Tabelle 7: Pipettierschema des 1x Transferpuffers

Hersteller der
Substanz Ausgangssubstanz Mengenangabe
Roche Diagnostics
Tris Deutschland GmbH, 6,079
Mannheim
. Sigma-Aldrich Chemie

izl GmbH, Steinheim 28839
Methanol Merck KGaA, Darmstadt 400 ml
H,0O dest. Laboreigene Herstellung ad 21

Es folgt eine dreimalige 10-mindtige Waschung der Nitrozellulosemembran in 0,1 %
Tween20-haltiger (Tween®20, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) Tris-gepufferter
Kochsalzlosung (Tris-Buffered-Saline Tween-20, TBS-T). Diese und samtliche folgenden
Waschschritte werden auf einem Schuttler (Rocky 3D, Frobel Labortechnik, Lindau) bei
Raumtemperatur durchgefuhrt. Um die freien unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der
Membran zu sattigen wird sie bei Raumtemperatur auf dem Schittler mit 5 %
Magermilchpulver (Kloster Apotheke, Minchen) 2 h lang geblockt. Es folgen drei
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Waschschritte in TBS-T flr jeweils 10 min. Zur Detektion der zu untersuchenden Proteine
wird ein jeweils spezifischer Primarantikorper in entsprechender Verdinnung in TBS-T
eingesetzt (siehe Tabelle 8). Die Membran wird darin Gber Nacht auf einem Schuttler bei 4 °C
inkubiert und anschlieRend werden durch dreimalige 10-minutige Waschung in TBS-T nicht
gebundene  Antikorper entfernt. Danach wird die Membran mit einem mit
Meerrettichperoxidase konjugierten Sekundarantikorper (siehe Tabelle 6) fiir 2 h inkubiert. Im
Anschluss werden analog zu den vorherigen Waschschritten die Uberschissigen Antikorper

grindlich entfernt.

Tabelle 8: Ubersicht tiber die Rezeptorproteine mit ihren jeweiligen Priméar- und
Sekundarantikérpern in den gewahlten Verdinnungsstufen

Rezeptorprotein MGIuR5 NMDAR-NR2B PBR
Primérantikorper Rabbit Anti-mGIuR5 |Rabbit Anti-NMDAR-| Rabbit Anti-PBR
(monoklonal) NR2B (polyklonal) (monoklonal)
Molekulargewicht 133 kDa 180 kDa 19 kDa
Novus Europe, Invitrogen AG, Abcam plc,
Hersteller Cambridge, Carlsbad, USA Cambridge,
GroRbritannien GroRbritannien
Verdiinnung 1:5000 (TBS-T) 1:1000 (TBS-T) 1:10000 (TBS-T)
Donkey ECL Anti- Donkey ECL Anti- Donkey ECL Anti-
Sekundarantikorper rabbit IgG (HRP rabbit 1gG (HRP rabbit 1gG (HRP
konjugiert) konjugiert) konjugiert)
GE Healthcare, Little | GE Healthcare, Little | GE Healthcare, Little
Hersteller Chalfont, Chalfont, Chalfont,
GroRbritannien GroRbritannien GroRbritannien
Verdiinnung 1:10000 (TBS-T) 1:5000 (TBS-T) 1:5000 (TBS-T)

Zur Darstellung der Proteinbanden wird die Membran zundchst abgetropft und dann in einer
Schiissel fiir 2 min mit 3 ml (0,125 ml/cm?) einer zuvor angemischten Detektionslésung
(Lésung A und Losung B im Verhaltnis 1:1) (Amersham™ ECL™-Prime Western Blotting
Detection Reagent, GE Healthcare, Little Chalfont, GroRbritannien) bedeckt, wodurch eine
Chemilumineszenz-Reaktion des enthaltenen Luminols durch die Peroxidase des
Sekundérantikorpers katalysiert wird. Die Membran wird luftblasenfrei auf der Kodak Image
Station 440 CF (Kodak GmbH, Stuttgart) aufgelegt, fir 15 min belichtet und das erhaltene
Bild abgespeichert. Die Schwarzungsintensitat der gesuchten Proteinbanden wird mit Hilfe
der Software Kodak 1D Version 3.5 (Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA)

bestimmt.
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3.2.6 Statistische Bewertung der Befunde

Die statistische Auswertung des Kodrpergewichts und der im modifizierten Hole-Board-Test
erhobenen Parameter erfolgt im Rahmen des allgemeinen linearen Modells durch
Varianzanalyse mit Messwiederholung auf dem Faktor ,,Zeit. In die Datenauswertung geht
das arithmetische Mittel tber die Werte der vier Durchldufe pro Untersuchungstag ein. Die
Analyse wird mit den Zwischensubjektfaktoren ,,Alter”, ,,Geschlecht® und ,,Genotyp*
durchgefihrt. Die Serumhormon-Konzentrationen werden mit Hilfe des Kruskal-Wallis- und
des Mann-Whitney-Tests ausgewertet. Die statistische Beurteilung von Tierverlusten und
auftretendem Penisprolaps wird mit dem Qui-Quadrat-Vierfeldertest nach Pearson
durchgefiihrt. Die Analyse der Western-Blot-Daten erfolgt durch die univariate

Varianzanalyse mit den Faktoren ,, Alter* und ,,Geschlecht®.

Das Signifikanzniveau wird auf 5 % (o = 0,05) festgelegt. Bei post hoc durchgefihrten
Einzelvergleichen wird zur Vermeidung einer a-Fehler-Kumulierung bei multiplem Testen
eine Korrektur des Signifikanzniveaus nach Bonferroni vorgenommen. Dabei werden die
Uberschreitungswahrscheinlichkeiten (p-Werte) als signifikant (sig.) oder nicht signifikant

(n.s.) auf dem jeweils adjustierten o-Niveau angegeben.

Die Berechnung der statistischen Ergebnisse erfolgt mit dem Computerprogramm IBM®
SPSS® Statistics Version 20.0.0.1 (IBM Corporation, Armonk, USA).
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3.3 Ergebnisse

Fur die Studie sind insgesamt 144 Tiere randomisiert in 24 Gruppen (n = 6 pro Gruppe) mit
dem  modifizierten  Hole-Board-Test  hinsichtlich ~ Kognition,  Verhalten  und

Bewegungsverhalten untersucht worden.

3.3.1 Mortalitat

Bei der Auswertung der Zuchtergebnisse zeigt sich, dass von 203 geborenen ménnlichen
Méusen, die fir die Studie genotypisiert worden sind, 95 Tiere Trager des Transgens (Carrier)
sind. Unter den 158 weiblichen genotypisierten Mé&usen sind 77 Tiere Carrier. Das entspricht
einem Carrier-Anteil von 46,8 % bei den Mannchen und 48,7 % bei den Weibchen. Nicht zu
der Z&hlung hinzugefiigt wurden 9 mannliche und 6 weibliche Mause unbekannten Genotyps,

die noch vor der Genotypisierung verstorben sind.

Die Anzahl der Tiere, die in die Auswertung der postnatalen Mortalitat eingeht, setzt sich aus
der Zahl der fur die Studie bendtigten Tiere und der zusétzlich eingeplanten Tiere als Ersatz
fir Abgénge zusammen. Konkret erfolgt die Untersuchung auf Sterblichkeit im Zeitraum vom
Verbringen der Méuse in den speziellen Tierhaltungsraum bis zu dem Tag, an dem sie den
modifizierten Hole-Board-Test (mHBT) abschlieRen.

48,4 % der mannlichen Carrier und 25,4 % der weiblichen Carrier versterben, bevor die Tiere
das geplante Versuchsalter erreichen (p = 0,005). Dagegen ist im Vergleich zu den
entsprechenden Carriern die Mortalitdt mannlicher Wildtypen mit 7,3 % (p < 0,001) und
weiblicher Wildtypen mit 4,6 % (p = 0,001) signifikant niedriger. Bei den Wildtypen zeigt
sich kein geschlechtsspezifischer Unterschied in der Mortalitat (p = 0,558) (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9: Uberleben und Sterblichkeit mannlicher und weiblicher Carrier und Wildtypen

Gruppe ménnliche C weibliche C méannliche WT | weibliche WT
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %

eingeplante Tiere 91 100 59 100 41 100 65 100

uberlebt 47 51,6 44 74,6 38 92,7 62 95,4

verstorben 44 48,4 15 25,4 3 7,3 3 4,6

Grund fir Abgang | Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %

plétzlicher Tod 39 88,6 15 100 2 66,6 1 33,3

EUEEEN: 5 | 114 | o0 0 1 | 333 | o0 0

(Penisprolaps)

Euthanasie

(Verletzung) 0 0 0 0 0 0 1 33,3

Euthanasie

(Tumorverdacht) s L 2 v b b 1 b

Uberleben und Sterblichkeit mannlicher und weiblicher Carrier (C) und Wildtypen (WT)
im Zeitraum von der Ankunft der Mause im Tierhaltungsraum bis zum geplanten Einsatz
im mHBT sowie Ursachen fir deren Abgang, angegeben in absoluten Werten und in
Prozent (%) der eingeplanten Tiere bzw. in Prozent (%) der Ausfalle

Bei 25,3 % aller ménnlichen Carrier gegenuber 2,4 % aller méannlichen Wildtypen tritt
mindestens einmal im Untersuchungszeitraum ein Penisprolaps auf (p = 0,002). Dieser
zeichnet sich dadurch aus, dass das betroffene Tier seinen Penis nicht mehr selbststandig in
die Vorhaut zuruckziehen kann. Gelingt es durch manuelles und therapeutisches Eingreifen
mit Salbe (5 % Dexpanthenol-haltige Salbe, Apotheke des Klinikums rechts der Isar,
Minchen) nicht, den Penis zurlickzuverlagern, wird das Tier euthanasiert (siehe Tabelle 9).
Tritt im Verlauf ein weiterer Penisprolaps auf, erfolgt ebenfalls die Euthanasie. VVon den 23
mannlichen Carriern mit einmal im Untersuchungszeitraum erlittenem Penisvorfall versterben
insgesamt 12 Tiere (52,2 %), davon flnf durch Euthanasie und sieben versterben im weiteren
Verlauf aufgrund unbekannter Ursache. Im Vergleich weisen Carrier, die im
Untersuchungszeitraum keinen Penisprolaps erleiden, eine Mortalitdt von 47,1 % auf (p =
0,671).

50,0 % der Verluste aller ménnlichen Carrier und 60,0 % aller weiblichen Carrier treten
innerhalb des ersten Monats nach dem Verbringen aus dem Zuchtraum in den
Tierhaltungsraum auf. Der Transport erfolgt in unterschiedlichem Lebensalter der Tiere. Nach
Abzug der Todesfélle des ersten Monats im Tierhaltungsraum versterben mannliche Carrier

zu 95,7 % und weibliche Carrier zu 85,7 % in den ersten 12 Lebensmonaten.
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3.3.2 Physiologische Parameter

Neben der Genotypisierung der Tiere auf das humane Transgen (siehe Kapitel 3.3.1) erfolgt
auch eine Genotypisierung auf einen vererbbaren Gendefekt als Ausloser einer
Retinadegeneration  (rd1-Mutation des Gens der p-Untereinheit der Stébchen-

Phosphodiesterase 6, Pde6b™

). Die Studie schlieRt vier Carrier ein, die als homozygote
Trager (rd1”) dieses Gendefekts identifiziert werden: 6 Monate/weiblich/Carrier (Ng1+ = 1),

8 Monate/weiblich/Carrier (nrg1+ = 2), 10 Monate/mannlich/Carrier (Nyg1+ = 1).

3.3.2.1 Kaorpergewicht

An allen acht Untersuchungstagen des Verhaltenstests werden die Mause der entsprechenden
Versuchsgruppe gewogen. In nachfolgender Tabelle sind die Mittelwerte (MW) und
Standardabweichungen (x SD) des Korpergewichts der einzelnen Gruppen zu den
verschiedenen Untersuchungstagen angegeben. AnschlieRend werden in graphischer Form die
Mittelwerte (MW) und Standardfehler (+ SEM) im Zeitverlauf dargestellt.
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Tabelle 10: Korpergewicht aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 30,9+1,8 30,2+15 30,0+ 1,6 299+ 1,6
6 Monate/mannlich/C 26,1 +54 26,0 +5,8 259 +57 25,6 +5,7
6 Monate/weiblich/WT 24,2 +£0,7 235+0,7 228+1,1 222+1.3
6 Monate/weiblich/C 20,8 +1,8 20,3+1,8 204 +19 20,4 + 2,0
8 Monate/mannlich/WT 28,6 £1,3 283+15 282+15 28,2 +1.3
8 Monate/mannlich/C 24,7 + 2,2 246 + 2,1 245+ 20 243+ 1,9
8 Monate/weiblich/WT 279+ 20 27,1+ 2,0 273+21 275+ 20
8 Monate/weiblich/C 209+ 23 203+2,1 199+2,0 196 £1,9
10 Monate/méannlich/WT | 33,1 + 3,0 32,7+26 32,4 +23 325+24
10 Monate/mannlich/C 278+ 1,7 27,1+15 26,7+1,3 26,4 +1,2
10 Monate/weiblich/ WT 26,6 + 2,3 26,4 +23 26,7+ 2,1 26,6 + 2,5
10 Monate/weiblich/C 17,7+ 2,1 174+ 2,0 171+19 16,9+1,9
12 Monate/mannlich/WT | 38,1 + 2,6 374 +24 37,1+23 36,8 +2,3
12 Monate/mannlich/C 244 +24 238+24 23624 234 +24
12 Monate/weiblich/ WT 29,1+20 280+1,4 27,7+1.2 276+ 1,1
12 Monate/weiblich/C 21,4+ 34 21,0 £ 3,3 20,8 £ 3,3 20,4 £ 3,1
14 Monate/mannlich/ WT 37,4 +53 36,8 +5,2 36,4 +5,0 36,0 + 4,6
14 Monate/mannlich/C 28,3+ 3,9 275+ 4.4 27,0+ 4.8 26,6 + 5,0
14 Monate/weiblich/WT 29,4 + 3,8 29,3+ 3,5 29,0 + 3,2 28,9 + 3,2
14 Monate/weiblich/C 21,3+34 21,1+ 35 21,0+ 3,4 20,9 + 3,3
16 Monate/mannlich/WT 375+31 37,1+29 36,7+ 2,6 36,1 +2,6
16 Monate/mannlich/C 29,9 +48 295+49 295+ 5,0 295+5,1
16 Monate/weiblich/ WT 35,3+6,0 34,8 + 6,2 34,3 +6,2 34,0+ 6,0
16 Monate/weiblich/C 25,1 + 3,2 245 + 3,1 240 + 3,1 23,6 + 3,2

Kdrpergewicht in Gramm (g) aller 24 Gruppen (je n = 6) an den festgelegten
Untersuchungstagen des mHBTS, angegeben als Mittelwert und Standardabweichung (MW

+ SD)

Alle 24 Gruppen verlieren Uber die Versuchstage des modifizierten Hole-Board-Tests hinweg
an Gewicht (Zeit: p < 0,001). Dabei wird der zeitliche Verlauf der Gewichtsentwicklung von
Wechselwirkungen mit Alter, Genotyp und Geschlecht beeinflusst (Zeit x Alter x Genotyp: p
= 0,020) (Zeit x Alter x Geschlecht: p = 0,022). Unabhéangig von Alter und Genotyp wiegen
weibliche Tiere generell weniger als mannliche Tiere (Geschlecht: p < 0,001). Zudem ist das
Gewicht der Carrier-Gruppen beider Geschlechter in samtlichen Altersstufen geringer als das
der entsprechenden Wildtyp-Gruppen (Genotyp: p < 0,001). Ab einem Alter von 12 Monaten
wiegen Wildtypen signifikant mehr als jlingere Tiere (12 Monate vs. 6, 8 Monate: p < 0,002
(sig.)) (14 Monate vs. 6, 8 Monate: p < 0,002 (sig.)) (16 Monate vs. 6, 8, 10 Monate: p <

0,002 (sig.)). Dagegen

Gewichtszunahme zu verzeichnen (16 Monate vs. 6 Monate: p = 0,009 (n.s.); 16 Monate vs.

ist bei
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8, 10, 12 Monate: p < 0,002 (sig.)). Diese Interaktion des Genotyps mit den Altersstufen ist
signifikant (Alter x Genotyp: p = 0,012) (siehe Tabelle 10, Abbildung 13 und 14).
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Abbildung 13: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) des Korpergewichts in
Gramm (g) zu den festgelegten Untersuchungszeitpunkten aller méannlichen Wildtypen
(WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 14: Vergleichende graphische Darstellung (MW £ SEM) des Kdrpergewichts in
Gramm (g) zu den festgelegten Untersuchungszeitpunkten aller weiblichen Wildtypen (WT)
und Carrier (C) im mHBT
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3.3.2.2 Geschlechtshormone

Mit Hilfe des Elektrochemilumineszenz-Immunoassays erfolgt eine quantitative Bestimmung
spezifischer Geschlechtshormon-Konzentrationen im Blutserum der getdteten Tiere nach

Beendigung des Verhaltenstests.

Aufgrund zu geringer Serummengen sind die Ostradiol-Bestimmung bei 9 von 144 Tieren
und die Testosteron-Bestimmung bei 29 von 144 Tieren nicht moglich. Die untere
Nachweisgrenze des Immunoassays liegt bei 5 pg/ml zur Ostradiol-Bestimmung und bei 0,03
ng/ml zur Testosteron-Bestimmung. Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze werden
durch 4 pg/ml Ostradiol bzw. 0,02 ng/ml Testosteron als Arbeitswerte substituiert.
Tabellarisch werden die berechneten Mittelwerte und Standardabweichungen (MW % SD)
bzw. graphisch die Mittelwerte und Standardfehler (MW + SEM) der Geschlechtshormon-

Konzentrationen im Blutserum der untersuchten Gruppen angegeben.
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Tabelle 11: Ostradiol- und Testosteron-Konzentration im Blutserum aller 24 Gruppen zum

Todeszeitpunkt

Gruppe Nostradiol | NTestosteron | OStradiol [pg/ml] Testosteron [ng/ml]
6 Monate/mannlich/WT 6 6 4,957 £ 0,12 0,51 + 1,07
6 Monate/méannlich/C 5 5 4,901 £ 0,00 4,18 *+ 6,58
6 Monate/weiblich/WT 4 1 4,901 £ 0,00 0,021 £ 0,00
6 Monate/weiblich/C 6 4 5,55 £+ 1,59 0,03 £ 0,01
8 Monate/mannlich/WT 6 6 6,80 + 4,65 1,41 + 2,66
8 Monate/méannlich/C 6 5 4,901 £ 0,00 4,42 + 6,52
8 Monate/weiblich/WT 6 6 10,85 + 7,58 0,021 £ 0,00
8 Monate/weiblich/C 6 4 7,17 £ 5,55 0,021 + 0,00
10 Monate/ménnlich/WT 6 4 4,901 £ 0,00 0,22 £ 0,16
10 Monate/méannlich/C 6 5 4,971 £ 0,16 4,14 + 4,58
10 Monate/weiblich/WT 6 5 5,30 £ 0,98 0,021 + 0,00
10 Monate/weiblich/C 4 2 4,901 £+ 0,00 0,021 £ 0,01
12 Monate/ménnlich/WT 6 6 4,901 = 0,00 4,19 + 6,18
12 Monate/ménnlich/C 6 6 5,07 £ 0,32 2,73 £ 6,06
12 Monate/weiblich/WT 6 6 11,17 + 8,85 0,021 £ 0,00
12 Monate/weiblich/C 5 4 6,72 + 2,12 0,021 £ 0,00
14 Monate/méannlich/WT 6 6 6,72 + 4,45 3,56 + 5,84
14 Monate/ménnlich/C 5 5 10,42 + 7,64 3,83 £ 6,51
14 Monate/weiblich/WT 6 6 10,97 + 8,07 0,021 £ 0,01
14 Monate/weiblich/C 5 4 7,40 £ 3,59 0,021 + 0,00
16 Monate/mannlich/WT] 6 6 4,901 £ 0,00 2,50 + 3,45
16 Monate/ménnlich/C 6 5 4,901 £ 0,00 6,66 £ 6,56
16 Monate/weiblich/WT 6 3 6,33 + 2,38 0,021 £ 0,00
16 Monate/weiblich/C 5 5 578 £ 1,97 0,021 + 0,00

Ostradiol- und Testosteron-Konzentration im Blutserum von n Tieren (Nestradiol Und
NTestosteron) aller 24 Gruppen zum Todeszeitpunkt, angegeben als Mittelwert und
Standardabweichung (MW £ SD)

# = Werte unterhalb der Nachweisgrenze (Ostradiol: <5 pg/ml, Testosteron: < 0,03 ng/ml)

Die ermittelten Ostradiol-Konzentrationen unterscheiden sich signifikant zwischen den
Gruppen (p = 0,004). Bei Vergleich der mannlichen Tiere untereinander (p > 0,05) und der
weiblichen Tiere untereinander (p > 0,05) sind keine Unterschiede feststellbar. Dagegen ist
die Ostradiol-Konzentration bei den weiblichen Tieren insgesamt signifikant héher als bei den
méannlichen Tieren (p < 0,001) (siehe Tabelle 11 und Abbildung 15).

Auch bei den Testosteron-Konzentrationen bestehen signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen (p < 0,001). Untereinander unterscheiden sich die mannlichen Tiere (p > 0,05) und
die weiblichen Tiere (p > 0,05) nicht. Dabei weisen die mannlichen Tiere signifikant hohere
Testosteron-Werte auf als die weiblichen Tiere (p < 0,001), deren Werte tberwiegend unter
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der Nachweisgrenze von 0,03 ng/ml liegen (siehe Tabelle 11, auf eine Abbildung wird wegen

den niedrigen Werten weiblicher Tiere verzichtet).
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Abbildung 15: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der Ostradiol-
Konzentration im Blutserum zum Todeszeitpunkt der weiblichen und mannlichen
Wildtypen (WT) und Carrier (C)

7 = Werte unterhalb der Nachweisgrenze (gestrichelte Linie) ( <5 pg/ml)
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3.3.3 Modifizierter Hole-Board-Test

Die im modifizierten Hole-Board-Test (mHBT) ermittelten Werte der mé&nnlichen und
weiblichen Carrier (C) und Wildtypen (WT) der unterschiedlichen Altersgruppen werden
verschiedenen Parametern der Kognition, des Verhaltens und des Bewegungsverhaltens
zugeordnet. In Tabellen werden je Parameter die aus den vier Durchldufen pro
Untersuchungstag und Tiergruppe berechneten arithmetischen Mittelwerte (MW) und deren
Standardabweichungen (= SD) angegeben. Exemplarisch werden einige relevante, spater
diskutierte Ergebnisse in graphischer Form unter Angabe der Mittelwerte und Standardfehler
(= SEM) hervorgehoben.

3.3.3.1 Kaognitionsparameter

Im Rahmen der kognitiven Parameter werden tabellarisch die berechneten Mittelwerte und
Standardabweichungen (MW + SD) bzw. graphisch die Mittelwerte und Standardfehler (MW
+ SEM) der Anzahl falsch besuchter Locher (sog. ,,Wrong Choices*), wiederholt besuchter
Locher (sog. ,,Repeated Choices®), ausgelassener Locher (sog. ,,Omission Errors®) und die

pro Durchlauf benétigte Gesamtzeit (sog. ,, Time Trial*) aufgezeigt.
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Wrong Choices

Tabelle 12: Anzahl falsch besuchter Locher aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 6,9+1,0 25+0,6 1,2+05 06+04
6 Monate/mannlich/C 82+16 2,7+13 14 +0,6 0,7+0,6
6 Monate/weiblich/WT 42 +1,3 1,3+0,8 0,6 +£0,6 0,6 £0,3
6 Monate/weiblich/C 28+20 18+1,6 05+04 0,6 £0,5
8 Monate/mannlich/WT 40+19 08+04 0,7+0,3 0,4+0,2
8 Monate/mannlich/C 78+1,3 3,8+27 19+11 15+05
8 Monate/weiblich/WT 36+23 23+1,3 15+0,6 09+0,7
8 Monate/weiblich/C 8,1+45 24 +23 15+0,8 0,6 £0,2
10 Monate/mannlich/WT 51+1,3 1,7+0,9 0,6 +0,3 03+04
10 Monate/méannlich/C 10,6 £ 4,6 58+ 34 57+18 38+16
10 Monate/weiblich/ WT 48+14 1,5+0,8 09+0,6 0,4+0,2
10 Monate/weiblich/C 12,7 +5,8 8,724 70+4.8 36+19
12 Monate/mannlich/ WT 34+1.2 08+04 0,2+0,2 0,2+0,2
12 Monate/mannlich/C 12,4+ 1,6 99+53 71+15 53+15
12 Monate/weiblich/WT 42+1.3 0,6 +0,3 05+0,1 04 +0,2
12 Monate/weiblich/C 23,1 + 10,9 15,3 +5,8 105+1,6 6,4+15
14 Monate/mannlich/WT 3,9+0,7 1,4+0,2 0,7+0,3 0,3+0,2
14 Monate/mannlich/C 10,0 £ 2,3 88+11 6,9+1,3 59+1,2
14 Monate/weiblich/ WT 36+10 09+0,2 04+0,1 0,4+0,2
14 Monate/weiblich/C 139+29 99+16 89+26 94+24
16 Monate/mannlich/WT 44 +0,4 16+04 0,8+04 0,3+0,3
16 Monate/mannlich/C 11,3+ 2,7 8,1+20 71+23 57+17
16 Monate/weiblich/WT 41+10 1,7+05 09+0,2 05+0,1
16 Monate/weiblich/C 16,6 + 5,7 120+ 4,1 83+19 6,8 +2,0

Anzahl falsch besuchter Locher pro Durchlauf zu den festgelegten

Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert
und Standardabweichung (MW * SD)

Uber den Untersuchungszeitraum von acht Tagen nimmt die Anzahl falsch besuchter Lécher
in allen Gruppen ab (Zeit: p < 0,001). Die Fehlerzahl der Wildtypen weist weder zwischen
den Geschlechtern noch zwischen den verschiedenen Altersstufen signifikante Unterschiede
auf (jeweils p > 0,05). Dabei machen die Wildtypen insgesamt weniger Fehler als die Carrier
(Genotyp: p < 0,001). Dieser Haupteffekt wird durch die Interaktion mit dem Alter
modifiziert (Alter x Genotyp: p < 0,001): Die Unterschiede zwischen den Genotypen treten
tendenziell erstmals im Alter von 8 Monaten in Erscheinung (p = 0,017 (n.s.)) und sind ab 10
Monaten signifikant (jeweils p < 0,008 (sig.)). Im Gegensatz zu den Wildtypen erhoht sich bei
den Carriern die Fehlerzahl mit steigendem Alter (10 Monate vs. 6, 8 Monate: p < 0,002
(sig.)) (12 Monate vs. 6, 8, 10 Monate: p < 0,002 (sig.)) (14 Monate vs. 6, 8 Monate: p <
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0,002 (sig.)) (16 Monate vs. 6, 8, 10 Monate: p < 0,002 (sig.)). Im Alter von 12 bis 16
Monaten verandert sich die Fehlerzahl der Carrier nicht mehr wesentlich (jeweils p > 0,002
(n.s.)). Bei den weiblichen Tieren konnen stérker ausgeprégte Unterschiede zwischen den
verschiedenen Altersstufen festgestellt werden als bei den mannlichen Tieren (Alter x
Geschlecht: p = 0,001). Dabei besuchen weibliche Carrier insgesamt mehr falsche Lécher als
méannliche Carrier (Geschlecht x Genotyp: p = 0,003). Dieser Effekt tritt ab dem Alter von 12
Monaten in Erscheinung (12 Monate: p < 0,004 (sig.)) (14 Monate: p = 0,008 (n.s.)) (16
Monate: p < 0,004 (sig.) (Alter x Geschlecht x Genotyp: p = 0,016) (siehe Tabelle 12 und
Abbildung 16 und 17).
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Abbildung 16: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der Anzahl falsch
besuchter Lécher (Wrong Choices) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller mannlichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 17: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der Anzahl falsch
besuchter Lécher (Wrong Choices) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller weiblichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Repeated Choices

Tabelle 13: Anzahl wiederholt besuchter Locher aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8

6 Monate/mannlich/WT 23+0,7 21+05 1,2+0,8 1,0+£05
6 Monate/mannlich/C 28+14 1,4+05 14 +0,6 1,0+ 0,6
6 Monate/weiblich/WT 1,3+0,9 09+0,8 1,0+0,9 15+0,6
6 Monate/weiblich/C 1,2+0,9 1,0+ 0,9 1,1+1,0 0,8+0,7
8 Monate/mannlich/WT 1,2+0,8 05+0,5 0,7+04 14+1,0
8 Monate/mannlich/C 29+172 1,4+0,8 1,8+10 1,3+0,3
8 Monate/weiblich/WT 09+0,8 15+11 15+0,3 1,3+0,4
8 Monate/weiblich/C 26+19 1,8+1,6 2,7+15 24+0,9
10 Monate/mannlich/WT 2,0+0,6 1,7+0,8 1,3+0,8 1,0+04
10 Monate/mannlich/C 32+17 21+11 28+16 16+1,0
10 Monate/weiblich/ WT 20+04 1,2+0,7 1,2+04 0,7+£0,2
10 Monate/weiblich/C 32+1,6 24+0,8 31+19 2,0+£0,7
12 Monate/mannlich/ WT 1,4+0,6 1,3+0,5 1,3+0,9 1,3+£0,3
12 Monate/mannlich/C 29+13 3,7+x17 2,8+0,7 2,3+0,7
12 Monate/weiblich/ WT 16+0,6 1,0+0,3 0,8+0,5 06+04
12 Monate/weiblich/C 53+1,8 41+19 49+30 42+20
14 Monate/mannlich/WT 19+04 15+04 1,3+0,3 09+0,3
14 Monate/mannlich/C 29+12 2,7+0,8 24 +0,5 2,3+0,8
14 Monate/weiblich/WT 1,8+0,3 1,3+04 16+09 1,0+£0,2
14 Monate/weiblich/C 36+14 28+12 36+1,3 43+19
16 Monate/mannlich/WT 15+0,8 1,1+0,7 14+0,5 1,3+0,7
16 Monate/méannlich/C 3,4+0,7 25+0,9 28+13 28+1,7
16 Monate/weiblich/WT 2,0+0,9 1,0+05 16+0,5 15+04
16 Monate/weiblich/C 6,0+ 1,7 39+21 30+1.3 3014

Anzahl wiederholt besuchter Lécher pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert
und Standardabweichung (MW * SD)

Der zeitliche Verlauf der wiederholten Lochbesuche tber die Versuchstage zeigt sich bei den
verschiedenen Versuchsgruppen als unregelmalig schwankend (Zeit: p < 0,001). Bei den
Wildtypen ergeben sich weder alters- noch geschlechtsbezogene signifikante Unterschiede in
der Gesamtzahl wiederholter Lochbesuche (jeweils p > 0,05). Die Anzahl der
Wiederholungsfehler ist bei den Carriern malRgeblich héher als bei den Wildtypen (Genotyp:
p < 0,001). Dieser Unterschied zwischen den Genotypen liegt ab einem Alter von 8 Monaten
vor (jeweils p < 0,008 (sig.)) (Alter x Genotyp: p < 0,001). Dabei nehmen die
Wiederholungsfehler der Carrier mit steigendem Alter zu (10 Monate vs. 6 Monate: p < 0,002
(sig.)) (12 Monate vs. 6, 8, 10 Monate: p < 0,002 (sig.)) (14 Monate vs. 6 Monate: p < 0,002
(sig.); 14 Monate vs. 8 Monate: p = 0,004 (n.s.)) (16 Monate vs. 6, 8 Monate: p < 0,002

66



(sig.)). Im Alter von 12 bis 16 Monaten sind keine signifikanten Unterschiede untereinander
feststellbar (jeweils p > 0,002 (n.s.)). Im Gegensatz zu den Wildtypen liegen bei den Carriern
deutliche geschlechtsabhangige Differenzen vor (Geschlecht x Genotyp: p = 0,007). So
machen weibliche Carrier insgesamt mehr Wiederholungsfehler als mannliche Carrier (p =
0,001 (sig.)) (siehe Tabelle 13 und Abbildung 18 und 19).
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Abbildung 18: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der Anzahl wiederholt
besuchter Locher (Repeated Choices) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller mannlichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 19: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der Anzahl wiederholt
besuchter Lécher (Repeated Choices) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller weiblichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Omission Errors

Tabelle 14: Anzahl ausgelassener Lécher aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8

6 Monate/mannlich/WT 0,25 + 0,28 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
6 Monate/mannlich/C 0,27 £ 0,34 0,27 £ 0,61 0,10 £ 0,23 0,13 +0,28
6 Monate/weiblich/WT 0,88 + 0,58 1,48 £ 0,78 1,48 £1,01 0,73 + 0,66
6 Monate/weiblich/C 1,42 + 1,02 1,29 + 1,23 1,33+1,35 1,02 +1,21
8 Monate/mannlich/WT 0,58 + 0,51 0,69 +£0,71 0,50 + 0,62 0,13 +£0,14
8 Monate/mannlich/C 0,29 + 0,30 0,33 + 0,49 0,17 + 0,37 0,04 + 0,09
8 Monate/weiblich/WT 1,23 +1,15 0,63 +0,73 0,25 + 0,41 0,08 £ 0,14
8 Monate/weiblich/C 0,92 + 1,08 1,19 +£ 1,08 0,60 = 0,72 0,19 + 0,37
10 Monate/méannlich/WT | 0,33 + 0,19 0,15+0,18 0,17 £ 0,37 0,10 £ 0,18
10 Monate/méannlich/C 0,67 + 0,68 0,46 + 1,02 0,29 + 0,65 0,31 + 0,70
10 Monate/weiblich/ WT 0,40 £ 0,23 0,73 £ 0,58 0,44 + 0,60 0,29 £ 0,29
10 Monate/weiblich/C 0,23 + 0,40 0,04 + 0,09 0,06 + 0,14 0,00 + 0,00
12 Monate/mannlich/WT 0,52 £ 0,48 0,08 £0,14 0,13 £ 0,28 0,06 £ 0,14
12 Monate/mannlich/C 0,35+ 0,38 0,08 £ 0,12 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
12 Monate/weiblich/ WT 0,46 + 0,47 0,27 + 0,23 0,38 + 0,78 0,10 £ 0,23
12 Monate/weiblich/C 0,10 £ 0,11 0,02 +£ 0,05 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
14 Monate/mannlich/WT 0,27 £ 0,29 0,10 £ 0,13 0,13 £ 0,13 0,02 £ 0,05
14 Monate/mannlich/C 0,10 £ 0,11 0,04 + 0,09 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
14 Monate/weiblich/ WT 0,40 + 0,30 0,21 +0,41 0,29 + 0,21 0,17 + 0,14
14 Monate/weiblich/C 0,19 £ 0,21 0,19 £ 0,42 0,15+ 0,21 0,08 £ 0,14
16 Monate/mannlich/WT | 0,38 + 0,68 0,40 +£ 0,83 0,40 + 0,83 0,21 + 0,47
16 Monate/méannlich/C 0,19 + 0,14 0,02 + 0,05 0,00 + 0,00 0,04 + 0,06
16 Monate/weiblich/WT 0,46 + 0,60 0,48 + 0,64 0,13 +£0,13 0,04 + 0,09
16 Monate/weiblich/C 0,17 + 0,14 0,04 + 0,06 0,06 + 0,10 0,00 + 0,00

Anzahl ausgelassener Locher pro Durchlauf zu den festgelegten

Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert

und Standardabweichung (MW * SD)

In allen Gruppen reduziert sich die Anzahl ausgelassener Locher Uber den Versuchszeitraum
hinweg (Zeit: p < 0,001). Wildtypen und Carrier verhalten sich hierin gleich (Genotyp: p >
0,05). Die 6 Monate alten weiblichen Tiere machen signifikant mehr Auslassungsfehler im
Vergleich zu den 10 bis 16 Monate alten weiblichen Tieren (jeweils p < 0,002 (sig.)). Ebenso
machen die 6 Monate alten weiblichen Tiere signifikant mehr Fehler als die 6 Monate alten
mannlichen Tieren (p < 0,008 (sig.)) (Alter x Geschlecht: p = 0,001) (siehe Tabelle 14 und

Abbildung 20 und 21).
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Abbildung 20: Vergleichende graphische Darstellung (MW £+ SEM) der Anzahl
ausgelassener Locher (Omission Errors) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller mannlichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 21: Vergleichende graphische Darstellung (MW £+ SEM) der Anzahl
ausgelassener Locher (Omission Errors) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller weiblichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Time Trial

Tabelle 15: Benotigte Gesamtzeit aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 182 + 41 93 + 29 75 = 50 55 + 33
6 Monate/mannlich/C 184 + 69 137 + 72 98 + 64 84 + 67
6 Monate/weiblich/WT 260 + 44 260 + 54 247 + 76 164 + 96
6 Monate/weiblich/C 230 + 70 188 + 103 176 + 117 153 + 115
8 Monate/mannlich/WT 234 + 44 188 + 68 159 + 89 109 + 52
8 Monate/mannlich/C 166 *+ 67 157 + 94 128 + 65 97 £ 40
8 Monate/weiblich/WT 242 + 62 181 + 67 134 + 68 91 + 47
8 Monate/weiblich/C 211 + 66 230 + 92 190 + 81 125 + 66
10 Monate/mannlich/WT 215 + 42 161 + 42 156 + 66 116 + 68
10 Monate/méannlich/C 199 + 64 133 + 77 129 + 81 116 + 86
10 Monate/weiblich/ WT 213 + 36 221 + 67 177 + 81 150 + 87
10 Monate/weiblich/C 147 + 59 107 = 75 99 + 54 78 + 17
12 Monate/mannlich/ WT 218 + 76 120 + 58 106 + 73 86 + 64
12 Monate/mannlich/C 173 + 79 131 + 46 99 + 34 76 £ 11
12 Monate/weiblich/WT 212 £ 72 169 + 79 139 + 67 115 + 52
12 Monate/weiblich/C 168 + 27 143 + 49 125 + 29 108 + 32
14 Monate/mannlich/WT 197 + 45 163 + 64 153 + 55 125 + 48
14 Monate/mannlich/C 134 + 25 106 + 28 90 + 33 87 £ 34
14 Monate/weiblich/ WT 208 + 55 154 + 71 141 + 85 135 + 88
14 Monate/weiblich/C 173 + 73 135 + 80 126 + 69 119 + 67
16 Monate/mannlich/WT 209 + 58 154 + 75 141 + 90 127 + 87
16 Monate/mannlich/C 171 + 28 125 + 29 110 + 20 116 + 31
16 Monate/weiblich/WT 218 + 45 192 + 83 151 + 68 89 + 58
16 Monate/weiblich/C 166 + 24 135 + 43 118 + 27 102 + 21

Bendtigte Gesamtzeit in Sekunden (s) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert
und Standardabweichung (MW * SD)

Alle Gruppen brauchen im Mittel weniger als 300 Sekunden pro Testdurchlauf. Dabei nimmt
die fur einen Durchlauf bendtigte Gesamtzeit Uber die Versuchstage hinweg ab (Zeit:
p <0,001). Insgesamt brauchen die Wildtypen signifikant mehr Zeit als die Carrier (Genotyp:
p =0,018). Auch benétigen die weiblichen Tiere ldnger als die mannlichen Tiere
(Geschlecht: p = 0,016), wobei die Interaktion mit dem Alter die Signifikanz verfehlt (Alter x
Geschlecht: p = 0,086) (siehe Tabelle 15 und Abbildung 22 und 23).
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Abbildung 22: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der bendtigten
Gesamtzeit (Time Trial) pro Durchlauf zu den festgelegten Untersuchungszeitpunkten aller
mannlichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 23: Vergleichende graphische Darstellung (MW £ SEM) der benétigten
Gesamtzeit (Time Trial) pro Durchlauf zu den festgelegten Untersuchungszeitpunkten aller
weiblichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT

3.3.3.2 Verhaltensparameter

Die einzelnen Parameter lassen sich unterschiedlichen Verhaltensmustern zuordnen, die sich

teilweise Uberschneiden: Angstverhalten, Erregung und Erkundungsverhalten.
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Die fur die jeweiligen Parameter errechneten Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
(= SD) sind den folgenden Tabellen zu entnehmen. In den ausgewéhlten Abbildungen sind
Mittelwerte (MW) und Standardfehler (+ SEM) angegeben.

Angstverhalten

Es werden verschiedene Parameter ausgewertet, die Rlckschlusse auf das Angstverhalten im
MHBT ziehen lassen. Darunter fallen die Zeit bis zum ersten Betreten des Boards (sog.
,Latency First Board Entry*), die Anzahl der Boardbesuche (sog. ,,Number of Board
Entries®), die Gesamtzeit auf dem Board (sog. ,,Time on Board*) und die Gesamtzeit der

Immobilitdtsphasen (,,Immobility*).
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Latency First Board Entry

Tabelle 16: Zeit bis zum ersten Betreten des Boards aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 42,1 + 12,3 23,6 + 13,1 16,0 £ 12,9 53+41
6 Monate/mannlich/C 35,5+ 24,8 34,7 +51,0 9571 95+131
6 Monate/weiblich/WT 86,2+ 295 | 1478+ 75,1 1259 + 74,7 52,5 + 46,3
6 Monate/weiblich/C 143,1 + 83,3 |114,3 +104,8 | 104,3+ 102,2| 63,2 + 84,8
8 Monate/mannlich/WT 77,3 +51,2 62,1 + 37,5 59,0 + 48,5 23,8+ 18,4
8 Monate/mannlich/C 39,1 + 36,3 37,1+ 42,6 18,4 + 20,3 13,2 £ 18,9
8 Monate/weiblich/WT 85,5 + 54,2 31,9+ 17,0 19,4 + 14,0 9,9+5,0
8 Monate/weiblich/C 74,8 + 76,6 | 128,1 + 94,7 445 + 46,2 42,6 + 56,4
10 Monate/méannlich/ WT | 75,3 £ 35,5 72,5+ 31,8 60,6 + 45,2 41,4 + 42,6
10 Monate/méannlich/C 60,6 + 50,3 34,8 + 62,6 19,0 + 36,1 13,0 £ 23,4
10 Monate/weiblich/ WT 49,7 + 28,5 88,7 + 66,8 58,1 + 51,7 40,7 £ 32,8
10 Monate/weiblich/C 17,1 + 17,2 85+ 129 47 +5,6 28+15
12 Monate/mannlich/ WT 725+ 41,3 27,6 + 23,0 20,4 + 19,8 11,1 + 8,9
12 Monate/mannlich/C 34,8 + 24,4 79+74 32+22 24+1,1
12 Monate/weiblich/ WT 37,6 + 36,7 26,6 + 32,1 39,8 + 67,2 19,2 + 17,6
12 Monate/weiblich/C 16,0 + 8,3 8,0+5,7 53+3,6 51+23
14 Monate/mannlich/WT 54,6 + 23,2 40,5 + 21,7 36,1 + 235 29,6 + 254
14 Monate/mannlich/C 18,3+ 6,4 8,2+4)9 46+20 3,7+1,0
14 Monate/weiblich/ WT 26,2 + 16,3 34,7 + 30,0 20,4 + 25,8 30,5 + 30,0
14 Monate/weiblich/C 23,6 + 155 20,4 + 24,2 10,3+9,4 48 + 4,3
16 Monate/méannlich/ WT | 41,0 £ 17,3 38,4 + 18,2 21,8 + 24,6 23,3+ 25,6
16 Monate/mannlich/C 29,4 +17,8 20,4 + 31,3 11,7 £ 15,1 10,6 + 14,9
16 Monate/weiblich/WT 51,1 + 31,7 56,2 + 52,5 22,0 + 18,8 13,0 + 14,7
16 Monate/weiblich/C 17,7 + 10,2 15,7 + 13,3 6,4 +3,8 41+16

Zeit bis zum ersten Betreten des Boards in Sekunden (s) pro Durchlauf zu den festgelegten

Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert

und Standardabweichung (MW * SD)

Insgesamt nimmt die Latenz bis zum ersten Betreten des Boards Uber die Versuchstage
hinweg ab (Zeit: p < 0,001). Die Carrier betreten das Board rascher als die Wildtypen
(Genotyp: p = 0,005). Zudem (bt die Wechselwirkung des Geschlechts mit den Altersstufen
einen signifikanten Effekt aus (Alter x Geschlecht: p < 0,001): So brauchen die 6 Monate
alten weiblichen Tiere verglichen mit den Gbrigen weiblichen Altersgruppen (6 Monate vs. 8,
10, 12, 14, 16 Monate: p < 0,002 (sig.)) und verglichen mit den 6 Monate alten mannlichen
Tieren (p < 0,008 (sig.)) eine signifikant langere Zeit bis sie das Board betreten (siehe Tabelle

16 und Abbildung 24 und 25).
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Abbildung 24: Vergleichende graphische Darstellung (MW £ SEM) der Zeit bis zum ersten
Betreten des Boards (Latency First Board Entry) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller mannlichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 25: Vergleichende graphische Darstellung (MW £ SEM) der Zeit bis zum ersten
Betreten des Boards (Latency First Board Entry) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller weiblichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Number of Board Entries

Tabelle 17: Anzahl der Boardbesuche aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 6,2+ 2,2 41+ 1,7 32+10 30+x10
6 Monate/mannlich/C 79+28 51+ 272 45+0,9 3,4+0,7
6 Monate/weiblich/WT 71+1.2 36+19 32+21 3,7+0,9
6 Monate/weiblich/C 31+16 31+22 2,7+18 26+13
8 Monate/mannlich/WT 6,6 +4,5 3,1+0,9 34+17 3,7+21
8 Monate/méannlich/C 6,7+ 2,0 53+ 272 43+1.2 41+0,6
8 Monate/weiblich/WT 6,4+ 3,0 52+ 1,8 47+05 40+0,8
8 Monate/weiblich/C 9,040 40+ 2.2 59+2.2 49+ 23
10 Monate/mannlich/WT 54+1,3 4,4 + 0,7 40+14 3,4+0,8
10 Monate/mannlich/C 75+31 6,1 £29 6,1 +2.2 41+17
10 Monate/weiblich/ WT 7,8+ 47 6,0 + 4,6 45+16 42 +18
10 Monate/weiblich/C 8,0+19 6,9+29 58+ 2,7 41+20
12 Monate/mannlich/ WT 59+15 48 + 15 42+10 43+11
12 Monate/mannlich/C 94+18 9,0 + 3,8 6,2+1,1 39+0,9
12 Monate/weiblich/WT 65+14 47 + 24 36 +13 36+13
12 Monate/weiblich/C 139+ 114 14,4 + 14,6 125+ 115 11,1 £ 8,1
14 Monate/mannlich/WT 6,0+ 0,9 54+ 04 54 + 0,6 44+10
14 Monate/mannlich/C 71+0,9 71+ 17 53+1,1 45+1,0
14 Monate/weiblich/WT 10,1 +54 6,1 + 3,1 53+18 49+16
14 Monate/weiblich/C 82+44 6,2+ 1,8 55+1,9 58+21
16 Monate/mannlich/WT 6,8+15 52 +0,9 48 +0,8 38+1,1
16 Monate/mannlich/C 8,2+20 52+ 11 51+14 52 %20
16 Monate/weiblich/WT 83+19 6,3+ 44 6,2+44 54+28
16 Monate/weiblich/C 9,0+ 3,8 75 +58 6,8 +4,0 6,9 +4,0

Anzahl der Boardbesuche pro Durchlauf zu den festgelegten Untersuchungszeitpunkten
aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert und Standardabweichung
(MW + SD)

Uber den Versuchszeitraum nimmt die Anzahl der Boardbesuche in allen Gruppen ab (Zeit: p
< 0,001). Insgesamt betreten die Carrier das Board hdufiger als die Wildtypen (Genotyp: p =
0,014). Zudem (bt das Alter einen signifikanten Effekt aus (Alter: p = 0,026) in der Art, dass
die 12 Monate alten Tiere die haufigsten Boardbesuche aufweisen (12 Monate vs. 6 Monate: p
< 0,003 (sig.)). Dies wirkt sich tendenziell besonders auf die 12 Monate alten Carrier aus,
verfehlt dabei aber knapp die Signifikanz (Alter x Genotyp: p = 0,061) (siehe Tabelle 17; auf
eine graphische Darstellung wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet).
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Time on Board

Tabelle 18: Gesamtzeit auf dem Board aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8

6 Monate/mannlich/WT 351 +49 42,7 + 10,7 46,7 + 10,1 56,9 + 18,2
6 Monate/mannlich/C 42,6 + 19,7 | 36,7+ 11,3 51,9 + 18,9 58,0 + 21,7
6 Monate/weiblich/WT 219 + 96 104 +£7,7 10,8 £ 11,2 28,7 £ 16,9
6 Monate/weiblich/C 20,2 + 148 | 25,1+ 23,2 26,2 + 25,4 33,1+24,1
8 Monate/mannlich/WT 22,6 + 8,0 22,8+ 11,6 30,5 +17,8 42,8 £ 10,5
8 Monate/mannlich/C 46,8 + 19,5 | 43,2+ 24,7 51,3+ 18,5 54,3 + 15,5
8 Monate/weiblich/WT 28,1 + 9,7 31,3+ 13,2 35,7+11,1 41,7 £ 15,8
8 Monate/weiblich/C 32,3 +16,1| 208203 32,4 £ 19,6 47,6 + 20,4
10 Monate/mannlich/WT| 24,8 + 6,4 22,0+6,1 18,1+ 7,1 29,4 + 16,8
10 Monate/mannlich/C 421 + 219 | 46,0+ 19,8 52,7 + 23,4 62,4 + 27,8
10 Monate/weiblich/ WT 32,6 + 8,4 21,0+ 12,3 276 + 17,6 29,5 + 18,2
10 Monate/weiblich/C 63,0 + 18,8 | 65,3+ 16,1 72,4 + 175 73,5 + 18,6
12 Monate/mannlich/ WT 284 +109 | 384+124 422+ 174 40,7 £ 14,3
12 Monate/mannlich/C 50,1 + 19,0 | 56,9 + 15,5 73,7+ 10,0 78,9 + 10,6
12 Monate/weiblich/ WT 41,8 + 16,1 | 44,8+ 26,1 442 + 18,4 48,3 + 19,6
12 Monate/weiblich/C 66,5 + 8,7 68,3 + 11,3 71,4 + 12,8 68,9 + 6,9

14 Monate/mannlich/WT 253 + 6,8 238+ 7,7 22,993 30,1 +9,1

14 Monate/mannlich/C 52,9 + 7,6 65,5 + 10,7 715+ 12,3 72,1 + 10,6
14 Monate/weiblich/ WT 395 +55 33976 37,7+ 155 35,3+ 155
14 Monate/weiblich/C 62,9 + 174 | 604 +19,1 65,0 + 16,1 73,4 + 13,6
16 Monate/mannlich/WT| 36,3 + 125 | 32,1 +10,8 46,5 + 19,6 46,4 + 20,5
16 Monate/mannlich/C 62,6 + 142 | 64,7+ 150 66,6 + 13,9 60,6 + 17,2
16 Monate/weiblich/WT 349 +126 | 304+195 39,3+ 135 45,7 £ 10,0
16 Monate/weiblich/C 67,8 £+ 17,1 | 69,1+194 70,2 + 18,4 78,4 £ 11,2

Gesamtzeit auf dem Board in Prozent der Gesamtzeit pro Durchlauf zu den festgelegten

Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert

und Standardabweichung (MW * SD)

Uber die Versuchstage hinweg steigt die anteilig auf dem Board verbrachte Zeit insgesamt an

(Zeit: p < 0,001).

geschlechtsunabhangig hoher als bei Wildtypen (Genotyp: p < 0,001), wobei die Unterschiede
ab 10 Monaten (jeweils p < 0,008 (sig.)) starker ausgepragt sind als bei jingeren Tieren (Alter
x Genotyp: p = 0,001). Die Interaktion von Alter und Geschlecht nimmt einen signifikanten
Einfluss auf die auf dem Board verbrachte Zeit (Alter x Geschlecht: p < 0,001): Im Alter von
6 Monaten halten sich die weiblichen Tiere signifikant kiirzer auf dem Board auf als die
mannlichen Tiere gleichen Alters (p < 0,008 (sig.)). Zudem verbringen die 6 und 8 Monate

alten weiblichen Tiere weniger Zeit auf dem Board als die weiblichen Tiere hoheren Alters (6
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Monate vs. 10, 12, 14, 16 Monate: p < 0,002 (sig.)) (8 Monate vs. 12, 16 Monate: p < 0,002
(sig.)) (siehe Tabelle 18 und Abbildung 26 und 27).
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Abbildung 26: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der Gesamtzeit auf
dem Board (Time on Board) pro Durchlauf zu den festgelegten Untersuchungszeitpunkten
aller mannlichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 27: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der Gesamtzeit auf
dem Board (Time on Board) pro Durchlauf zu den festgelegten Untersuchungszeitpunkten
aller weiblichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Immobility

Tabelle 19: Gesamtzeit der Immobilitatsphasen aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 05+11 15+34 0,0£0,0 0,0+0,0
6 Monate/mannlich/C 15+22 3,1+56 0,8+1,8 3,6 +81
6 Monate/weiblich/WT 43 +6,1 17,2 + 13,4 31,2 +22,6 18,6 + 21,4
6 Monate/weiblich/C 25,3 + 20,3 31,9 + 30,3 32,3+ 32,6 20,9 + 23,5
8 Monate/mannlich/WT 39+472 42 +6,0 46 +6,3 1,7+17
8 Monate/mannlich/C 0,0+£0,0 20+42 08+1,5 14 +31
8 Monate/weiblich/WT 10,0 £ 17,5 6,8 + 8,4 3,770 3,8+8,1
8 Monate/weiblich/C 6,7 £9,7 15,9 £ 13,9 10,4 £ 8,6 6,1 £ 10,0
10 Monate/mannlich/WT 0,7+11 3,0+47 3,3+6,2 1,7+22
10 Monate/méannlich/C 08+15 1,6 + 3,6 0,7+1,6 1,0+£2.2
10 Monate/weiblich/ WT 59+77 10,7 £ 14,3 8,6 £+11,0 9,6 +12,6
10 Monate/weiblich/C 0,0£0,1 0,0+£0,0 0,0+0,0 0,0+£0,0
12 Monate/mannlich/ WT 1.8+25 0,0+0,0 0,1+0,3 0,1+0,3
12 Monate/mannlich/C 0,3+0,7 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,0
12 Monate/weiblich/WT 30+44 3,357 75+ 14,3 45+6,9
12 Monate/weiblich/C 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,4 +0,8 0,0+£0,0
14 Monate/mannlich/WT 0,2+04 0,0+0,1 22+272 0,4 +0,7
14 Monate/mannlich/C 0,0+£0,0 0,0+£0,0 0,0+£0,1 05+11
14 Monate/weiblich/WT 1227 41+9,1 12+26 02+04
14 Monate/weiblich/C 0,0+£0,0 08+1,7 11+24 22+49
16 Monate/mannlich/WT 54 +11,9 6,8 + 14,7 7,6 +16,8 7,7+155
16 Monate/mannlich/C 0,0+0,0 0,1+0,2 02+04 0,4+0,8
16 Monate/weiblich/WT 22+30 41+38 2,0+ 3,2 1,3+29
16 Monate/weiblich/C 0,0+£0,0 0,1+0,3 0,0+0,0 0,0+£0,0

Gesamtzeit der Immobilitatsphasen in Prozent der Gesamtzeit pro Durchlauf zu den
festgelegten Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben
als Mittelwert und Standardabweichung (MW + SD)

Der prozentuale Anteil der Immobilitatsphasen pro Durchlauf verdndert sich im
Untersuchungszeitraum nicht signifikant (Zeit: p > 0,05). Der Genotyp hat keinen
malgeblichen Einfluss auf die Immobilitat (Genotyp: p > 0,05). Allerdings lbt die Interaktion
von Alter mit Geschlecht einen signifikanten Effekt aus (Alter x Geschlecht: p < 0,001): Die
Immobilitét ist bei den 6 Monate alten weiblichen Tieren signifikant starker ausgepragt als in
hoherem Alter (6 Monate vs. 8, 10, 12, 14, 16 Monate: p < 0,002 (sig.)). Ebenso weisen die 6
Monate alten weiblichen Tiere eine hohere Immobilitat auf als die 6 Monate alten mannlichen
Tiere (p < 0,008 (sig.)) (siehe Tabelle 19; auf eine graphische Darstellung wird aus Griinden

der Ubersichtlichkeit verzichtet).
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Errequng

Die Erregung wird durch den prozentualen Anteil der Putzphasen (,,sog. Grooming*) erfasst.

Grooming

Tabelle 20: Gesamtzeit der Putzphasen aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 1,8+ 3,6 1,3+28 3,6 47 33+51
6 Monate/mannlich/C 1,2+18 24+ 45 3,0+6,7 12+27
6 Monate/weiblich/WT 40+26 7,7+41 53+26 55+54
6 Monate/weiblich/C 21+15 3,7+21 1,7+11 33+29
8 Monate/mannlich/WT 0,7+0,5 05+0,5 0,8+0,8 13+1.2
8 Monate/mannlich/C 0,0+£0,1 0,3+0,7 0,3+0,6 0,1+0,1
8 Monate/weiblich/WT 28+15 1,3+1,1 23+17 18+1,6
8 Monate/weiblich/C 1,1+11 15+12 2,4 +26 0,2+0,5
10 Monate/mannlich/WT 15+14 45+ 3,3 45+ 3,0 7,0+99
10 Monate/mannlich/C 0,2+0,3 1,1+2,0 1,3+20 0,7+x1,7
10 Monate/weiblich/WT 22+23 40+3.2 46+5,0 3,0+£29
10 Monate/weiblich/C 0,2+0,3 08+14 12+26 08+15
12 Monate/mannlich/ WT 21+22 25225 20+24 19+25
12 Monate/mannlich/C 04+09 02+04 0,1+0,1 0,1+0,2
12 Monate/weiblich/WT 20+x15 59+7.2 42+55 42+ 3,7
12 Monate/weiblich/C 03+04 0,0+£0,1 0,0+£0,0 0,1+0,1
14 Monate/mannlich/WT 20+17 40+ 34 40+ 3,8 49+4,1
14 Monate/mannlich/C 0,3+0,2 0,7+0,7 1,1+1.3 08+1,3
14 Monate/weiblich/WT 22+29 3,4+43 3,6 +6,1 52 +8,7
14 Monate/weiblich/C 09+14 16+24 0,6 +0,8 14+29
16 Monate/mannlich/WT 1,3+1,7 22+30 3,1+42 3,8+5,3
16 Monate/mannlich/C 06+1,2 16+1,7 0,2+0,3 0711
16 Monate/weiblich/WT 29+34 75+95 8,0 +8,3 43+5,0
16 Monate/weiblich/C 1,3+15 09+14 05+04 0,0+£0,0

Gesamtzeit der Putzphasen in Prozent der Gesamtzeit pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert
und Standardabweichung (MW * SD)

Der prozentuale Anteil der Putzphasen pro Testdurchlauf ist bei den Wildtypen mafigeblich
hoher als bei den Carriern (Genotyp: p < 0,001). Geschlechtsabhangige signifikante
Differenzen sind nicht festzustellen (Geschlecht: p = 1,00) (siehe Tabelle 20; auf eine

graphische Darstellung wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet).
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Erkundungsverhalten

Zur Bestimmung der zielgerichteten Exploration wird die Anzahl der besuchten richtigen
Locher (sog. ,,Correct Hole Visits®) und im Rahmen ungerichteter Exploration die Anzahl des

Aufrichtens auf die Hinterbeine (sog. ,,Rearings*) ausgewertet.

Correct Hole Visits

Tabelle 21: Anzahl der besuchten richtigen Locher aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 31+04 30+£0,1 3,1+0,1 3,0+£0,1
6 Monate/mannlich/C 3,9+0,7 3,3+1,0 32+04 3,1+0,3
6 Monate/weiblich/WT 2,7+0,9 1,7+0,9 16+11 24 +£0,8
6 Monate/weiblich/C 18+11 19+13 1,7+14 21+13
8 Monate/mannlich/WT 3,1+0,8 25+0,6 2,7+0,7 3,1+04
8 Monate/mannlich/C 3,7+0,8 3,1+0,6 32+04 3,3+0,3
8 Monate/weiblich/WT 21+13 2,6 +0,8 29104 3,0+£0,2
8 Monate/weiblich/C 3,724 28+19 3,1+0,6 3,4+0,3
10 Monate/méannlich/WT 3,0+£0,3 3,0+0,1 29104 29+0,2
10 Monate/mannlich/C 36+1,0 29+1,2 2,9+0,7 29+0,6
10 Monate/weiblich/WT 3,4+0,8 29+1,0 2,7+0,7 29+0,3
10 Monate/weiblich/C 39+0,6 36+04 3,7+0,5 35+04
12 Monate/mannlich/WT 29+0,6 3,0+0,2 29+0,3 3,0+£0,3
12 Monate/mannlich/C 48 +1,3 36+04 35+0,6 3,6 +£0,5
12 Monate/weiblich/WT 36+05 3,0+0,2 3,0+£0,9 3,0+£0,3
12 Monate/weiblich/C 50+ 26 44 +1,2 44+ 1,3 3,9+09
14 Monate/mannlich/WT 31+04 3,1+0,2 3,1+0,2 3,1+0,1
14 Monate/mannlich/C 3,7+05 3,1+0,2 3,3+0,3 3,1+0,2
14 Monate/weiblich/ WT 34+05 3,2+0,7 2,8+0,3 29+0,2
14 Monate/weiblich/C 3,6 +0,6 32+0,3 3,3+0,2 3,3+0,2
16 Monate/mannlich/WT 34+09 2,8+0,8 2,7+0,9 29+04
16 Monate/méannlich/C 40+0,9 3,8+0,7 35+0,3 3,3+0,3
16 Monate/weiblich/WT 3,1+0,7 29+1,1 32+0,5 3,1+0,2
16 Monate/weiblich/C 40+0,6 3,3+0,5 35+0,6 3,4+04

Anzahl der besuchten richtigen Locher pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert
und Standardabweichung (MW + SD)

Insgesamt besuchen die Carrier hdufiger die richtigen Locher als die Wildtypen (Genotyp: p <
0,001). Tendenziell am starksten ausgeprégt ist dieser Unterschied beim Vergleich der 12
Monate alten weiblichen Carrier mit den 12 Monate alten weiblichen Wildtypen (p = 0,002).
Die Interaktion zwischen Alter und Geschlecht ist signifikant (Alter x Geschlecht: p = 0,002):

Die 6 Monate alten weiblichen Tiere besuchen weniger richtige Locher als alle &lteren
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weiblichen Tiere (6 Monate vs. 8, 10, 12, 14, 16 Monate: p < 0,002 (sig.)). Ebenfalls im Alter
von 6 Monaten machen die weiblichen Tiere weniger richtige Lochbesuche als die 6 Monate
alten ménnlichen Tiere (p < 0,008 (sig.)) (siehe Tabelle 21 und Abbildung 28 und 29).
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Abbildung 28: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der besuchten
richtigen Lécher (Correct Hole Visits) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller mannlichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 29: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der besuchten
richtigen Locher (Correct Hole Visits) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller weiblichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Rearings

Tabelle 22: Anzahl des Aufrichtens auf die Hinterbeine aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 9,8 +£8,7 53+5,6 18+11 1,2+0,7
6 Monate/mannlich/C 11,2 + 12,3 3,1+31 2,8+3,0 22+20
6 Monate/weiblich/WT 10,8 + 3,8 8,7+4,3 58+29 31+19
6 Monate/weiblich/C 6,3+1,8 24+13 33+22 29+1,2
8 Monate/mannlich/WT 8,1+41 3,3+1,3 24 +0,6 23+1,0
8 Monate/mannlich/C 70+49 23+20 21+21 19+14
8 Monate/weiblich/WT 149 + 11,2 10,2 £ 4,1 6,2+2,0 43+1,7
8 Monate/weiblich/C 13,3+ 4,0 57+40 54+2,7 1,0+£1,0
10 Monate/mannlich/WT 94 + 3,2 6,5+27 48 + 27 2,6 +£1,7
10 Monate/mannlich/C 10,2 + 6,7 3,022 48 £6,2 2,6 +38
10 Monate/weiblich/ WT 10,2 + 3,4 56+1,6 38+15 35+1,7
10 Monate/weiblich/C 8,0+ 39 1,0+ 0,8 0,8+0,9 04+0,5
12 Monate/mannlich/ WT 115+31 7,4 + 3,9 52+49 5665
12 Monate/mannlich/C 6,8 + 6,4 25+1,3 1,3+0,8 04+0,5
12 Monate/weiblich/WT 115+65 46 + 3,1 32+19 34+25
12 Monate/weiblich/C 52+41 1,7+1,6 0,6 £0,5 0,6 £0,8
14 Monate/mannlich/WT 11,0+ 45 73+18 48+14 3,8+0,7
14 Monate/mannlich/C 6,9+1,6 42+14 2,0+0,7 14+14
14 Monate/weiblich/WT 12,1+49 44+20 54+ 39 35+28
14 Monate/weiblich/C 39+22 2,6+23 12+19 14+14
16 Monate/mannlich/WT 10,0 £ 3,3 75+34 50+ 3,6 33+26
16 Monate/méannlich/C 49+19 35+15 2,7+13 2,8+27
16 Monate/weiblich/WT 14,0 £ 6,0 53+3,7 47 +35 34+17
16 Monate/weiblich/C 11,2 + 9,3 39+53 24 +35 1,8+ 3,0

Anzahl des Aufrichtens auf die Hinterbeine pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert
und Standardabweichung (MW * SD)

Uber den Untersuchungszeitraum von acht Tagen nimmt die Anzahl des Aufrichtens auf die
Hinterbeine ab (Zeit: p < 0,001). Insgesamt machen die Carrier signifikant weniger oft
Mannchen als die Wildtypen (Genotyp: p < 0,001). Daneben ergibt sich eine signifikante
Interaktion zwischen Alter und Geschlecht, indem die weiblichen Tiere im Alter von 8
Monaten haufiger Mannchen machen als die gleichalten mannlichen Tiere (p < 0,008 (sig.))
(Alter x Geschlecht: p = 0,02) (siehe Tabelle 22; auf eine graphische Darstellung wird aus
Grinden der Ubersichtlichkeit verzichtet).
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3.3.3.3 Motorische Parameter

Die Anzahl der Linieniiberschreitungen im mHBT (sog. ,,Line Crossings®) spiegelt die
allgemeine Bewegungsaktivitdt wieder, wahrend die zum Fressen einer Futterbelohnung
bendtigte Zeit (sog. ,,Time Food Intake*) der Beurteilung der Feinmotorik dient. In
tabellarischer Form sind die errechneten Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (x

SD) angegeben. Die Abbildungen zeigen graphische Darstellungen der Mittelwerte (MW) und

Standardfehler (x SEM).

Line Crossings

Tabelle 23: Anzahl der Linientberschreitungen aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 18,9+ 9,2 215+ 124 18,6 + 9,8 16,1 + 9,3
6 Monate/mannlich/C 158 +7,3 183+ 104 | 219+ 16,6 198+ 124
6 Monate/weiblich/WT 129+5,0 10,0 + 6,2 12,7+ 14,6 20,9 £ 13,0
6 Monate/weiblich/C 9,2+46 11,3+ 9,1 13,0+9,1 14,6 £ 8,5
8 Monate/mannlich/WT 19,8 £ 21,6 15,1 + 13,5 18,6 + 17,9 18,1 + 15,1
8 Monate/mannlich/C 18,4 £ 6,5 17,3 + 10,1 12,7+ 7,8 150+ 75
8 Monate/weiblich/WT 12,1 £ 6,7 16,5 + 8,7 15,9 + 6,3 21,3 +8,2
8 Monate/weiblich/C 219+91 14,4 + 58 146 +£5,9 13,5+ 8,7
10 Monate/mannlich/WT 11,5+ 3,3 120+ 4,1 13,3+6,5 17,2 £ 10,1
10 Monate/méannlich/C 21,1 + 13,3 258 +132 | 224+11,1 16,7 £ 15,1
10 Monate/weiblich/ WT 150+ 124 148 + 11,4 17,4 + 10,7 17,8 £ 16,0
10 Monate/weiblich/C 17,8 £ 6,5 18,3 + 11,3 12,4 + 6,0 12,0+ 6,4
12 Monate/mannlich/WT 129+ 4,0 17,1+ 45 17,4 £ 5,3 17,4 + 6,2
12 Monate/mannlich/C 278+ 4,6 235+ 94 16,6 £ 5,7 12,7+ 4,4
12 Monate/weiblich/ WT 9,0+23 79 + 3,0 9,6 +4,2 8,8+31
12 Monate/weiblich/C 24,2 + 20,7 254 + 18,7 | 22,6 +19,8 30,7 + 17,2
14 Monate/mannlich/WT 15,1 + 2,7 176 +75 18,4 + 9,6 17,8 +94
14 Monate/mannlich/C 195+ 6,4 178 + 6,4 155+7,0 126 +4,9
14 Monate/weiblich/ WT 19,8 + 15,8 245+ 186 | 283+229 28,0 £ 17,7
14 Monate/weiblich/C 91+24 14,2 + 6,5 13,7+75 109+74
16 Monate/mannlich/WT 147 +7,6 16,3 + 8,3 15,7 £ 6,3 13,9 £ 6,3
16 Monate/mannlich/C 138 + 6,4 125+ 54 12,8 + 2,7 12,1 +55
16 Monate/weiblich/WT 14,7 £ 6,8 16,7 + 9,7 18,9 £ 9,7 26,6 + 11,0
16 Monate/weiblich/C 16,1 + 10,4 16,8 + 12,9 17,9 + 15,2 19,2 + 144

Anzahl der Linientberschreitungen pro Durchlauf zu den festgelegten

Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert

und Standardabweichung (MW £ SD)
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Es liegen keine signifikanten Haupteffekte oder Interaktionen vor (siehe Tabelle 23; auf eine

graphische Darstellung wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet).

Time Food Intake

Tabelle 24: Bendétigte Zeit zum Fressen einer Futterbelohnung aller 24 Gruppen im mHBT

Gruppe Tag 1-2 Tag 3-4 Tag 5-6 Tag 7-8
6 Monate/mannlich/WT 45+0,7 36+04 36+1.2 3,2+0,8
6 Monate/mannlich/C 59+17 50+1,3 48+0,9 47+0,9
6 Monate/weiblich/WT 43+15 2,7+05 2,3+0,3 3,0+£0,7
6 Monate/weiblich/C 45+0,8 58+1,0 42 +0,8 42 +0,6
8 Monate/méannlich/WT 42 +172 40+11 42+1.2 3,8+0,9
8 Monate/mannlich/C 72+16 85+1,6 9,0+ 2,3 89+15
8 Monate/weiblich/WT 34+04 3,8+0,5 3,0+£05 3,0+£09
8 Monate/weiblich/C 45+15 3,8+0,6 57+17 57+16
10 Monate/mannlich/WT 3,3+0,6 3,0+£0,3 2,8+0,6 2,7+0,6
10 Monate/mannlich/C 13,0+ 2,7 96+1,7 115+1,8 12,1 + 3,0
10 Monate/weiblich/WT 36+04 34+0,7 36+1,0 3,1+05
10 Monate/weiblich/C 10,3+ 3,1 89+31 9,7+29 13,0 £ 2,2
12 Monate/mannlich/WT 3,2+0,8 3,8+0,6 34+10 3,0+£0,6
12 Monate/mannlich/C 11,8+ 2,7 129+15 149+ 2,0 149+14
12 Monate/weiblich/ WT 3,2+0,6 2,8+0,8 3,0+0,7 2,7+0,5
12 Monate/weiblich/C 13,8 + 4,6 13,5+ 3,2 12,7 + 4,8 120+29
14 Monate/mannlich/WT 2506 25+05 24+04 26+04
14 Monate/mannlich/C 100+ 14 11,8 £ 3,7 13,4 +55 139 +54
14 Monate/weiblich/WT 45+18 29+09 2,6 +0,2 2,6 +0,6
14 Monate/weiblich/C 14,8 + 4,3 13,9+ 39 13,1 +5,6 11,7 £ 3,8
16 Monate/mannlich/WT 3,209 29+0,7 38+11 3,0+£05
16 Monate/mannlich/C 16,1 £ 4,0 17,1 £5,0 16,6 £5,1 17,3+ 4,6
16 Monate/weiblich/WT 29+05 25+0,8 28+1,0 29+0,6
16 Monate/weiblich/C 123+4,1 149 £ 9,5 152 +79 17,7 + 8,8

Bendtigte Zeit zum Fressen einer Futterbelohnung in Sekunden (s) zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller 24 Gruppen (je n = 6) im mHBT, angegeben als Mittelwert
und Standardabweichung (MW * SD)

Generell bendtigen die Carrier signifikant mehr Zeit zum Fressen einer Futterbelohnung als
die Wildtypen (Genotyp: p < 0,001). Dabei ist die Auswirkung des Genotyps auf die
Altersgruppen signifikant (Alter x Genotyp: p < 0,001): Carrier weisen ab einem Alter von 10
Monaten eine langere Fressdauer auf als die gleichalten Wildtypen (jeweils p < 0,008 (sig.)).
Wahrend bei den Wildtypen das Alter keine Rolle spielt (jeweils p > 0,002 (n.s.)), kommt es
bei den Carriern zu einer altersabhéngigen Zunahme der Fressdauer (10 Monate vs. 6 Monate:
p < 0,002 (sig.); 10 Monate vs. 8 Monate: p = 0,007 (n.s.)) (12 Monate vs. 6, 8 Monate: p <
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0,002 (sig.); 12 Monate vs. 10 Monate: p = 0,035 (n.s.)) (14 Monate vs. 6, 8 Monate: p <
0,002 (sig.)) (16 Monate vs. 6, 8, 10 Monate: p < 0,002 (sig.)). Im Alter von 12 bis 16
Monaten verdndert sich die Fressdauer nicht mehr deutlich (jeweils p > 0,002 (n.s.)).
Hinsichtlich des Geschlechts treten keine signifikanten Unterschiede auf (Geschlecht: p >
0,05) (siehe Tabelle 24 und Abbildung 30 und 31).
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Abbildung 30: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der bendtigten Zeit
zum Fressen einer Futterbelohnung (Time Food Intake) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller mannlichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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Abbildung 31: Vergleichende graphische Darstellung (MW + SEM) der bendtigten Zeit
zum Fressen einer Futterbelohnung (Time Food Intake) pro Durchlauf zu den festgelegten
Untersuchungszeitpunkten aller weiblichen Wildtypen (WT) und Carrier (C) im mHBT
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3.3.4 Western-Blot

Durch den Western-Blot wird semiquantitativ das Ausmall der Expression spezifischer
Rezeptoren im Hippokampus der Carrier und Wildtypen bestimmt: peripherer Benzodiazepin-
Rezeptor (PBR), N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor mit NR2B-Untereinheit (NMDAR-NR2B)
und metabotroper Glutamat-Rezeptor 5 (mGIuR5). Die gesuchten Proteine werden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran Ubertragen. Bei der anschlieRenden
Immundetektion wird eine Chemilumineszenz-Reaktion Kkatalysiert. Die U(ber eine
Dichtemessung bestimmte Schwarzungsintensitat der Proteinbanden als MaR fir die
Chemilumineszenz korreliert mit der Rezeptorexpression. In die Analyse geht der Mittelwert
nach jeweils zweimaliger Auswertung der Schwarzungsintensitat ein. Als Bezugspunkt dient
bei jedem Western-Blot die Schwarzungsintensitat der Banden der Wildtypen, die auf den
Wert 1 festgelegt wird. Die Werte der Carrier werden in Relation zu diesem Standard ermittelt

(siehe Tabelle 29).

Tabelle 25: Relative Schwarzungsintensitat der Rezeptoren PBR, NMDAR-NR2B und
mGIuR5 im Hippokampus

Gruppe PBR NMDAR-NR2B mGIuR5

6 Monate/mannlich/C 0,55 + 0,54 0,82 + 0,30 1,09 + 0,05
6 Monate/weiblich/C 1,08 £ 0,91 0,37 +0,1 0,89 + 0,13
8 Monate/mannlich/C 0,90 + 0,22 0,61 +0,16 0,67 +0,19
8 Monate/weiblich/C 0,96 + 0,33 2,19 + 0,68 1,13+ 0,14
10 Monate/méannlich/C 0,84 + 0,31 0,83 + 0,21 1,06 + 0,29
10 Monate/weiblich/C 1,75 £ 0,97 2,11 +1,19 1,39 £ 0,33
12 Monate/mannlich/C 2,72 +0,72 1,32 £ 0,46 0,83 +0,21
12 Monate/weiblich/C 0,58 + 0,35 1,68 + 0,45 1,44 + 0,02
14 Monate/mannlich/C 1,14 + 0,42 0,47 + 0,49 0,99 + 0,08
14 Monate/weiblich/C 0,88 + 0,51 0,46 + 0,23 1,19 £ 0,25
16 Monate/méannlich/C 0,69 + 0,16 0,63 + 0,53 0,66 + 0,17
16 Monate/weiblich/C 1,40 £ 0,55 1,44 + 0,19 1,00 £ 0,10

Relative Schwérzungsintensitat der Rezeptoren PBR, NMDAR-NR2B und mGIuRS5 im
Hippokampus der untersuchten Gruppen (je n = 3) im Western-Blot, angegeben als
Mittelwert und Standardabweichung (MW £ SD) der Carrier (C) in Relation zu den
Wildtypen (WT)

3.3.4.1 PBR-Expression

Die PBR-Expression erweist sich abh&ngig von der Interaktion zwischen Alter und
Geschlecht (Alter x Geschlecht: p = 0,001). Bei den weiblichen Carriern zeigen sich keine
signifikanten altersabhdngigen Unterschiede. Dagegen ist die PBR-Expression bei den
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mannlichen Carriern im Alter von 12 Monaten hoher als bei den mannlichen Carriern der
ubrigen Altersgruppen (12 Monate vs. 6, 8, 10, 16 Monate: p < 0,002 (sig.); 12 Monate vs. 14
Monate: p = 0,002 (n.s.)). Im Alter von 12 Monaten ist die PBR-Expression der ménnlichen
Carrier verglichen mit den gleichalten weiblichen Carriern ebenfalls signifikant héher (p <
0,008 (sig.)) (siehe Tabelle 29 und Abbildung 32).
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Abbildung 32: Vergleichende graphische Darstellung (Median, 25 % und 75 % Perzentile)
der Schwarzungsintensitat des peripheren Benzodiazepin-Rezeptors (PBR) im
Hippokampus der Carrier (C) in Relation zu den Wildtypen (WT) im Western-Blot

3.3.4.2 NMDAR-NR2B-Expression

Die Interaktion zwischen Alter und Geschlecht bt einen signifikanten Effekt auf die
NMDAR-NR2B-Expression aus (Alter x Geschlecht: p = 0,016). Wahrend sich die
méannlichen Carrier der verschiedenen Altersgruppen nicht unterscheiden, zeigen sich bei den
weiblichen Carriern signifikante Differenzen. Die Rezeptorexpression ist bei den weiblichen

Carriern im Alter von 8 und 10 Monaten hoher als im Alter von 6 und 14 Monaten (jeweils p
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< 0,002 (sig.)). Beim Vergleich der 8 und 10 Monate alten weiblichen Carrier mit den
gleichalten ménnlichen Carriern besteht ebenfalls ein signifikanter Unterschied (jeweils p <
0,008 (sig.)) (siehe Tabelle 29 und Abbildung 33).
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Abbildung 33: Vergleichende graphische Darstellung (Median, 25 % und 75 % Perzentile)
der Schwarzungsintensitat des N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptors mit NR2B-Untereinheit
(NMDAR-NR2B) im Hippokampus der Carrier (C) in Relation zu den Wildtypen (WT) im
Western-Blot

3.3.4.3 mGIuR5-Expression

Die mannlichen Carrier weisen in den verschiedenen Altersgruppen keine Unterschiede in der
MGIuR5-Expression auf. Dagegen ist die mGIluR5-Expression bei den weiblichen Carriern im
Alter von 12 Monaten hoher als im Alter von 6 Monaten (12 Mo vs. 6 Mo: p < 0,002 (sig.)).
Im Geschlechtervergleich ist die mGIluR5-Expression bei den weiblichen Carriern im Alter
von 8 und 12 Monaten hoher als bei den gleichalten ménnlichen Carriern (jeweils p < 0,008
(sig.)) (Alter x Geschlecht: p = 0,021) (siehe Tabelle 29 und Abbildung 34).
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Abbildung 34: Vergleichende graphische Darstellung (Median, 25 % und 75 % Perzentile)
der Schwarzungsintensitat des metabotroper Glutamat-Rezeptors 5 (mGIuR5) im
Hippokampus der Carrier (C) in Relation zu den Wildtypen (WT) im Western-Blot
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

411 Tg2576 als Tiermodell

Aufgrund der globalen Verbreitung, der hohen Pravalenz und der gravierenden Bedeutung der
Alzheimer-Krankheit (AK) fur die Betroffenen, ihre Mitmenschen und die gesamte Wirtschaft
haben die Entwicklung und stetige Verbesserung von Tiermodellen der AK einen hohen

Stellenwert eingenommen.

Tiermodelle ermdoglichen die Untersuchung von kognitiven Prozessen,
Verhaltensauspragungen und deren Zusammenspiel. Ziel dabei ist es, Einblick in die der
Krankheit zugrundeliegenden pathogenen Mechanismen zu erlangen und darauf basierend,
erfolgreiche Therapiekonzepte fiur den Menschen zu konzipieren. Allerdings wird die
Entwicklung von Tiermodellen fir Erkrankungen des Menschen limitiert durch den
Wissensstand Uber diese Krankheiten, so dass die Modelle haufig nur spezifische Aspekte
statt eines umfassenden Bildes der Erkrankung wiederzugeben vermdgen (VAN DER
STAAY et al.,, 2009). Wahrend im Rahmen der Erforschung der AK somit anfangs nur
Modelle fiur isolierte Symptome zur Verfigung standen und schlieflich auch die
Uberexpression des humanen Wildtyp-Amyloid-Vorlauferproteins  (Wildtyp-APPs) in
Méusen nicht dem pathologischen Bild beim Menschen entsprach, war die Entdeckung der
ursachlichen genetischen Mutationen der familidren AK ein wichtiger Schritt (ELDER et al.,
2010). So konnten verschiedene transgene Mausmodelle entwickelt werden, die die
menschlichen APP-Mutationen Uberexprimieren. Zwar kann keines dieser Modelle die AK
des Menschen vollstiandig replizieren, doch leisten sie einen entscheidenden Beitrag fir die
Erforschung wichtiger Teilaspekte der AK. So konnten im Tiermodell zahlreiche wertvolle
Kenntnisse tber die Pathophysiologie der AK gewonnen werden, wie zum Beispiel Uber die
maoglicherweise entscheidende Beteiligung 16slicher AB-Oligomere (LESNE et al., 2006;
TOMIC et al., 2009) und die zeitliche Folge kaskadenartig ablaufender pathogener Prozesse
(LEWIS et al., 2001; SCHAEFFER et al., 2011). Zudem ist die Entwicklung und die
praklinische Uberprifung von Therapiekonzepten, wie der aktiven oder passiven AP-
Immunisierung, erst durch die Nutzung transgener Mausmodelle mdglich geworden
(SCHENK et al., 1999; DODART et al., 2002; ELDER et al., 2010).
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Die Untersuchung bestimmter Fragestellungen am Menschen ist aufgrund ethischer
Uberlegungen nicht moglich oder stark eingeschrankt. Hinzu kommt, dass klinische Studien
schwer standardisierbar, sehr zeitaufwendig und nicht zuletzt kostenintensiv sind (GAMES et
al., 2006). Mause hingegen kdnnen kontrolliert geziichtet und einheitlich gehalten werden. Sie
weisen eine hohe Reproduktionsrate auf und sind aufgrund ihrer GroRe vergleichsweise
einfach und kostengunstig unterzubringen. Mausmodelle sind daher gut geeignet, um
Hypothesen erstmals in vivo zu testen und einen ersten Eindruck uber die potentielle Effizienz

therapeutischer Strategien zu gewinnen — zumindest im Rahmen des jeweiligen Modells.

Eine Ubertragung gewonnener Erkenntnisse vom Nagetier auf den Menschen muss dabei
allerdings kritisch hinterfragt werden. Zwar erscheint die Extrapolation kognitiver VVorgénge
auf den Menschen durch die Verwendung geeigneter Testparadigmen durchaus moglich
(D'MELLO und STECKLER, 1996), doch fiihren speziesspezifische anatomische und
physiologische Eigenheiten zu zahlreichen Limitationen in der Beurteilung pathologischer
und therapeutischer Ergebnisse (KOKJOHN und ROHER, 2009). So sollten Mausmodelle,
die spezifische Mutationen tragen, die nach heutigem Wissensstand beim Menschen fiir das
umfassende Krankheitsbild der AK verantwortlich sein kénnen, lediglich als Modelle fir
Amyloidopathie und kognitive Defizite erachtet werden (HIGGINS und JACOBSEN, 2003).
Neuronenverluste vergleichbaren Ausmales wie beim Menschen kdnnen ndmlich genauso
wenig festgestellt werden wie die fir die AK charakteristischen neurofibrillaren Biindel
(NFTs). Als Griinde dafiir werden unter anderem die kiirzere Lebensspanne der Méuse und
speziesspezifische Unterschiede im Genexpressionsmuster, in der Sensitivitat fir die Ap-
Toxizitadt und in den Eigenschaften des Tau-Proteins vermutet (KOKJOHN und ROHER,
2009; ELDER et al., 2010). Durch die Kombination mehrerer familidrer Alzheimer-
Mutationen und Mutationen des Tau-Proteins wie bei der frontotemporalen Demenz des
Menschen konnten Modelle wie das dreifach transgene Mausmodell von ODDO et al. (2003)
kreiert werden, die ein breiteres Spektrum der fur die AK typischen Pathologie aufweisen als
einfach transgene Modelle. Dieses dreifach transgene Mausmodell entwickelt nicht nur Ap-
Plaques und Langzeitpotenzierungs(LTP)-Defizite, sondern auch Lasionen ahnlich den NFTs
(ODDO et al., 2003). Dabei muss jedoch angezweifelt werden, ob mehrfach transgene Tiere
noch als Modelle fur die AK anzusehen sind, reprasentieren sie doch eine Kombination
unterschiedlicher Erkrankungen des Menschen, die natirlicherweise fiir gewohnlich nicht
gemeinsam auftreten (ELDER et al., 2010).

Fur die vorliegende Studie fallt daher die Entscheidung fir das transgene Tg2576-

Mausmaodell, das ein Gen fir APP mit der schwedische Doppelmutation als Ausléser einer
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familidren Form der AK des Menschen tberexprimiert (HSIAO et al., 1996). Hierbei handelt
es sich um ein vielversprechendes Tiermodell, das sich durch zahlreiche pathologische
Verénderungen sowie durch altersabhangige kognitive Defizite und
Verhaltensbeeintrachtigungen auszeichnet, die in vielerlei Hinsicht denen des Menschen
ahneln (APELT und SCHLIEBS, 2001; KAWARABAYASHI et al., 2001; OGNIBENE et
al., 2005; MIDDEI et al., 2006; MUSTAFIZ et al., 2011).

Zwar ist dieses Modell das meist beschriebene Mausmodell in der Erforschung der AK, doch
existiert bisher keine geschlechtsbezogene Charakterisierung (GAMES et al., 2006;
STEWART et al., 2011). Verschiedene Studien weisen lediglich auf einzelne Aspekte hin, die
je nach Geschlecht unterschiedlich ausgepragt scheinen (KING et al., 1999; CALLAHAN et
al., 2001; MAYNARD et al., 2006; ALEXANDER et al., 2011). So ist z. B. die Menge an
Plaques im Gehirn weiblicher Tg2576-Carrier ab einem Alter von 15 Monaten signifikant
groler als bei mannlichen Carriern (CALLAHAN et al., 2001). Zudem berichten KING et al.
(1999) von geschlechtsabhéngigen kognitiven Defiziten des Tg2576-Modells im Vergleich
von drei und neun Monate alten Tieren. Aggressives Verhalten, wie es gehdauft bei Mannern
im Zusammenhang mit der AK beschrieben wird, kann auch verstarkt bei den ménnlichen
Tg2576-Carriern im Alter von sieben Monaten im Vergleich zu den Wildtypen gezeigt
werden (ALEXANDER et al., 2011). Somit scheint es fur eine aussagekraftige, umfassende
Charakterisierung des Phanotyps des Tg2576-Modells erforderlich, beide Geschlechter

getrennt zu erfassen.

Die Entscheidung, in dieser Studie sowohl ménnliche als auch weibliche Tiere verschiedener
Altersstufen gleichermalRen einer komplexen Untersuchung der Kognition, des Verhaltens
sowie Laboranalysen zu unterziehen, ermdglicht einen umfassenden Vergleich der
Geschlechter. Einerseits ist dies generell erforderlich, um die Validitat eines Modells zu
erhdhen (VAN DER STAAY et al., 2009), andererseits stellt es einen vorlaufigen Ansatz dar,
um die umstrittenen Geschlechterunterschiede bei der Auspragung der AK im Modell zu
betrachten. Die Interpretation der Ergebnisse wird allerdings durch die speziesspezifische
Physiologie limitiert. So tritt die Menopause mit ihren hormonellen Veranderungen nur bei
Frauen, nicht aber bei weiblichen Mdusen auf. M&use weisen im Alter geringer ausgepragte
Hormonschwankungen durch UnregelméaRigkeiten und Verldngerungen des Zyklus auf. Ein
Zyklusstillstand schlieBlich tritt bei dem Mausstamm C57BL/6J, der auch am gemischten
genetischen Hintergrund des Tg2576-Modells beteiligt ist, mit starken individuellen
Unterschieden zwischen 11 und 16 Monaten auf (FELICIO et al., 1984). Uber die reinen
Hormonspiegel hinaus (VEST und PIKE, 2012) gibt es allerdings weitere Uberlegungen zu
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den Hintergriinden der geschlechtsbezogenen Aspekte der AK. Dazu gehort u. a. eine hohere
kognitive Reserve bei Mannern (PERNECZKY et al., 2007) oder, wie im Mausmodell
beobachtet werden konnte, eine geschlechtsabhingige Anderung der B-Sekretase (BACE)-
Aktivitat und der Metall-lonen-Homd@ostase, die im Verdacht steht, die Akkumulation von
AB-Peptiden beeinflussen zu konnen (SCHAFER et al., 2007).

Eine Charakterisierung beider Geschlechter erscheint notwendig, um die geschlechtsbezogene
Unterschiede der AK besser verstehen zu kénnen und damit eine zusétzliche Grundlage fiir

die Entwicklung und Prifung spezifischer Therapiekonzepte zu schaffen.

4.1.2 Modifizierter Hole-Board-Test

Fur die Ergebnisse der Phénotypisierung des Verhaltens von Mé&usen ist nicht nur die Wahl
des Mausmodells essentiell, sondern insbesondere auch die Entscheidung flr ein geeignetes
Testparadigma (OHL und KECK, 2003). In Anbetracht der Tatsache, dass die klinischen
Symptome der AK des Menschen unter anderem auf einer Beeintrachtigung des
Hippokampus beruhen, ist es offensichtlich, dass ein Verhaltenstest gewéhlt werden sollte,

der u. a. eine Hippokampus-Schéadigung zu représentieren vermag.

Als Goldstandard zur Untersuchung von Mausmodellen der AK gilt der Morris-Water-Maze-
Test (MWM) (TANILA, 2012), der auf raumlichem Lernen basiert und somit geeignet ist, die
Integritdt des Hippokampus zu Uberprifen (EICHENBAUM et al., 1990). Obgleich der
MWM schon bei der Erstbeschreibung des Mausmodells Tg2576 zum Einsatz kam (HSIAO
et al., 1996) und das am haufigsten genutzte Testparadigma zur Untersuchung kognitiver
Defizite dieses Modells ist, so wirft er doch angesichts zahlreicher Nachteile die Frage auf, ob
er wirklich der am besten geeignete Test fur die Charakterisierung von Mausmodellen der AK
ist (STEWART et al., 2011). Der MWM wurde urspringlich fur den Einsatz an Ratten
entwickelt (MORRIS, 1984). Méuse sind als streng terrestrische Tiere aber deutlich weniger
an das Schwimmen adaptiert als Ratten. So kann der Test allein durch motorische Probleme
bei der Fortbewegung und dem Erklimmen der Plattform im Wasser beeinflusst werden. Ein
weiteres Problem ist das groRere Oberflachen-Kdrpervolumen-Verhaltnis und das geringer
ausgebildete Unterhautfettgewebe bei M&usen, was sie durch den wiederholten Aufenthalt im
Wasser anféllig fir eine Hypothermie macht. Die Erh6hung der Wassertemperatur und der
Aufenthalt unter einer Warmelampe zwischen einzelnen Testdurchgédngen wirken einer
Unterkiihlung der Mduse entgegen. Diese Vorgehensweise fuhrt allerdings zu einer zeitlichen
Verzogerung gegenuber klassischen Versuchsprotokollen, so dass die Sensitivitat des MWM
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beziglich der raumlichen Gedéchtnisfunktion vermindert wird (TANILA, 2012). Zudem ist
bei Mdusen ein anderes Suchverhalten als bei Ratten feststellbar, da sie nach einmaliger
erfolgloser Suche der Plattform h&ufig nicht ldnger im vermuteten Bereich kreisend
schwimmen, sondern sich vielmehr zurtick zum Ausgangspunkt bewegen. Dies erschwert die
Interpretation klassischer kognitiver Parameter, die im MWM erhoben werden, wie der
Aufenthaltsdauer im korrekten Quadranten (TANILA, 2012). Dazu kommt, dass die primére
Motivation im MWM negativ ist, ndmlich die Flucht vor der lebensbedrohlichen Situation im
Wasser. Dies ist bei Méausen mit einem besonders hohen Stressniveau verbunden, belegt
durch deren hohen Kortikosteron-Gehalt im Blut nach Durchfihrung dieses Verhaltenstests
(HARRISON et al., 2009). Stress wiederum beeinflusst die kognitiven Ergebnisse (DE
QUERVAIN et al., 2009). Daher sind nach Mdglichkeit Testparadigmen zu bevorzugen, die

auf positiver Motivation beruhen und damit stressarm sind.

Generell sollten Verhaltenstests an die spezifischen Fahigkeiten der jeweiligen Versuchstiere
angepasst sein, um diese adaquat beurteilen zu kénnen (D'MELLO und STECKLER, 1996).
Waéhrend im Vergleich eines Mausmodells mit einem Rattenmodell im MWM die kognitive
Leistungsfahigkeit von Mausen geringer zu sein scheint, sind bei einem Labyrinth im
Trockenen keine Unterschiede feststellbar (WHISHAW und TOMIE, 1996). Die insgesamt
geringe Leistungsfahigkeit von Mdusen beim Verhaltenstest im Wasser mag ein Grund dafur
sein, dass nicht alle Forschungsgruppen im MWM kognitive Defizite bei Mausmodellen der
AK gegenuber gesunden Kontroliméusen feststellen konnten (STEWART et al., 2011).

In Anbetracht der Forderungen nach einem Verhaltenstest, der die physiologischen und
ethologischen Eigenheiten der M&use berticksichtigt, den Tieren einen positiven Anreiz bietet
und mdoglichst sensitiv bei der Feststellung typischer krankheitsspezifischer Defizite ist, fallt
die Wahl im Rahmen dieser Studie auf den modifizierten Hole-Board-Test (MHBT).

Der mHBT bietet den Vorteil eines komplexen Verhaltenstests, der multidimensionale
ethologische ~ Beobachtungen  ermdglicht, was  angesichts  des  vielféltigen
Verhaltensrepertoires von Nagetieren von groRer Bedeutung ist. Bei den Kklassischen
Verhaltenstests flr kognitive Defizite wie dem MWM und T-Labyrinth werden nur wenige,
definierte Parameter untersucht, haufig durch computergestiitzt automatisierte, festgelegte
Messungen. Auf diese Weise konnen unerwartete und subtile Verhaltensanderungen
Ubersehen werden. Dagegen erweist sich der mHBT als sehr sensitive Methode, um auch
dezente Verhaltensauffalligkeiten durch einen trainierten Beobachter erfassen zu konnen
(OHL und KECK, 2003). Um eine Vielzahl unterschiedlicher Parameter in einem Tiermodell
zu untersuchen, wird Ublicherweise auf eine ganze Batterie von Verhaltenstests
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zurlickgegriffen. Wird dafur immer dieselbe Versuchskohorte genutzt, kann dies zu
Interferenzen und einer Beeinflussung nachfolgender Versuchsergebnisse fihren und somit
auch einer Vergleichbarkeit mit anderen Studien im Weg stehen (STEWART et al., 2011)
(OHL und KECK, 2003). Wird fur jeden Test eine eigene Versuchskohorte genutzt, fihrt dies
zu einer hoheren Gesamtzahl an fur die Untersuchung bendtigten Tieren. Dies ist aus
Tierschutzgriinden abzulehnen. Zusétzlich entsteht ein hoherer Zeit- und Kostenaufwand
(OHL et al., 2001). Dies kann durch die Nutzung des mHBTs umgangen werden. Der mHBT
erlaubt es, gleichzeitig eine Vielzahl von Parametern der Kognition und des Verhaltens zu
untersuchen. Somit wird die Forderung von STEWART et al. (2011) erfillt, bei der
Charakterisierung des Tg2576-Modells auch potentiell vorhandene Defizite nicht-kognitiver
Art zu erfassen. Die Erhebung verschiedener Parameter bietet ferner den Vorteil, dass
vorhandene Wechselwirkungen untereinander leichter aufgedeckt werden kénnen. So gehen
Modelle kognitiver Defizite des Ofteren mit nicht-kognitiven Beeintrachtigungen einher, die
ihrerseits die kognitive Leistung beeinflussen konnen. Brauchen Tiere ldnger, um eine
Aufgabe zu bewaltigen, kann dies auf3er an Gedachtnisschwierigkeiten beispielsweise auch an
verstarkter Angst, verringerter Motivation oder an motorischen Problemen liegen
(STEWART etal., 2011).

Im mHBT konnen die Versuchstiere ohne Zwang ihren naturlichen Verhaltensweisen
nachgehen und werden durch attraktive Futterbelohnungen positiv bei der Nahrungssuche
motiviert. Wahrend zahlreiche Verhaltenstests auf vorherigen Futter- oder Wasserentzug als
Verstarkung der Motivation zurlckgreifen, sind diese Stressfaktoren beim mHBT nicht
notwendig. Da Nagetiere in neuer Umgebung allerdings nur zdgerlich unbekanntes Futter
aufnehmen, wird sichergestellt, dass die Tiere bereits Tage zuvor an die Mandeln als
Futterbelohnung im mHBT gewdhnt werden (OHL, 2003). Dadurch dass der Verhaltenstest in
demselben Raum stattfindet, in dem die Tiere auch gehalten werden, entfallen zusétzliche
Belastungen wie Transport der Tiere oder Anderung klimatischer Einfliisse. AuRerdem wird
eine storungsfreie, konstante Testsituation erzeugt, indem die Mause stets von derselben
Person betreut und untersucht werden. Zudem wird auf eine gerauscharme Tastatur fur die
Dateneingabe wahrend des mHBTSs zuriickgegriffen. Durch diese MalRnahmen wird versucht,
das Stressniveau flr die Tiere niedrig zu halten, um die kognitiven Parameter mdglichst

wenig zu verfélschen.

Von Vorteil ist weiterhin, dass in der eigenen Arbeitsgruppe bereits auf jahrelange Erfahrung

in der Durchfiihrung des mHBTs zurtickblickt werden kann. So konnten beispielsweise
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GORDAN et al. (2012) die Sensitivitdit des mHBTs im Vergleich zum MWM in einem
zerebralen Ischdmie-Modell bei Ratten bestatigen.

Zusammenfassend stellt der mHBT also eine sinnvolle Alternative zu den Ublichen
Verhaltenstests dar, die im Rahmen phénotypischer Charakterisierungen von Mausmodellen

Anwendung finden.

4.1.3 \Western-Blot-Verfahren

Wie von STEWART et al. (2011) betont, sollte eine sensitive Phanotypisierung eines
Mausmodells idealerweise Uber reine Verhaltenstests hinausgehen. Im Zuge dessen werden
die Méuse dieser Studie am Tag nach Beendigung des mHBTs getdtet und die Gehirne
entnommen, um laboranalytische Untersuchungen durchzufthren. Hierflr wird das Western-
Blot-Verfahren als relativ einfache Methode zur Proteinanalyse genutzt, das sich seit seiner
Beschreibung in der biochemischen und medizinischen Forschung und Diagnostik als
allgegenwartiges, vielseitiges und spezifisches Werkzeug etablieren konnte (TOWBIN et al.,
1979; BURNETTE, 1981; KURIEN und SCOFIELD, 2003).

Die Proteinexpressionsuntersuchung dieser Studie setzt sich aus mehreren gekoppelten
Schritten  zusammen, der Zelllyse, der Proteinkonzentrationsbestimmung, der
gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine, dem eigentlichen Western-Blot, bei dem die
Proteine auf eine Tragermembran Ubertragen werden, und der Immundetektion dieser
Proteine. Aufgrund des umfangreichen Protokolls einer Einzelanalyse mit einer zweitdgigen
Dauer obliegt die exakte Durchfiihrung immer derselben geschulten Person zur Vermeidung

potentieller Fehlerquellen in den einzelnen Schritten.

Das AufschlieBen der Zellen wird durch manuelle Zerkleinerung des Probengewebes sowie
Mazeration in wassrigem Lyse-Puffer sichergestellt. Um die Verdauung der Proteine durch
freigesetzte zellulére Proteasen zu verhindern, werden Inhibitoren zugegeben, ausschlieBlich
vorgekihlte Reagenzien verwendet und es wird stdndig Uber Wassereis gearbeitet. Die
gelosten Proteine konnen in einer ebenfalls gekihlten Zentrifuge von den unldslichen
Zellbestandteilen getrennt werden. Es wird eine photometrische Bestimmung der im Zelllysat
vorhandenen Proteinkonzentration vorgenommen, um daraus das fir die Elektrophorese zu
verwendende Probenvolumen ermitteln zu kénnen. Die einheitlich festgelegte Proteinmenge
von 25 ug pro Geltasche stellt die Vergleichbarkeit der verschiedenen Gehirnproben
untereinander sicher und verhindert gleichzeitig einen zu geringen Probenauftrag, der unter

die Nachweisgrenze des Verfahrens fallen konnte.
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Zur Auftrennung der Proteine wird die Gelelektrophorese nach LAEMMLI (1970) genutzt,
die gegenuber anderen elektrophoretischen Verfahren einige Vorteile bietet. Durch Erhitzung
der Proben und Zugabe von Reduktionsmittel und dem Detergens Sodiumdodecylsulfat (SDS)
werden Quartdr- und Tertidrstrukturen der Proteine gelést und Ladungsunterschiede
aufgehoben. Alle Proteine liegen als negativ geladene, gestreckte Polypeptidketten vor, deren
Auftrennung im elektrischen Feld somit nur mehr vom Molekulargewicht abhdngt. Im
Gegensatz dazu konnen bei einer nativen, nicht-denaturierenden Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) verschmierte Banden auftreten, wenn vorhandene Oligomere bei
der Wanderung dissoziieren. Das angewandte Verfahren nach LAEMMLI (1970) beruht
zusétzlich auf der Diskontinuitat der Gelstruktur. Die Proben bewegen sich zunédchst durch
das grobporige Sammelgel, in dem aus dem Laufpuffer eindringende Glyzinionen wegen des
neutralen pH-Werts als Zwitterionen vorliegen. Die negativ geladenen Proben ordnen sich
zwischen den langsam wandernden Glyzinionen und den schneller wandernden Chloridionen
an. Durch den entstehenden Spannungsgradienten schlielen sie zu den Leitionen auf und
sammeln sich dort an. Durch dieses sog. ,.diskontinuierliche Verfahren wird eine hohe
Trennscharfe erreicht. Erst im Trenngel bewegen sich die Proteine mit einer von ihrer GréRe
abhangigen Geschwindigkeit Richtung Anode. Dieser Siebeffekt wird selektiv genutzt, indem
der Vernetzungsgrad der Gelmatrix an die MolekiilgroRe des gesuchten Proteins angepasst
wird. Ein Gel mit hohem Polyacrylamidanteil ist engmaschiger und somit flr die Auftrennung
Kleinerer Proteine geeignet. Es ist auf darauf zu achten, die Gele luftblasenfrei zu gielen, um

eine gleichmaRige Wanderung der Proben zu gewéhrleisten.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgt das eigentliche ,,Blotting*. Hierbei werden
die Proteine aus dem Gel auf eine Membran ubertragen. Die Membran ist leicht zu handhaben
und fir weitere biochemische Methoden zugénglich. Die Proteine werden durch chemische
Wechselwirkungen an die Tréagermatrix gebunden und immobilisiert, wobei das urspringlich
im Gel erhaltene Trennmuster nach der Ubertragung auf die Membran erhalten bleibt. Im
Gegensatz zum Gel laufen somit bei der Membran Reaktionen und Waschvorgénge
unbehindert von stérenden Diffusionsvorgéngen zugig ab (TOWBIN et al., 1979). Wichtig ist
ein rascher und mdoglichst vollstandiger Proteintransfer (KURIEN und SCOFIELD, 2003).
Auch hier gilt, die Schichtung aus Gel, Membran und Filterpapieren luftblasen- und faltenfrei
anzulegen, um Artefakte und falsche Ergebnisse zu vermeiden. Nitrozellulose als Membran
ist ein gut geeignetes Trégermaterial, das sich durch eine relativ hohe
Proteinbindungskapazitat auszeichnet. Als Ubertragungsart wird das sog. ,,Nassblotting

gewadhlt. Dabei wird zwar im Vergleich zum halbtrockenen Verfahren eine gréfiere Menge an
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Puffer verbraucht, daftir beugt die Kuhlung des Gesamtsystems aber einer zu starken
Erwdrmung des Gels wahrend der elektrophoretischen Ubertragung vor. So lasst sich ein
maogliches Verwischen der Banden verhindern. Zur optischen Kontrolle einer gelungenen
Auftrennung und eines gelungenen Transfers dient der farbige MolekilgroRenstandard, der
bereits bei der elektrophoretischen Auftrennung mitlauft und spater, nach Entwicklung des

Blots, der Identifikation der Bande des gesuchten Proteins dient.

Um ein moglichst spezifisches Ergebnis zu erreichen, werden die unbesetzten Bindungsstellen
der Membran mit fettarmer Milchpulverlosung gesattigt. Zusétzlich wird bei der
Proteindetektion darauf geachtet, Giberschiissige Antikérper durch Waschschritte sorgféltig zu
entfernen. Die Immundetektion erfolgt zur Signalverstarkung durch das indirekte Verfahren
uber einen primadren Antikorper, der das Zielprotein auf der Membran erkennt, und einen
sekundaren, enzymgekoppelten Antikérper. Die hierbei genutzte Chemilumineszenz-
Detektion ist eine leicht standardisierbare, sensitive, selektive und einfache Methode zur
Visualisierung der Antikorperbindung (KURIEN und SCOFIELD, 2003). Wichtig ist, die
Inkubationszeiten laut Protokoll einzuhalten und auf eine vollstdndige Durchfeuchtung der

Membran mit den jeweiligen Reagenzien auf dem Schdittler zu achten.

Bei routinierter Durchfihrung und Vermeidung von Fehlerquellen stellt das Western-Blot-
Verfahren eine elementare, hoch spezifische Methode zur Identifikation und zum
semiquantitativen Vergleich von Proteinen in unterschiedlichen Zelllysatproben dar, zu der es

bislang keine vergleichbare Alternative gibt.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

421 Mortalitat

In der vorliegenden Studie ergibt sich im Rahmen der Zucht des Tg2576-Mausmodells ein
Verhaltnis der geborenen Wildtypen zu den geborenen Carriern entsprechend der
Mendelschen Regeln von etwa 1:1. Somit liegt keine unterschiedliche pranatale Mortalitat
zwischen den Genotypen vor. Dagegen ist die postnatale Mortalitit des Tg2576-Mausmodells
bei den Tragern des Transgens signifikant héher als bei den Wildtypen, was auf dem
verstarkten Verlust von Carriern in den ersten 12 Lebensmonaten beruht. Dieser
altersabhéngige Effekt deckt sich mit den Sterberaten von Tg2576-Carriern in den Studien
von KING und ARENDASH (2002) und KING et al. (1999). Verfrihtes, plétzliches
Versterben ist allgemein ein hdufig beschriebenes Phanomen des Tg2576-Modells sowie
anderer transgener Mausmodelle der Alzheimer-Krankheit (AK). Ubereinstimmend mit der
vorliegenden Studie wurde auch in einem Mausmodell der AK von MANSO et al. (2012)
beobachtet, dass die Mortalitdt bei den mannlichen Carriern hoher ist als bei den weiblichen
Carriern. Dieses Mausmodell beruht ebenfalls auf dem Tg2576-Modell, weist aber durch eine
zusétzliche Kreuzung einen modifizierten genetischen Hintergrund auf. Die Ursache der
geschlechtsspezifischen Auspragung der Mortalitat ist nicht bekannt. Eine Uberlegung dazu
betrifft die neuroprotektive Wirkung des Hormons Ostrogen bei weiblichen Tieren (VEST
und PIKE, 2012) in der kritischen Phase des Uberlebens in den ersten 12 Lebensmonaten.
Aber auch die Mechanismen, die generell der hohen Sterblichkeit der transgenen
Mausmodelle der AK zugrunde liegen, sind nicht genau erforscht. Ein moglicher Grund kann
in universellen Mechanismen, wie einer chromosomalen Instabilitdt nach dem Einbringen
humaner Gene in das murine Genom (KING und ARENDASH, 2002), vermutet werden.
Einen besonderen Einfluss scheint daneben der genetische Hintergrund des Tiermodells zu
haben. So konnte ein Mausmodell aufgrund der exzessiven Todesrate nicht auf dem
genetischen Hintergrund des Inzuchtstammes FVB/N etabliert werden, obwohl dasselbe
genetische Konstrukt wie beim Tg2576-Modell verwendet wurde (HSIAO et al., 1995;
HSIAO et al., 1996). Zudem liegt der Verdacht nahe, dass die aus der Uberexpression des
menschlichen ~ Amyloid-Vorléuferproteins  (APP)  resultierenden  AP-Peptide  die
Uberlebensfahigkeit der Mause beeintrachtigen. Wahrend die plétzlichen Todesfalle schon zu
Zeitpunkten auftreten, in denen noch keine Plaques im Gehirn der Tg2576-Mé&use
nachweisbar sind (CALLAHAN et al., 2001; KAWARABAYASHI et al., 2001), kénnten

bereits l0sliche Ap-Peptide toxische Wirkungen entfalten. Dabei spielt vermutlich die
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Entstehung schadigend wirkender reaktiver Sauerstoffspezies eine wichtige Rolle. Dies wird
durch Studien unterstutzt, in denen die antioxidativ wirkende Superoxid-Dismutase die
Mortalitat transgener Mausmodelle der AK verringert. Die Superoxid-Dismutase schutzt
dabei besonders Endothelien und damit die zerebrale Mikrozirkulation vor Schadigung
(CARLSON et al., 1997; IADECOLA et al., 1999). Des Weiteren schliefen WESTMARK et
al. (2008) aus ihren Studienergebnissen, dass eine hthere Anfallsneigung, wie sie auch bei
menschlichen Alzheimer-Patienten beschrieben ist, zur erhohten Mortalitdt der Tg2576-
Carrier im Vergleich zu den Wildtypen beitragen kann. Die in der vorliegenden Studie
erhdhte Todesrate innerhalb des ersten Monats nach dem Transport in die neue Umgebung
des Tierhaltungsraums deutet zusatzlich auf eine hohe Stressanfalligkeit der Carrier des
Tg2576-Mausmodells hin.

Ein pathologisches Phanomen, das bei einem Viertel aller mannlichen Carrier im Rahmen
dieser Studie beobachtet werden kann, ist das Auftreten eines Penisprolaps. Dies wurde
bislang, soweit die Literaturrecherche ergab, noch in keiner anderen Studie des Tg2576-
Modells beschrieben. Durch die Beobachtung, dass ein erlittener Penisprolaps die Todesrate
méannlicher Tiere nicht erhoht, lassen sich korperliche Schwéche und beeintréchtigtes
Allgemeinbefinden als Ursachen ausschliel3en, da diese ein vorzeitiges Versterben der Méuse
mutmallich beglnstigt hatten. In einer Studie von SEO et al. (2010) wurden im Tg2576-
Modell erstmals Neurodegeneration, oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion im
Rickenmark sowie eine Demyelinisierung von Nervenfasern nachgewiesen. Diese
pathologischen Merkmale wurden in Zusammenhang mit den beobachteten Defiziten im
Bewegungsverhalten gebracht. Eine generalisierte periphere Neurodegeneration konnte tber
die Beeintrachtigung der parasympathischen Neuronen des Ganglion pelvicum die
Innervation des Penis storen und so einen Prolaps bedingen. Eine zusatzliche
neurophysiologische Herangehensweise und histologische Aufarbeitung dieses Phdnomens

sollte in Folgestudien erfolgen.

4.2.2 Physiologische Parameter

Uber die Dauer des modifizierten Hole-Board-Tests ist bei samtlichen Tieren eine
Gewichtsreduktion bei weiterhin ungestdrtem Allgemeinbefinden zu verzeichnen. Dies wird
vermutlich bedingt durch den erhohten Kalorienverbrauch aufgrund des groReren

Bewegungsfreiraums in der Versuchsarena.
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Ubereinstimmend mit der vorliegenden Studie wiesen auch bei MANSO et al. (2012) die
Méuse, die die schwedische Doppelmutation der familidren AK exprimieren, ein geringeres
Korpergewicht als die Wildtypen auf. Dabei handelt es sich um ein h&ufig beschriebenes
Phédnomen transgener Mausmodelle der AK. Wie an einer Studie mit C57BL/6-Mausen
aufgezeigt, scheint allerdings die alleinige Durchfiihrung gentechnischer Methoden das
Korpergewicht der Tiere nicht zu beeinflussen. Vielmehr erweist sich das Korpergewicht
abhangig von der Funktionalitdt des Genkonstrukts (VAN DER MEER et al., 2001). Daher
lasst sich vermuten, dass die beobachtete Gewichtsreduktion bei Mausmodellen der AK eine
Folge der APP-Uberexpression ist. In einer longitudinalen Studie des APP23-Mausmodells,
das das humane APP751 mit der schwedischen Doppelmutation unter Kontrolle des Thy-1-
Promotors Uberexprimiert, wurde eine erhéhte Futteraufnahme der Carrier im Vergleich zu
den Wildtypen bei gleichzeitigem Gewichtsverlust verzeichnet. Wahrend die Wildtypen und
Carrier im Absatzalter von 4 Wochen noch gleich schwer waren, war bereits mit 4,5 Wochen
ein signifikanter Unterschied feststellbar. Die Autoren schliefen dabei auf das Auftreten eines
hypermetabolen Stoffwechselzustands der Carrier (VLOEBERGHS et al., 2008), wie es
teilweise auch bei Alzheimer-Patienten in klinischen Studien vermutet wird (WANG, P. N. et
al., 2004). Zudem koénnen die im Tg2576-Modell beschriebenen Stérungen von Schlaf und
zirkadianem Rhythmus (WISOR et al., 2005) sowie eine gesteigerte lokomotorische Aktivitat
im Ké&fig bei der Gewichtsentwicklung eine Rolle spielen (OGNIBENE et al., 2005). Im
vorliegenden Studiendesign wird dies nicht naher untersucht. Der genaue Grund fur das

geringere Gewicht von Tg2576-Carriern bleibt weiter abzuklaren.

Insgesamt weisen ménnliche Tiere erwartungsgemaR signifikant hohere Konzentrationen des
méannlichen Geschlechtshormons Testosteron im Serum auf als weibliche Tiere. Entsprechend
sind die Ostradiol-Werte bei den weiblichen Tieren insgesamt hoher als bei den mannlichen
Tieren. Eine detaillierte altersabhéngige Auswertung dieser Daten ist nicht moglich, da
zahlreiche Werte unterhalb der Nachweisgrenze des zur Hormonbestimmung durchgefihrten
Elektrochemilumineszenz-Immunoassays liegen und so nicht eingehend verglichen werden
koénnen. Eine weitere Einschrankung stellt die Verwendung zyklischer M&use dar. Der Zyklus
einer weiblichen Maus dauert im Durchschnitt 4 bis 5 Tage (FELICIO et al., 1984). Die Tiere
gehen ohne Kontrolle ihres Zyklusstadiums in den Verhaltenstest ein. Dies hat Schwankungen
der Ostradiolwerte im Serum zwischen den gleichalten Tieren bei Versuchsende zur Folge.
Eine genaue Untersuchung auf altersabhingige Anderungen des Hormonspiegels, zum

Beispiel eine beginnende Azyklizitat im Alter von 11 bis 16 Monaten wie von FELICIO et al.
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(1984) an C57BL/6J-Mdusen beobachtet, ist daher nicht moglich. Da in der vorliegenden
Studie geschlechtsspezifische Unterschiede bei der Kognition und dem Verhalten der
Tg2576-Méuse festgestellt werden, erscheint es sinnvoll, in zukunftigen Studien das jeweilige
Zyklusstadium der Tiere durch adspektorische und zellzytologische Untersuchungen zu
erfassen (BYERS et al., 2012). Durch die Verwendung von Tieren im gleichen Zyklusstadium
konnten weiterfiihrende Erkenntnisse Uber den spezifischen Hormoneinfluss gewonnen

werden.

Eine mdgliche Limitation der vorliegenden Studie ist die Verwendung von vier Carriern im
Verhaltenstest, die homozygote Tréger eines Gendefekts fir Retinadegeneration sind. Der
genetische Hintergrundstamm SJL ist bekannt fir die rezessive Vererbung der rd1-Mutation
des Gens fiir die p-Untereinheit der St&bchen-Phosphodiesterase 6 (Pde6brdl). Pde6brdl-
Homozygotie flhrt zu Degeneration der Stdbchen in der Retina, so dass bei den betroffenen
Tieren ab einem Alter von sieben Wochen starke Sehstérungen angenommen werden. Als
dammerungs- und nachtaktive Tiere haben Mé&use jedoch einen hoch entwickelten Gehor-,
Geruchs- und Tastsinn. So kodnnen sie beispielsweise allein Uber ihre Tasthaare Objekte
spezifisch wiedererkennen (YASSINE et al., 2013).

Eine aktuelle Studie zeigt, dass Pde6b™-homozygote Mause nicht in der Lage sind, den
Morris-Water-Maze-Test (MWM) zu erlernen. Im Gegensatz dazu stehen jedoch die
Ergebnisse im sog. ,,Barnes-Maze-Test“, die sich als génzlich unabhangig vom Pde6b™!-
Status der Tg2576-Carrier und Wildtypen erweisen. Hierbei handelt es sich um einen
rdumlich-kognitiven Verhaltenstest, bei dem die Mause aus einer Vielzahl kreisférmig
angeordneter Locher die Position des Fluchtlochs zu ihrem K&fig erlernen sollen. Dabei zeigt
sich, dass weder die kognitive Leistungsfahigkeit noch die Wahl der Suchstrategie durch das
Sehvermdgen der Tiere beeinflusst wird (YASSINE et al., 2013). Tatsachlich feuern
nachweislich die Ortszellen im Hippokampus von blinden Nagern ebenso wie von
Nichtblinden (SAVE et al., 1998). Die Erstellung einer kognitiven Landkarte zur raumlichen
Orientierung scheint also nicht zwingend auf visuellen Reizen zu basieren, sondern vielmehr
ein Ergebnis der Gesamtheit aller wahrgenommenen sensorischen Reize zu sein. Wéhrend die
gewonnenen propriozeptiven Informationen beim Schwimmen fur blinde Mé&use im MWM
nicht ausreichen, um zu einer allozentrischen Représentation der Umwelt zu fuhren, handelt
es sich beim Barnes-Maze-Test um ein Labyrinth auf festem Boden. Dadurch kdénnen die

Maéuse rascher navigieren und sich anhand der verschiedenen sensorischen Reize im Raum
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und an den Lochern in der Versuchsarena erfolgreich raumlich orientieren (YASSINE et al.,
2013).

Wie auch in der Studie von YASSINE et al. (2013) stehen den Tieren der vorliegenden Studie
vielféltige sensorische Reize zur allgemeinen Orientierung zur Verfigung. Da die Versuche
immer an derselben Position im Haltungsraum der Tiere durchgefihrt werden, sind stets
gleichbleibende auditive und olfaktorische Sinneseindriicke gegeben. So kénnen immer auf
derselben Raumseite die restlichen untergebrachten Mause, auf der anderen Seite der
Computer und der vor dem modifizierten Hole-Board-Test (mHBT) stehende Untersucher
wahrgenommen werden. Des Weiteren sind im mHBT die drei Zylinder, die mit
Futterbelohnungen bestuickt werden, durch weil3e Klebstreifen markiert. Diese Markierung ist
fur die Méuse vielfaltig sensorisch wahrnehmbar und soll mit der Belohnung assoziiert
werden. Neben der visuellen Markierung durch die weil’e Farbe auf dem grauen Zylinder ist
eine olfaktorische Markierung durch den Klebstoff sowie eine taktile Markierung durch die
Kante des Bandes gegeben. Da die prinzipielle Versuchsdurchfuhrung des Barnes-Maze-Tests
der des mHBTs ahnelt, wird zusammenfassend angenommen, dass der Pde6b™-Status der

Méuse keinen entscheidenden Einfluss auf die Versuchsergebnisse nimmt.

4.2.3 Kognition

Das Hauptaugenmerk dieser Studie liegt in der geschlechtsabhéngigen Charakterisierung des
Tg2576-Mausmodells im Alter von 6 bis 16 Monaten beziiglich Kognition, Verhalten und
motorischen Parametern im modifizierten Hole-Board-Test (mHBT). Das Prinzip des mHBTS
besteht darin, dass die Méuse lernen, markierte Zylinder mit Futterbelohnungen zu assoziieren
und sich die rdumliche Anordnung derselben Uber die Durchléufe pro Tag zu merken. Das
dafiir notwendige bewusste Erinnern und Verknipfen von Fakten und Ereignissen ist die
Aufgabe des deklarativen Gedéchtnisses. Bei der Verarbeitung dieser kontextabhangigen,
raumlichen Informationen nimmt der Hippokampus als Teil des limbischen Systems im
medialen Temporallappen eine wichtige Rolle ein (EICHENBAUM et al., 1990; SQUIRE und
ZOLA, 1996; BUCHNER, 2006; BIRBAUMER und SCHMIDT, 2010). Somit ermdglicht der
mMHBT, u. a. Beeintrdchtigungen des Hippokampus zu untersuchen (OHL und FUCHS, 1999;
VAN DER STAAY et al., 2012). Dadurch, dass die Verteilung der markierten Zylinder jeden
Tag variiert, sollen dagegen einfache prozedurale Lernstrategien des nicht-deklarativen
Gedéachtnisses durch motorische Automatisierung verhindert werden (SQUIRE und ZOLA,
1996). Zur Erlangung einer moglichst effizienten Strategie zur Nahrungssuche missen sich

die Tiere innerhalb eines Durchlaufs erinnern, welche der Futterbelohnungen sie bereits
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gefressen haben, um so unnoétige wiederholte Lochbesuche zu vermeiden (VAN DER
STAAY et al., 2012). Die Uberprifung dieser kurzfristigen Informationsspeicherung und
-bearbeitung rdumlicher und zeitlicher Art ermdglicht die Untersuchung des
Arbeitsgedachtnisses mit dem prafrontalen Kortex als sein neuronales Korrelat (OHL und
FUCHS, 1999; BADDELEY, 2003; OHL et al., 2003).

Es zeigt sich, dass samtliche Gruppen im Mittel weniger als die maximale Zeit von flnf
Minuten in der Versuchsarena verbringen, also den mHBT durch das Auffinden aller drei
Futterbelohnungen vorzeitig abschlieBen. Damit Ubereinstimmend wird auch die maximal
maogliche Anzahl ausgelassener Belohnungen von allen Gruppen unterschritten. Nicht nur alle
Wildtypen, sondern auch alle Trager des Transgens sind damit unabhdngig von Alter und
Geschlecht in der Lage, den Verhaltenstest zu absolvieren. Daneben stellt sich bei allen
Gruppen auch ein Lern- und Habituationseffekt ein. Die Tiere lernen, dass auf dem Board
Futter zu finden ist, und verlassen es daher zwischen dem Suchen und Fressen der
Belohnungen weniger oft. Wéhrend also die Anzahl der Board-Besuche im Laufe der acht
Versuchstage abnimmt, steigt die auf dem Board verbrachte Zeit. Dort kommt es zur
Abnahme der Anzahl der besuchten nicht markierten Zylinder. Des Weiteren folgt eine
fortschreitende Verminderung der pro Durchlauf benétigten Zeit. Gemeinsam mit einer
Verringerung der ungerichteten explorativen Téatigkeit, gekennzeichnet durch das Erheben auf
die Hinterbeine, verdeutlichen diese Beobachtungen die Zunahme einer gerichteten
Nahrungssuche auf dem Board im Laufe der Versuchstage. Die Fahigkeit zum Lernen ist also,
wie schon bei der Erstbeschreibung des verwendeten Mausmodells (HSIAO et al., 1996), bei
Wildtypen und Carriern in samtlichen untersuchten Altersstufen weiterhin gegeben.

Bei maénnlichen und weiblichen Wildtypen fallen in dem eingesetzten Testparadigma
gleichermalRen wenige Fehler durch falsch oder wiederholt besuchte Lécher an. Zudem sind
bei den Wildtypen bis zum untersuchten Alter von 16 Monaten keine Defizite der
untersuchten Gedéchtnissysteme durch einen kognitiven Abbau feststellbar. Dagegen kann
bei den Carriern eine altersabhéngige Beeintrachtigung des deklarativen Gedachtnisses und
damit der Hippokampus-Funktion verzeichnet werden. So erweist sich die Anzahl falsch
besuchter Locher ab einem Alter von 8 bis 10 Monaten gegeniber den Wildtypen erhéht und
steigt in den hoheren Altersstufen weiter an. Dieses Ergebnis deckt sich mit zahlreichen
Studien, die ebenfalls Hippokampus- und altersabhangige kognitive Defizite im Tg2576-
Mausmodell beschreiben (HSIAO et al., 1996; CORCORAN et al., 2002; WESTERMAN et
al., 2002; OGNIBENE et al., 2005; CACUCCI et al., 2008). Dabei wird das Einsetzen der
111



Beeintrachtigungen in unterschiedlichem Alter verzeichnet. So berichten HSIAO et al. (1996)
ubereinstimmend mit der vorliegenden Studie von den ersten signifikanten Defiziten bei 9 bis
10 Monate alten Tieren im Morris-Water-Maze-Test (MWM), WESTERMAN et al. (2002)
dagegen schon in einem Alter von 6 Monaten. Dem stehen Studien gegeniber, die im
Tg2576-Modell kaum oder gar keine abnehmende Gedéchtnisleistung der Carrier mit
steigendem Alter verzeichnen kénnen. So stellen KING und ARENDASH (2002) bei ihrer
Charakterisierung des Modells im Alter von 3 bis 19 Monaten in einer aufeinanderfolgenden
Serie von Verhaltenstests keine progressiven kognitiven EinbufRen der Carrier gegeniiber den
Kontrolltieren fest. DEACON et al. (2008) finden nur in einem einzigen kognitiven
Testparadigma einer umfangreichen Testbatterie altersabhéngige Defizite. Daher halten die
Autoren das Tg2576-Mausmodell fur kein zufriedenstellendes, zuverlassiges Modell fir die
Alzheimer-Forschung, insbesondere auch aufgrund des niedrig ausfallenden Leistungsniveaus
der Kontrolltiere. Jedoch berichten dieselben Autoren ein Jahr spater korrigierend, in einer
Folgestudie bei den inzwischen 22 Monate alten Tieren unter Verwendung modifizierter
Versuchsprotokolle doch deutliche kognitive Defizite gefunden zu haben (DEACON et al.,
2009). Mdogliche Ursachen flr diskrepante Ergebnisse zu der vorliegenden Studie und

zwischen verschiedenen Laboren werden am Ende des Kapitels besprochen.

Die in dieser Studie aufgezeigte signifikante Beeintrachtigung der deklarativen
Gedéachtnisleistung von Tg2576-Carriern ldsst vermuten, dass eine Schadigung des
Hippokampus vorliegt. Diese kann zu Schwierigkeiten bei der rdumlichen Orientierung sowie
zu Problemen beim Erlernen der Verkniipfung zwischen Zylindermarkierung und Belohnung
fihren. Die Funktionalitdt des Hippokampus soll es ermdglichen, eine Art kognitive
Landkarte der Umwelt anzulegen (O'KEEFE, 1976) und somit eine allozentrische
Reprasentation der Umgebung als Uberblickswissen zu bieten, die das zielgerichtete
Aufsuchen der Standorte markierter Zylinder in den Folgedurchldufen ermdglicht. Die
Wildtypen orientieren sich rdumlich in der Versuchsarena und konnen dadurch markierte
Zylinder direkt ansteuern, sobald sie das Prinzip des mHBTs und die jeweilige Lokalisation
der Belohnungen in den Folgedurchldufen erlernt haben. Dementsprechend schlégt sich dies
in einer geringen Fehler- und Auslassungszahl bei den Zylinderbesuchen nieder. Tg2576-
Carrier scheinen dazu nicht im selben MaR in der Lage zu sein. So kann bei den Carriern im
Sinne einer nicht-rdumlichen Suchstrategie gehauft beobachtet werden, dass sie nach Betreten
des Boards der Reihe nach ohne Zdgern sdmtliche Zylinder nach Futter absuchen, unabhéngig
von Markierung oder Standort. Dieses systematische Durchsuchen der Umgebung unter

gleichformigen Bewegungssequenzen erweist sich als weniger effizient, da durch die
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zahlreichen Lochbesuche unnétige Energie verbraucht wird. Letztlich flihrt diese Strategie
aber ebenfalls Auffinden der Nahrung, also zum Erfolg. Das nicht-selektive Suchen der
Carrier manifestiert sich in der hohen Anzahl falsch, wiederholt und richtig besuchter
Zylinder. In &hnlicher Weise navigieren auch im MWM TgCRND8-Mause, die die Gene
zweier verschiedener familidarer APP-Mutationen exprimieren. Sie schwimmen systematisch
alle moglichen Plattformpositionen kreisformig ab, anstatt sich wie die Kontrolltiere gezielt
an optischen Hinweisen im Raum zu orientieren (JANUS, 2004). In der Anwendung
alternativer, nicht-rdumlicher Suchstrategien begriindet sich also, wieso auch Tiere mit
hippokampaler Beeintrachtigung bestimmte raumliche Verhaltenstests absolvieren kénnen.
Die vermuteten Probleme bei der Organisation einer kognitiven Landkarte werden
unterstrichen durch die altersabhéngig eingeschrankte Fahigkeit von Tg2576-Carriern, zu
erkennen, dass Objekte im Raum verschoben sind (OGNIBENE et al., 2005; MIDDEI et al.,
2006). Daraus resultiert die Neigung, Aufgaben bevorzugt durch prozedurale, motorische
Strategien zu absolvieren. Tatsachlich konnte nur in alten, nicht aber in jungen Tg2576-
Carriern eine verminderte Aktivitdt der Ortszellen im Hippokampus festgestellt werden
(CACUCCI et al., 2008). In ganz é&hnlicher Weise scheint die visuell-raumliche
Orientierungsféahigkeit auch bei Alzheimer-Patienten beeintrachtigt zu sein (MONACELLI et
al., 2003).

Ob die beobachtbaren kognitiven Defizite im Tg2576-Modell auf der Anreicherung von A-
Peptiden und deren Konsequenzen beruhen oder lediglich eine Folge der artifiziellen
Uberproduktion des APPs sind, zeigt die Studie von OHNO et al. (2004) auf. Dabei kann eine
kognitive Verschlechterung bei Tg2576-Mausen verhindert werden, wenn die B-Sekretase 1
(BACE1) zur Umsetzung des APPs ausgeschalten wird. Daher scheint die bloRe APP-

Uberexpression keinen wesentlichen Einfluss zu haben.

Auch das raumliche Arbeitsgedachtnis erweist sich in der vorliegenden Studie nur bei den
Carriern altersabhangig beeintrachtigt. Erste Defizite kdnnen bereits im Alter von 8 Monaten
beobachtet werden und verstarken sich mit 10 Monaten. Im Alter von 12 bis 16 Monaten sind
die Beeintrachtigungen noch deutlicher ausgeprégt als bei den jingeren Tieren. Die
betroffenen Ma&use scheinen sich hdufig nicht mehr erinnern zu konnen, dass sie die
Belohnung aus einem markierten Zylinders im entsprechenden Durchlauf bereits gefressen
haben. Dieser signifikante Anstieg der Wiederholungsfehler l&sst neben rdaumlichen
Orientierungsschwierigkeiten auch auf eine altersabhangige Schadigung des préafrontalen
Kortex schlieBen. Ubereinstimmend weist die schlechte Performance alterer Tg2576-Carrier
im T-Labyrinth mit erzwungener Alternation (CHAPMAN, P. F. et al., 1999) und im Y-
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Labyrinth (OGNIBENE et al., 2005) ebenfalls auf Defizite des rdumlichen
Arbeitsgedéchtnisses und damit des préafrontalen Kortex hin. Eine gestorte Funktion des
prafrontalen Kortex ist auch bei menschlichen Alzheimer-Patienten bekannt. Vielfach kann
bereits in frihen dementiellen Stadien eine damit einhergehende Reduktion der
Aufmerksamkeit, z.B. bei speziellen Kartensortieraufgaben, nachgewiesen werden
(HODGES, J. R., 2006).

Im direkten Vergleich der Geschlechter erweist sich sowohl das deklarative Gedéchtnis als
auch das Arbeitsgedachtnis bei den weiblichen Carriern starker beeintréchtigt als bei den
méannlichen Carriern. Diese Resultate konnten fir die Hypothese sprechen, dass sich die AK
bei gleichem Ausmal pathologischer Verdnderungen bei Frauen klinisch starker auspragt als
bei Mannern (BARNES et al., 2005). Andererseits konnte der Geschlechterdimorphismus im
Mausmodell auch darauf begriindet sein, dass das Gehirn weiblicher Tiere fur pathologische
Manifestationen anfélliger ist, mdglicherweise aufgrund hormoneller Differenzen
(CARROLL et al., 2010). So weisen in einer Studie von CALLAHAN et al. (2001) weibliche
Tg2576-Carrier mit 15 Monaten signifikant mehr AB-Plaques im Gehirn auf als mannliche
Carrier. Eine starkere Beeintrachtigung weiblicher Carrier in bestimmten kognitiven
Verhaltenstests und Altersstufen wird auch von KING et al. (1999) festgestellt, wohingegen
CORCORAN et al. (2002) keine sexuellen Differenzen verzeichnen. Im dreifach transgenen
Mausmodell von ODDO et al. (2003) wiederum erweist sich die Leistung des
Arbeitsgedachtnisses von 12 bis 14 Monate alten weiblichen Carriern signifikant schlechter
als die von ménnlichen Carriern (CARROLL et al., 2010). Ein umfassender Vergleich der
vorliegenden geschlechtsabhdngigen Ergebnisse der Tg2576-Carrier im mHBT mit Angaben
in der Literatur ist allerdings nicht moglich, da Studien zur Charakterisierung des Tg2576-
Modells tberwiegend auf eine Unterscheidung der Geschlechter verzichten (STEWART et
al., 2011).

4.2.4 \Verhalten

Es muss bedacht werden, dass Kognition und Verhalten unmittelbar miteinander verknupft
sind und sich wechselseitig beeinflussen (STEWART et al., 2011). Dies kann begriinden,
warum sich die beobachteten kognitiven Defizite nach erstmaligem Auftreten nicht in allen
folgenden Altersstufen weiter progressiv verschlechtern. So scheinen 12 Monate alte Carrier,
besonders weibliche, schon in gleichem Male bzw. tendenziell sogar starker beeintréchtigt zu
sein als die &lteren Carrier. Die hohe Zahl falsch und wiederholt besuchter Ldcher im Alter

von 12 Monaten wird allerdings dadurch beeinflusst, dass die weiblichen Carrier mit 12
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Monaten eine Phase besonders hoher Aktivitat aufweisen und dadurch insgesamt mehr Lécher
besuchen. In diesem Alter tendieren weibliche Carrier zu einer hoheren lokomotorischen
Aktivitat als die weiblichen Wildtypen. Die 12 Monate alten weiblichen Carrier betreten nicht
nur das Board haufiger im Vergleich zu den anderen Altersstufen, sondern weisen zudem eine

hohe gerichtete explorative Tatigkeit auf, wie das haufige Ansteuern korrekter Lécher zeigt.

Im Allgemeinen kann in dieser Studie im mHBT beobachtet werden, dass sich die Carrier
besonders ab einem Alter von 10 Monaten deutlich langer auf dem Board aufhalten, es
héaufiger betreten und sich kirzere Zeit putzen als die Wildtypen. Natirlicherweise geraten
Nagetiere aber, wenn sie mit einer neuen Umgebung konfrontiert werden, in einen Konflikt
zwischen Vermeidung potentieller Gefahren und ihrem angeborenen Erkundungsdrang (OHL,
2003). Dadurch zeigen sie eine gewisse Erregungs- und Angstsymptomatik wie hdufiges
Putzen und vermehrter Aufenthalt in den peripheren und damit eher geschitzten Bereichen
eines offenen Feldes. Somit schrankt Angst das Verweilen auf dem zentral gelegenen Board
und damit das intensive Erkundungsverhalten im mHBT ein. Diese natirliche
Verhaltensinhibition scheint allerdings bei den Carriern im Alter reduziert zu sein. Ohne
deutlich durch Angst eingeschrankt zu sein, widmen diese Tiere sich ausgiebig der
Futtersuche auf dem Board und schlieBen die Durchldufe trotz zahlreicher falscher
Zylinderbesuche sogar in kirzerer Zeit ab als die Wildtypen. Dieses Ergebnis deckt sich mit
den Studien von OGNIBENE et al. (2005) und LALONDE et al. (2003), bei denen die
Gruppen alterer Tg2576-Carrier ebenfalls ein reduziertes Angstverhalten und eine erhéhte
explorative Aktivitat zeigen, weshalb die Autoren auf disinhibitorische Verhaltenstendenzen
schlielen. Eine Studie von ADRIANI et al. (2006) zeigt, dass Tg2576-Carrier zu erhohter
motorischer Impulsivitdt neigen. Diese Tiere konnten sich gegenlber den Wildtypen
signifikant weniger gedulden, auf zeitlich verzdgerte Futterbelohnungsgaben zu warten.
Enthemmtes, unruhiges und hyperaktives Verhalten wird auch bei einem Teil der
menschlichen Alzheimer-Patienten beobachtet (AALTEN et al., 2007).

Des Weiteren sind in der vorliegenden Studie die Ergebnisse der 6 und 8 Monate alten
weiblichen Tiere auffallig. Verglichen mit den alteren weiblichen Tieren und den méannlichen
Tieren halten sich diese kirzere Zeit auf dem Board auf. Auch betreten die 6 Monate alten
weiblichen Tiere das Board mit groRerer zeitlicher Verzogerung, erstarren haufiger
unbeweglich an Ort und Stelle und lassen deutlich mehr Futterbelohnungen aus.
Dementsprechend bendtigen die weiblichen Tiere insgesamt langer zum Beenden der
Testdurchldufe. Diese Ergebnisse spiegeln ein hohes MaR an Angstlichkeit und ein dadurch

gehemmtes Verhalten wider. In dhnlicher Weise kann in der Studie von CLINTON et al.
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(2007) im dreifach transgenen Mausmodell der AK nur an weiblichen Carriern im Alter von 6
und 9 Monaten ein deutlicher Leistungseinbruch im MWM gezeigt werden. Dies wird durch
eine nachgewiesen uberproportional hohe Kortikosteron-Ausschittung als Stressantwort der
jungen weiblichen Carrier bedingt. Andererseits konnte es sein, dass junge Carrier,
vergleichbar dem Menschen, die ersten Anzeichen ihrer nachlassenden kognitiven
Leistungsféhigkeit spuren und moglicherweise ebenfalls mit verringerter Motivation, mit
Depression und Furcht auf diese Veranderung reagieren (MAIER et al., 2010). Diese Theorie
kann allerdings nicht das gehemmte Verhalten der 6 und 8 Monate alten weiblichen
Wildtypen in der vorliegenden Studie erklaren. Der zugrundeliegende geschlechtsspezifische

Mechanismus bedarf somit der weiteren Abklarung.

4.2.5 Bewegungsverhalten

Wihrend die Carrier insgesamt eine hohere explorative Aktivitat als die Wildtypen zeigen,
ungehemmt zahlreiche Locher nach Futter absuchen und dadurch vermehrt Gelegenheit zu
Fehlern haben, ist die Neigung zum Mé&nnchen machen, mithin zu ungerichteter Exploration,
geringer ausgepragt als bei den Wildtypen. Es kann vermutet werden, dass die Carrier
aufgrund der mutmallich gestorten rdumlichen Orientierungsfahigkeit auf das allgemeine
Auskundschaften und Uberblicken der Umgebung verzichten, sondern sich vielmehr direkt
der einfachen nicht-r&umlichen Suchstrategie zuwenden. Eine andere Theorie beinhaltet das
Auftreten von Defiziten in der Motilitat, durch die sich die Tiere beim Erheben auf die
Hinterbeine unsicher fihlen und es aus diesem Grund haufiger unterlassen. Einen Hinweis
darauf liefert die Studie von SEO et al. (2010), bei der die Carrier des Tg2576-Modells
uberraschenderweise im Rickenmark und Nervus ischiadicus ausgepréagte degenerative
Veranderungen aufweisen und demzufolge ein veréndertes Gangbild und beeintrachtigte
Reflexe der Hinterhand zeigen. Zudem beschreiben KING und ARENDASH (2002), dass
Carrier weniger lange die Balance auf einem schmalen Balken halten kénnen als Wildtypen.
Storungen des Bewegungsverhaltens und der Koordination sind auch bei Menschen mit
Alzheimer-Krankheit zu beobachten und werden bei diesen vermutlich durch Veranderungen

im extrapyramidalen System hervorgerufen (SCARMEAS et al., 2004).

Insgesamt ist in der hier vorliegenden Studie die Motilitat der Mause auch in
fortgeschrittenem Alter nicht so stark eingeschrankt, als dass der Verhaltenstest nicht mehr
absolviert werden konnte. Eine Reduktion der lokomotorischen Tétigkeit ist ebenfalls nicht zu
verzeichnen. Diffizilere Beeintrachtigungen der Bewegungsfahigkeit kénnen allerdings durch

die Beurteilung der Feinmotorik festgestellt werden. Hierbei kdnnen mit dieser Studie
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erstmals signifikante, mit dem Alter progressiv fortschreitende Schwierigkeiten der Carrier
beim Fressen von kleinen Futterstiicken beschrieben werden. Dazu ist ein hohes Mal an
Geschicklichkeit und koordinativer Fahigkeiten der Tiere von Noten. Das Mandelstiickchen
muss in den Pfoten gehalten, dem Maul zugefuhrt und gekaut werden. Im Vergleich zu den
Wildtypen bendtigen die Carrier im mHBT ab einem Alter von 10 Monaten mehr Zeit zum
Fressen einer Futterbelohnung. Bei den Wildtypen sind dagegen keine altersabhéngigen
feinmotorischen Defizite festzustellen. Feinmotorische Stérungen konnen auch bei
Alzheimer-Patienten auftreten und zeigen sich beispielsweise in UnregelméRigkeiten im
Schriftbild (SCHROTER et al., 2003). Obwohl die Carrier eine langere Zeit zum Fressen
brauchen, liegt die bendtigte Gesamtzeit pro Durchlauf bei den Carriern aufgrund deren

enthemmten Verhaltens insgesamt unter der der Wildtypen.

Die Grunde fir diverse Diskrepanzen zwischen den Studienergebnissen einzelner
Forschungsgruppen sind vermutlich vielféltig. So kann schon das Durchlaufen einer
Verhaltensbatterie durch dieselbe Versuchskohorte zu einer nachfolgenden Beeinflussung der
Ergebnisse fiihren (OHL und KECK, 2003). Auch sind die verschiedenen Verhaltenstests
jeweils unterschiedlich gut fur die Untersuchung bestimmter Gedéchtnissysteme und
Verhaltensparameter geeignet (HODGES, H., 1996) und unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Sensitivitat. So zeigen STEWART et al. (2011) in einer Ubersichtsarbeit auf, dass der MWM
— obwohl es sich um einen der am haufigsten eingesetzten Testparadigmen in der
praklinischen Demenzforschung handelt — nicht der sensitivste Verhaltenstest zur Aufdeckung
kognitiver Defizite transgener Modelle der AK ist. Des Weiteren nehmen die je nach Labor
unterschiedlichen Versuchsprotokolle, Methoden, Haltungs- und Umweltbedingungen
Einfluss auf die Ergebnisse (WESTERMAN et al., 2002; KOBAYASHI und CHEN, 2005).
Je nach Art des Verhaltenstests kann aber auch die haufig fehlende Untersuchung auf die
vererbbare Retinadegeneration des SJL-Mausstammes aufgrund einer mdglichen
Visusbeeintrdchtigung Auswirkungen haben (YASSINE et al., 2013). Zudem liegt der
Verdacht nahe, dass das Auftreten von Unterschieden im hybriden genetischen
Hintergrundstamm von Mausmodellen eine Rolle spielt, da derselbe starken Einfluss auf den
Phéanotyp eines Mausmodells haben kann (HSIAO et al., 1996; KOBAYASHI und CHEN,
2005; DEACON et al., 2008). Dies verdeutlicht insgesamt die Wichtigkeit, ein Mausmodell
zunéchst im eigenen Labor zu etablieren, bevor spezifischere Untersuchungen durchgefiihrt
werden, um eine gesicherte Vergleichbarkeit der Ergebnisse anhand eigener Daten zu

gewadhrleisten.
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4.2.6 PBR-, NMDAR-NR2B- und mGIuR5-Expression

AB-Peptide stehen im Verdacht, die synaptische Plastizitdt bestimmter Hirnareale zu
verdndern und so die schwerwiegende Beeintrachtigung der kognitiven Leistungsfahigkeit bei
Alzheimer-Patienten zu verursachen (RENNER et al., 2010). Da sowohl beim Menschen als
auch beim Tg2576-Mausmodell im Rahmen der AK Defizite des rdumlichen Geddachtnisses
festgestellt werden konnen, wird in der vorliegenden Studie der Fokus auf die Untersuchung
von Rezeptoren im Hippokampus gesetzt. Das glutamaterge System spielt eine entscheidende
Rolle bei der fiir die Gedachtnisfunktion wichtigen Regulation der Langzeitpotenzierung und
Langzeitdepression (REVETT et al., 2012). So liegt bei Alzheimer-Patienten eine signifikant
geringere mMRNA-Synthese der NR2A- und NR2B-Untereinheiten des glutamatergen N-
Methyl-D-Aspartat-Rezeptors (NMDAR) vor. Dieser Unterschied bestatigt sich durch die
Bestimmung der Proteinexpressionslevel und kann nur in den auch fur Neurodegeneration
anfalligen Gehirnregionen wie dem Hippokampus festgestellt werden. Dies kdnnte eine der
moglichen Ursachen der bei Alzheimer-Patienten beobachteten Beeintrachtigung der Lern-
und Gedéachtnisleistung sein. Andere NR2-Isoformen scheinen dagegen generell unbeeinflusst
zu sein (HYND et al., 2004). Diese Beobachtungen stehen im Kontrast zu den vorliegenden
Untersuchungsergebnissen des Western-Blots beim Tg2576-Modell. Da bekannt ist, dass die
NMDAR-NR2B-Expression bei Nagetieren mit zunehmendem Alter sinkt (CLAYTON et al.,
2002), werden die Werte der Carrier in Relation zu den Werten der Wildtypen derselben
Altersklasse bestimmt. Dabei kann jedoch keine tber die Monate fortschreitende Abnahme
der relativen NMDAR-NR2B-Expression im Hippokampus der Carrier festgestellt werden.
Da im Western-Blot allerdings nicht zwischen synaptischen und extrasynaptischen
Rezeptoren unterschieden wird, ist nicht auszuschlieBen, dass es zu einer Abnahme
synaptischer Rezeptoren kommt, die durch eine Hochregulation extrasynaptischer Rezeptoren
maskiert wird. Extrasynaptische NMDAR kdnnen einen neuronalen Zelltod auslosen,
wahrend der Aktivierung synaptischer NMDAR die Induktion der Langzeitpotenzierung und
neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben werden (BORDJI et al., 2011). Signifikante
Anderungen der NMDAR-Expression finden sich allerdings nur bei Patienten mit definitiver
Alzheimer-Diagnose, nicht aber bei einer leichten kognitiven Stérung (SZE et al., 2001).
Moglicherweise  wird also im  Tiermodell kein vergleichbar fortgeschrittenes
Krankheitsstadium wie beim Menschen erreicht. In der Literatur wird die Bindungskapazitat
des NMDAR im Hippokampus und Kortex der Tg2576-Carrier gegeniuiber den Wildtypen als
altersunabhéngig unverandert beschrieben (CHA et al., 2001; KLINGNER et al., 2003).

Uberraschenderweise ist in der vorliegenden Studie im Alter von 8 und 10 Monaten eine bei
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weiblichen Carriern geschlechtsspezifisch erhohte NMDAR-NR2B-Rezeptorexpression zu
verzeichnen. Oxidativer Stress ist eines der ersten pathologischen Kennzeichen der AK und
scheint bei weiblichen Alzheimer-Patienten besonders ausgepréagt zu sein (SCHUESSEL et
al., 2004). Somit konnte eine vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bei den
untersuchten Tieren geschlechtsspezifisch zu einer voribergehenden Modulation der
Rezeptorexpression geflihrt haben. Oxidativer Stress bedingt eine Hochregulation der
NMDAR in Maushirn-Endothelzellen und eine Sensitivierung fur glutamaterge Reize
(BETZEN, 2010). Ob diese Erkenntnisse auch auf hippokampale Zelllinien tbertragbar sind
und ob im Tg2576-Modell analog zu Alzheimer-Patienten tatséchlich geschlechtsspezifische
Unterschiede in der ROS-Bildung vorliegen, werden weitere Untersuchungen klaren mussen.
Insbesondere stellt sich die Frage, worauf sich die unterschiedliche NMDAR-Expression im

Mausmodell und Menschen begriindet.

Weiterhin spielen auch die metabotroben Glutamat-Rezeptoren bei der synaptischen
Plastizitat im hippokampalen Netzwerk eine Rolle. In der vorliegenden Studie sind keine mit
dem Alter fortschreitenden Verdnderungen der Expression des metabotropen Glutamat-
Rezeptors 5 (MGIUR5) der Carrier in Relation zu den Wildtypen zu sehen. Ubereinstimmend
damit werden sowohl die mMRNA-Expression als auch die Oberflachenexpression des mGIuR5
im Hippokampus bei jungen und alten Tg2576-Madusen als unverandert beschrieben (CHA et
al., 2001; KLINGNER et al., 2003). Allerdings zeigt sich in der vorliegenden Studie eine
selektive Erhdhung der mGIuR5-Expression bei den 12 Monate alten weiblichen Carriern.
Dieser geschlechtsspezifischen Beobachtung sollten weitere Untersuchungen folgen,
inbesondere da vermutlich eine funktionelle Verbindung zwischen mGIuR und NMDAR
besteht. Nach TAKAGI et al. (2012) kdnnen mGIuR5 die NMDAR-NR2B-Aktivitat im
Hippokampus tber Phosphorylierung regulieren und einen NMDA-induzierten Zelltod weiter
verstarken. Post mortem Studien am Hippokampus von Alzheimer-Patienten zeigen eine
reduzierte mGIluR1-Expression und eine erhéhte mGIluR2-Expression. Uber mGIuR5 fehlen
bislang noch an menschlichen Gehirnen erhobene Daten (REVETT et al., 2012).

Auch die untersuchte PBR-Expression weist mit zunehmendem Alter keine progressive
Veranderung auf. Lediglich im Alter von 12 Monaten sind bei méannlichen Carriern hohere
Werte als bei den Wildtypen, den anderen Altersgruppen und den weiblichen Carriern
feststellbar. Der PBR ist bekannt fir seine Expression in aktivierten Mikroglia und
Astrozyten. Eine erhdhte PBR-Expression kann somit auf neuroinflammatorische Vorgange
hindeuten, wie sie auch im Rahmen der AK auftreten. So stellen JI et al. (2008) bei 20

Monate alten APP23-Mausen eine besonders hohe PBR-Akkumulation im Hippokampus und
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entorhinalen Kortex fest. Eine Studie an Gehirnen von Alzheimer-Patienten zeigt jedoch, dass
die PBR-Bindungskapazitat im Hippokampus zwar sehr hoch ist, aber keine Signifikanz
gegentiber den ebenfalls hohen Werten der gesunden Kontrollpersonen erreicht. Eine
signifikante Erhéhung ist im Thalamus und im temporalen und parietalen Kortex zu sehen
(GULYAS et al., 2009). Analog dazu kann mittels Positronen-Emissions-Tomographie bereits
bei Patienten mit friher dementieller Erkrankung in vivo ein erhdhtes PBR-Bindungspotential
fur radioaktiv markierte PBR-Liganden in zahlreichen Hirnregionen nachgewiesen werden,
nicht aber im medialen Temporallappen inklusive des Hippokampus (YASUNO et al., 2008).
Somit wird PBR-Liganden eine Rolle als potentielle Biomarker fur Entziindungsreaktionen
und reaktive Gliose im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen zugesprochen. Daneben
gibt es auch zahlreiche Hinweise auf neuroprotektive und antiinflammatorische Effekte
spezifischer PBR-Liganden, so dass diese in Zukunft mdglicherweise Bedeutung bei der
Behandlung der AK erlangen konnten (RUPPRECHT et al., 2010). Angesichts dessen
erscheint eine Ausweitung der Untersuchung der PBR-Expression im Tg2576-Mausmodell

auf weitere Hirnregionen in Folgestudien von besonderem Interesse.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse im Western-Blot, dass das transgene Tg2576-Mausmodell
vermutlich nicht sdmtliche pathologische Merkmale abbildet wie sie beim Alzheimer-
Patienten ~ angenommen  werden. Das  Zustandekommen  der  verzeichneten
geschlechtsspezifischen  Differenzen im  glutamatergen  System (NMDAR-NR2B-
Expressionserhéhung bei 8 und 10 Monate alten weiblichen Carriern; mGIuR5-
Expressionserh6hung bei 12 Monate alten weiblichen Carriern) sollte mit einer gréReren
Probenzahl in weiteren Studien analysiert werden. Ergénzend sollten kiinftig nicht nur weitere
Gehirnareale im Mausmodell auf verénderte geschlechtsspezifische Rezeptorexpressionen
untersucht werden, auch die gewonnenen Daten von Alzheimer-Patienten sollten eingehend

unter dem Aspekt des Geschlechts analysiert werden.

4.2.7 Abschliel3ende Betrachtung und Ausblick

In der vorliegenden Studie bestétigt sich die insgesamt vielversprechende Stellung des
Mausmodells Tg2576 in der Alzheimer-Forschung. Im modifizierten Hole-Board-Test weisen
die transgenen Tiere altersabhéngig kognitive Beeintrachtigungen, disinhibitorische
Tendenzen und — erstmals beschrieben — auch feinmotorische Stérungen auf. Die deutlichen
Unterschiede zu den Kontrolltieren erleichtern es, in zukinftigen Studien therapeutische
Effekte beurteilen zu kdnnen.
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Insbesondere unterstreicht diese Studie die Wichtigkeit, Tiere des Tg2576-Modells getrennt
nach ihrem Geschlecht zu erfassen. Sollen dagegen geschlechtsunabhangige Untersuchungen
durchgefuhrt werden, zeigt sich, dass eine Entscheidung fir weibliche Tiere mehrere Vorteile
bietet. Neben dem praktischen Aspekt, dass die weiblichen Tiere in Gruppen gehalten werden
konnen, weisen diese bei gleichzeitig niedrigerer Mortalitat im Vergleich zu den mannlichen
transgenen Tieren starkere kognitive Beeintrachtigungen auf. Insgesamt ist die vorliegende
Studie ein erster Schritt zu einer umfassenden geschlechtsbezogenen Charakterisierung des
Tg2576-Mausmodells. Ziel ist es, auf diesem Weg weitere Einblicke in die
Entstehungsmechanismen der Alzheimer-Krankheit zu erlangen und geschlechtsbezogene
therapeutische Angriffspunkte zur symptomatischen und letztendlich kausalen Bekampfung

dieser Krankheit untersuchen zu kénnen.

Hierzu sind fraglos weiterfihrende Untersuchungen zu den geschlechtsspezifischen
Differenzen und deren Ursachen mit Hilfe histologischer und weiterer biochemischer

Methoden vonndten.
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5 Zusammenfassung

»Phanotypische Charakterisierung eines transgenen Mausmodells der Alzheimer-
Krankheit unter Bezug auf Alter und Geschlecht*

Die Alzheimer-Krankheit ist die hdufigste Form der Demenz mit einer stetig steigenden Zahl
Betroffener. Trotz intensiver Forschung sind die genauen Ursachen noch immer weitgehend
ungeklart, mit der Folge, dass bislang keine kausale Therapie zur Verfligung steht. Als einer
der vermuteten Risikofaktoren gilt das Geschlecht — Frauen erkranken h&ufiger und mit
insgesamt schwererem Verlauf an Alzheimer als Ménner.

Ziel der vorliegenden Studie ist es, das transgene Mausmodell Tg2576, das ein humanes
Amyloid-Vorlauferprotein  mit der schwedischen Doppelmutation Uberexprimiert,
phanotypisch umfassend zu charakterisieren und auf geschlechtsspezifische Differenzen hin
zu untersuchen. Dabei werden jeweils sechs mannliche und sechs weibliche Tréger des
Transgens (Carrier) im Alter von 6, 8, 10, 12, 14 und 16 Monaten mit ihren gesunden
Wurfgeschwistern (Wildtypen) verglichen. Die Tiere werden im modifizierten Hole-Board-
Test Uber acht Tage auf kognitive, verhaltensbedingte und motorische Parameter untersucht.
Ab einem Alter von 8 bis 10 Monaten weisen die Carrier im Gegensatz zu den Wildtypen
progressive, signifikante Beeintrachtigungen des deklarativen Gedéchtnisses und des
Arbeitsgedéchtnisses auf. Damit einhergehend konnen eine verstarkte Anwendung nicht-
raumlicher Suchstrategien sowie disinhibitorische Verhaltenstendenzen beobachtet werden.
Im Geschlechtervergleich sind die kognitiven Defizite der weiblichen Carrier signifikant
starker ausgepragt. Weiterhin zeigen sich ab einem Alter von 10 Monaten
geschlechtsunabhdngige, progressiv fortschreitende feinmotorische Stérungen beim Fressen
der Belohnungsmandeln. Die Mortalitat der méannlichen Carrier (48,4 %) ist signifikant hther
im Vergleich zu den weiblichen Carriern (25,4 %) (p = 0,005). Die weibliche Tiere weisen ein
signifikant niedrigeres Gewicht als die ménnliche Tiere auf (p < 0,001), wobei die Carrier
signifikant weniger wiegen als die Wildtypen (p < 0,001). Laboranalysen zeigen im
Geschlechtervergleich einen hoheren Testosterongehalt im Blutserum der mannlichen Tiere
und einen héheren Ostradiolgehalt bei den weiblichen Tieren. Bei der Untersuchung auf
maogliche zugrundeliegende Stérungen der Neurotransmission koénnen keine mit
zunehmendem Alter progressiven Veranderungen der Expression spezifischer Rezeptoren
(NMDAR-NR2B, mGIuR5 und PBR) im Western-Blot gezeigt werden.

Insgesamt erweist sich das Tg2576-Modell als ein vielversprechendes Modell der Alzheimer-
Krankheit fir die weitere Grundlagenforschung und préklinische Testung therapeutischer
Strategien. Dabei ist es insbesondere auch fir weiterflihrende geschlechtsspezifische
Forschungsansétze geeignet.
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6 Summary

“Phenotypic characterization of a transgenic mouse model of Alzheimer’s disease
regarding age and gender”

Alzheimer’s disease is the most common form of dementia and is accompanied by a growing
prevalence. Despite intensive research activities, the underlying causes are still poorly
understood and there is no causative treatment available. Gender has been proposed as a risk
factor. Thus, women are said to develop Alzheimer’s disease more often and to experience a
greater cognitive deterioration than men.

The aim of the present study is to phenotypically characterize the transgenic mouse model
Tg2576 overexpressing the Swedish mutation of human amyloid precursor protein and to
investigate its gender-specific differences. Six male and six female transgenic mice aged 6, 8,
10, 12, 14 and 16 months, respectively, are compared with their wild type littermates. Using
the modified hole board test, cognitive processes in parallel with behavioral dimensions and
motoric performance are evaluated in the course of eight days. Starting at an age of 8 to 10
months, transgenic mice, in contrast to wild type mice, develop progressive, significant
deficits of declarative and working memory. These are accompanied by an increased use of
nonspatial search strategies and disinhibitory tendencies. The gender comparison uncovers a
significantly greater cognitive impairment of female mice. Besides, starting at the age of 10
months, a gender non-specific progressive decline of fine motor skills can be observed with
eating the rewarded almonds. Mortality in male transgenic mice (48,4 %) is significantly
higher than in female transgenic mice (25,4 %) (p = 0,005). Furthermore, female mice have a
significantly lower body weight than male mice (p < 0,001) with transgenic mice weighting
less than wild type mice (p < 0,001). Laboratory analysis indicates that male mice have
increased levels of serum testosterone and female mice increased levels of serum estradiol by
gender comparison. Regarding the investigation of a possibly underlying malfunctioning
neurotransmission system, no age-dependent progressive changes in specific receptor
expression (NMDAR-NR2B, mGIuR5 und PBR) can be detected by Western blotting.

Overall the Tg2576 model has proven to be a promising model of Alzheimer’s disease for
preclinical pharmacological testing and to further investigate the basic disease mechanisms.
At that, it is particularly suitable for further gender-specific research approaches.
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