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11 Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Alzheimer Demenz (AD) stellt im Zeitalter des demographischen Wandels global eine
zunehmende medizinische, 6konomische und gesellschaftliche Herausforderung dar. Die
Zahl der Betroffenen lag 2018 bei 50 Millionen Menschen weltweit, wobei sich diese Zahl
laut Prognosen des ,World Alzheimer Report 2018 “ bis 2050 verdreifachen wird. Die AD
flihrt unter anderem zu einem progressiven Verlust kognitiver Funktionen und Gedacht-
nisleistungen sowie zu einer Atrophie bestimmter Hirnareale. Die Diagnoseverfahren zur
Feststellung der chronischen, neurodegenerativen Erkrankung des zentralen Nervensys-
tems werden stetig verbessert. Allerdings existieren derzeit weder praventive noch kurative
Wirkstoffe, welche das Ausbrechen oder Fortschreiten der Krankheit unterbinden kénnten.
Einen Erklarungsansatz flr die Entstehung der Alzheimer Demenz auf molekularer Ebene
bietet die Amyloid-Kaskaden-Hypothese, welche als Ursache die Akkumulation und Aggre-
gation des Amyloid-Beta (A3)-Peptids postuliert, wodurch fortfiihrend Synapsen und Neu-
rone geschadigt werden und degenerieren. Das A{3-Peptid entsteht durch die sequenzielle
Spaltung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APP) durch die (3-Sekretase BACE1 und die y-
Sekretase. In den letzten Jahrzehnten wurde deshalb intensiv die direkte Hemmung der
BACE1-Sekretase als Therapieansatz verfolgt, um eine Reduktion der AR-Generierung zu
bewirken. AuRerst wirksame, nicht-peptidische BACE-Inhibitoren wurden entwickelt und
fir klinische Studien zugelassen. Die klinischen Studien mussten allerdings aufgrund einer
unzureichenden Wirkung des Inhibitors sowie infolge von Nebenwirkungen, wie der Ver-
schlechterung der kognitiven Leistung, vorzeitig abgebrochen werden. Neuste Erkenntnisse
legen die Vermutung nahe, dass eine therapeutische Intervention mittels BACE-Inhibition
in einem praklinischem AD-Stadium und somit vor der Manifestierung klinischer Sympto-
me erfolgen muss. Eine weitere Herausforderung wird es sein, eine ausgewogene BACE-
Inhibitor Dosierung zu ermitteln, die Wirksamkeit und klinische Sicherheit gewahrleistet.
Im ersten Teil dieser Dissertation wurde der Verlauf und die Auspragung der Pathologie des
Knock-In Alzheimer Mausmodells APPNS"6~F (APP-Knock-In) tiefergehend untersucht. Die-
se Untersuchung sollte klaren, ob das APP-Knock-In Mausmodell ein friihes AD-Stadium
widerspiegelt und sich als Modell eignet, die Effektivitdt einer praventiven und ausgewo-
genen BACE-Inhibitor Intervention zu ermitteln. Mittels Kleintier-Positronen-Emissions-To-
mographie (ULPET) wurde eine parallele Zunahme der A3-Last und der Neuroinflammation
beobachtet. Die in vivo 2-Photonen mikroskopischen Intervalluntersuchung dendritischer
Spines des Stratum Oriens der CA1-Region des Hippocampus zeigte eine Beeintrachtigung
der strukturellen Plastizitdt der Postsynapsen abseits von A3-Ablagerungen. Ein Riickgang
in der Spine-Dichte konnte allerdings nicht festgestellt werden. Diese Beobachtungen bie-
ten einen moglichen Erklarungsansatz fiir die dartber hinaus observierten hippocampus-
abhangigen Lern- und Gedachtnisdefizite des APP-Knock-In Mausmodells im Morris-Was-
serlabyrinth. Zusammenfassend zeigten die Observierungen, dass das APP-Knock-In Maus-
modell ein friihes Stadium der Alzheimer Demenz widerspiegelt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde anschlieRend die Effektivitat einer praventiven BACE-Inhi-
bition mittels des potenten BACE-Inhibitors NB-360 im APP-Knock-In Mausmodell unter-
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sucht. Zunachst wurde eine NB-360-Dosierung ermittelt, welche eine signifikante Hem-
mung der AD-Pathologie im APP-Knock-In Mausmodell bewirkte ohne gravierende Neben-
wirkungen auszuldsen. Mittels Intravitalmikroskopischen Untersuchungen konnte beob-
achtet werden, dass die im APP-Knock-In Mausmodell observierte Beeintrachtigung der
strukturellen Plastizitdt dendritischer Spines des Stratum oriens der CA1-Region des Hip-
pocampus abseits von Af3-Ablagerungen unter der friihzeitigen Intervention mittels einer
hohen NB-360-Dosierung behoben werden konnte. Im Wildtyp bewirkte die hohe Dosie-
rung des BACE-Inhibitors NB-360 allerdings eine signifikante Abnahme in der Bildung neu-
er dendritischer Spines. Unter einer niedrig dosierten NB-360-Behandlung wurde im APP-
Knock-In Mausmaodell kein signifikanter Effekt auf die strukturelle Plastizitdt dendritischer
Spines beobachtet. Im Wildtyp waren die Ergebnisse unter der niedrigen NB-360-Behand-
lung nicht ganz eindeutig.

Der Therapieansatz einer praventiven BACE-Inhibition bedingt zudem eine langfristige Ver-
abreichung des Inhibitors, weshalb anschlieBend die Langzeitapplikation der hohen NB-
360-Dosierung auf die Entwicklung der Af3-Last sowie auf die Neuroiflammation mittels
UPET untersucht wurde. Unter der praventiven und langfristigen BACE-Inhibitor Behand-
lung konnte eine signifikante Senkung der kortikalen A3-Last sowie der hippocampalen und
kortikalen Neuroinflammation im APP-Knock-In Mausmodell beobachtet werden. Dariiber
hinaus wurde eine signifikante Verbesserung der kognitiven Leistung unter der langfristi-
gen BACE-Inhibitor Behandlung mittels NB-360 festgestellt.

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass die praventive BACE1-Inhibition eine valide
therapeutische Behandlung bei der Alzheimer Demenz darstellt - Vorausgesetzt der Appli-

kationszeitpunkt und die Dosierung des BACE1-Inhibitors werden adaquat gewahlt.
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Summery

In an age of demographic aging, Alzheimer’s dementia (AD) represents a global medical,
economic and social challenge. In 2018, the number of people affected was 50 million
worldwide and according to the World Alzheimer Report of 2018 this number will triple by
2050. AD is characterized by a progressive loss of cognitive functions as well as an atrophy
of certain brain areas. Diagnostic procedures for detecting the chronic neurodegenerative
disease of the central nervous system are constantly being improved. However, there are
currently neither preventive nor curative therapeutic agents that could stop the onset or
progression of the disease.

An explanation for the development of Alzheimer’s dementia at the molecular level is pro-
vided by the amyloid-cascade-hypothesis, postulating the accumulation and aggregation of
the amyloid-beta (A3)-peptide as the central pathogenic event, which is followed by synap-
tic and neuronal damage and degeneration. The Ap-peptide is produced by the sequential
cleavage of the amyloid precursor protein (APP) by the 3-secretase BACE1 followed by the
v-secretase. Therefore, the direct inhibition of the BACE1-secretase has been intensively
pursuedin the last decades as a therapeutic approach to reduce the generation of Af3. High-
ly effective, non-peptidic BACE-inhibitors have been developed and approved for clinical
trials. However, the clinical trials had to be terminated prematurely due to an insufficient
effect of the inhibitor as well as side effects such as cognitive worsening. Recent findings
suggest that a therapeutic intervention targeting BACE1-inhibition must be performed at a
preclinical AD-stage and thus before the onset of clinical symptoms. A further challenge will
be to find a suitable therapeutic dosage of a BACE1-inhibitor that reconciles both: efficacy
and clinical safety.

In the first part of this thesis, the course of AD-pathology expressed by the knock-in mouse
model APPN"6-F(APP-knock-in) was investigated in detail. Based on this investigation the
efficacy of preventive BACE-inhibitor treatment in this AD mouse model was evaluated in
the second part of this study. The longitudinally monitoring of amyloidogenesis and neuro-
inflammation using small animal positron-emission-tomography (LLPET) revealed a parallel
increase in Af-load and neuroinflammation in APP-knock-In mice. Investigating the struc-
tural plasticity of dendritic spines in the Stratum oriens of the CAl-region of the hippocam-
pus by using 2-photon in vivo microscopy, a significant reduction in the formation of new
dendritic spines was observed in the distance of Af3-deposits. A decrease in Spine-Density
was not detected. The in vivo detected impairment of synaptic plasticity also offers a pos-
sible explanation for the further observed hippocampus-dependent learning and memory
deficits in the APP-knock-in mouse model using the Morris water maze test. In summary,
the observations confirmed that the mouse model reflects an early stage of Alzheimer’s
dementia.

In the second part of this thesis, the effectiveness of a preventive BACE-inhibitor treatment
in the APP-knock-in mouse model was analyzed. First APP-knock-in mice were treated with
two different dosages of the potent, blood-brain barrier penetrating BACE-inhibitor NB-360
to determine which dose successfully inhibits the AD-pathology without side effects. Using
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intravital microscopy, it was observed that the high dosage of NB-360 enhanced signifi-
cantly the initial reduced spine-formation rate in APP-knock-in mice. In wild type mice, the
higher dosage of NB-360 resulted in a significant decrease in the formation of new dendritic
spines. No significant effect on the structural plasticity of dendritic spines was observed in
the APP-knock-in mouse model under low-dose NB360-treatment. In wild type mice, the
results were not entirely clear under the low dose NB360-treatment.

The therapeutic approach of a preventive BACE-inhibitor treatment also requires long-term
administration of such a therapeutic agent. Therefore, the effects of a preventive, long-term
BACE-inhibitor intervention, with the therapeutically effective high dosage of NB-360, we-
re investigated by monitoring the course of amyloidogenesis and neuroinflammation using
longitudinal WPET-imaging. The therapeutical approach of a preventive, long-term BACE-
inhibition with the higher dosed NB-360-Inhibitor was able to significantly reduce the cor-
tical ApB-load as well as the hippocampal and cortical neuroinflammation in the APP-knock-
in mouse model. In addition, a significant improvement in cognitive performance was ob-
served under long-term BACE inhibitor treatment with high dosed NB-360.

In summary, these data showed that preventive BACE1-inhibition is a valid therapeutic tre-
atment for Alzheimer’s dementia - provided that the timing and dosage of the BACE1-inhi-

bitor are appropriately chosen.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Der Hippocampus

»Hippocampus is the pen with which we can write our long-term memories — the ink
being the sensations — and the paper being the cortex.”
(K. Dharani in The Biology of Thought; 2015)

Der Hippocampus befindet sich am inneren Rand des Temporallappens und zwischen den
lateralen Ventrikel. Zum Hippocampus zdhlen die Strukturen des Gyrus dentatus (DG), Sub-
iculum (SUB) und des Hippocampus proper welcher auch, aufgrund seiner anatomischen
Form, Ammonshorn (cornu ammonis (CA)) genannt wird?.

Das Ammonshorn wird zudem in vier Teilfelder aufgeteilt: CA1, CA2, CA3 und CA4 (siehe
auch Kapitel L.1.2).

Zusammen mit der parahippocampalen Formation, die das Prasubiculum, Parasubiculum
und den entorhinalen Cortex (EC) umfasst, bildet der Hippocampus ein komplexes Netz-
werk: Die Hippocampusformation. Die neuronale Verschaltung innerhalb der Hippocam-
pusformation ist dabei in den meisten Saugetieren vergleichbar?. Durch die intensiven Stu-
dien am Patienten Henry Gustav Molaison (Patient H.M.) weis man zudem, dass der Hip-
pocampus eine sehr wichtige Rolle beim Lernen sowie der Formierung des Gedachtnisses
einnimmt. Dem Patienten H.M. wurde aufgrund von schweren epileptischen Anfillen die
Amygdala sowie der Hippocampus entfernt. Die Folge war eine anterograde Amnesie, wo-
bei operantes Lernen weitestgehend unbeeintrachtigt war. Im Hippocampus flieBen Infor-
mationen verschiedener sensorischer Systeme zusammen, die teilweise dort verarbeitet
und anschlielend zu weiteren Bereichen des Cortex zuriickgesandt werden. Damit nimmt
der Hippocampus eine wichtige Rolle bei der Gedachtniskonsolidierung ein®.

Dariiber hinaus ist der Hippocampus im Verlauf der Alzheimer Demenz (AD), welche im
zweiten Abschnitt der Einleitung weiter beschrieben wird, eins der ersten Hirnareale wel-
ches von synaptischen und neuronalen Verlust betroffen ist®2. Der Nervenzelluntergang
flhrt im weiteren Krankheitsverlauf zu kognitiven Stérungen und zu einem gravierenden
Gedachtnisverlust®282, Um die Auswirkungen der pathologischen Prozesse der AD auf die
Funktion des Hippocampus herauszustellen, wird im ersten Teil der Einleitung auf die hip-
pocampale Verschaltung und Aufbau sowie auf den Prozess der synaptischen Plastizitat
und der hippocampalen Gedachtnisformierung eingegangen. Das Hauptaugenmerk wird
dabei auf die CA1-Region des Hippocampus gelegt, da dort die Degeneration von Neuro-
nen im Verlauf der AD besonders ausgepragt ist*2 und zudem die CA1-Pyramidenzellen
im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden sind. Im zweiten Teil der Einleitung wird auf
die Entstehung und die neuropathologischen Merkmale der AD eingegangen. Desweiteren
wird die Funktionsweise der [3-Sekretase BACE1 sowie ihre Inhibierung als Therapieansatz

gegen AD im dritten Teil der Einleitung erortert.



2 Einleitung

1.1.1 Die entorhinale-hippocampale Schleife

Als intrinsischer Startpunkt des Schaltkreises der Hippocampusformation wird der EC ange-
sehen, der anhand der neuronalen Anordnung in flinf Schichten unterteilt wird. Glutama-
terge exzitatorische Neurone des EC projizieren auf die Kérnerzelldendriten sowie auf die
inhibitorischen Interneurone des DG und formen dadurch die Hauptnervenfaserbahn, den
Tractus perforans zum Hippocampus (siehe Abbildung fil, roter Signalweg). Der Signalweg
lauft unidirektional, da die Kérnerzellen nicht zuriick auf den EC projizieren sondern tber
exzitatorische Moosfasern, Axone mit groRen blattformigen Endkndpfchen, auf die Pyrami-
denzellen der CA2- und CA3-Region des Ammonshornes projiziereni%! (siehe Abbildung
fl, orangener Signalweg).

Zudem projizieren die Neurone der Schicht-Il des EC auch direkt auf die distalen Pyramiden-

zelldendriten der CA3-Region?12

und des SUB. Die Pyramidenzellen der CA3-Region inner-
vieren sich zum einen untereinander, zum anderen gehen Axon-Verzweigungen der CA3-
Pyramidenzellen tiber die Schaffer-Kollateralen (SK) synaptische Verbindungen mit den ba-
salen und apikalen Pyramidenzelldendriten der CA1-Region ein und gelten als ihre haupt-
sachliche exzitatorische Eingangsquelle (siehe Abbildung fil, dunkelblauer Signalweg)®2.

Dieser Informationsfluss ist ebenfalls unidirektional, die CA1-Neurone projizieren nicht zur
CA3-Region zurick, sondern projizieren Gber den Alveus (AV) unidirektional aufs SUB sowie
zuriick auf die tiefe Schicht (Schicht-V) des EC, wobei sie die CA1-EC-informationsschleife
bilden (siehe Abbildung I, griiner Signalweg. Neurone der Schicht-1ll des ECs projizieren
Uber die temporoammonische Projektion (siehe Abbildungfll, brauner Signalweg) direkt auf
die Pyramidenzelldendriten der CA1-Region?4221€  (ber die temporoammonische Projek-
tion ziehen zudem afferente Eingdnge auf die Pyramidenzellen des SUB sowie auf Subpopu-
lationen von inhibitorischen Interneuronen der CA1-Region®224. Das SUB projiziert schlieR-
lich hippocampale Informationen zu verschiedenen kortikalen und subkortikalen Hirnarea-

1€ sowie zu den tiefen Schichten des ECE. Uber die Verschaltung der tiefen Schichten

)20,21’

len
des EC mit dessen oberflachlichen Schichten (siehe Abbildungfil, hellblauer Signalweg
welche ihrerseits lber die bereits beschriebenen Faserbiindel in den Hippocampus proji-
zieren, wird die entorhinale-hippocampale Schleife geschlossen.

Dariber hinaus ziehen Fasern aus der CA1-Region und dem SUB in verschiedene Areale des
prafrontalen Cortex?%23, Efferenzen der Pyramidenzellen des Ammonshorn sowie des SUB
ziehen (iber den Alveus Richtung DG und sammeln sich dort schlieRlich in der Fornix®. Von
dort projizieren sie einerseits zu subkortikalen Regionen, wie den lateralen und basolate-
ralen Kernen der Amygdala?4, dem Thalamus?2, Hypothalamus, Hirnstamm, Septum2€ und

Striatum2/-28

sowie andererseits lber parahippocampale Regionen zu kortikalen Struktu-
ren. Ein weiteres Faserbiindel, dass Angular Faserbilindel, verbindet den Hippocampus mit
dem entorhinalen Cortex und das dorsale sowie ventrale Faserblindel verbinden die zwei
Hippocampus-Hemispharen untereinander. Die Hippocampusformation ist somit auf viel-
faltige Weise in kortikale und subkortikale Schaltkreise eingebunden, wobei der Grundauf-

bau dieses Erregungskreises in Menschen, Affen und Ratten sehr dhnlich ist?.
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Abbildung 1: Der Schaltkreis der Hippocampusformation. Als intrinsischer Startpunkt wird der ent-
orhinale Cortex (EC) angesehen. Der Tractus perforans wird in Rot, der Signalweg der
exzitatorischen Moosfasern in Orange, der Signalweg der Schaffer-Kollateralen in Blau
sowie die CA1-EC-Informationsschleife in Griin dargestellt. Die temporoammonische
Projektion ist als brauner Signalweg abgebildet und die Verschaltung der Schicht-V des
EC mit dessen oberflachlichen Schichten als hellblauer Signalweg. Schema nach Neves
etal.%,

1.1.2 Aufbau des Ammonshorns

Der Anatom Lorente de N62U teilte das Ammonshorn anhand der Anordnung der Neuro-
ne, wie bereits erwahnt, in vier Teilfelder auf. Er gab jedem das Prafix CA (lat. fir cornu
ammonis), um anzuzeigen, dass sie zum Ammonshorn gehoren: CA1, CA2, CA3 und CA4.
Auffallig in diesen Regionen ist die hohe Dichte an Neuronen sowie ihr charakteristisches
Erscheinungsbild. In Sdugetieren besitzen hippocampale Neurone buschartig verteilte Den-
driten, die vom Zellkorper aus sowohl in die oberen als auch in die tieferen hippocampalen
Schichten ziehen. Dieser hippocampusspezifische Zelltyp wird als Pyramidenzelle bezeich-
net. Die Schicht, in der ihre Zellkorper liegen, wird als Pyramidenzellschicht (Py) bezeichnet
und bildet die Hauptzellschicht im Hippocampus. Weitere Neurone, die nicht als Pyrami-
denzelle klassifiziert werden, werden als Interneurone bezeichnet. Im System von Lorente
de N6 wird der Ubergeordnete Bereich mit einer dicht gepackten Pyramidenzellschicht mit
CA1 bezeichnet. Der untergeordnete Bereich, welcher sich durch eine locker gepackte Py-
ramidenzellschicht auszeichnet, wird mit CA3 bezeichnet. Zwischen CA1 und CA3 befindet
sich die CA2-Region. Hier ist die Pyramidenzellschicht ebenfalls lockerer gepackt als in CA1.
Der Bereich CA4 ist der Bereich von diffus verteilten Pyramidenzellen der bis in den DG
reinreicht (siehe Abbildung ).

Uber der Pyramidenzellschicht liegt die Schicht Stratum oriens (Or), in der sich die basalen
Dendriten der Pyramidenzelle sowie unterschiedliche Interneurone befinden. Diese stellt
die Hauptinputschicht der CA2-Pyramidenzellen dar. In CA3 sowie CA2 existiert unter der
Pyramidenzellschicht zudem eine zusatzliche Schicht, das Stratum lucidum, dort sind bei-
spielsweise in der CA3-Region die Moosfasern lokalisiert. Unter der Pyramidenzellschicht
(bzw. dem Stratum lucidum) schlieft sich das Stratum radiatum (Rad) an, wo die Schaffer

Kollateralen lokalisiert sind. Unter dem Stratum radiatum befindet sich das Stratum lacu-
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nosum-moleculare (LMol). In diese Schicht ziehen die afferenten Neurone des ECs. Beide
Schichten, Stratum radiatum und das Stratum lacunosum-moleculare beherbergen zudem
verschiedene Arten von meist GABAergen Interneuronen®!. Die Pyramidenzellen der CA3-
Region variieren in ihrer Gr6RBe und Anordnung, wohingegen die Pyramidenzellen der CA1-
Region eine duBerst homogene GrolRe aufweisen und dabei generell kleiner als die Pyra-
midenzellen der CA3-Region sind?. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Pyramidenzellen
der CA1-Region untersucht, weshalb diese auch in den folgenden Abschnitten tiefergehend

betrachtet werden.

CA1-Pyramidenzelle

y Or \
Py A2
/ Rad

or
 py——CA1

Rad cc

LMol

CA2 N\
N\
CA4 \\
DG
Ci3 \\ LMol

Abbildung 2: Aufbau des Ammonshorns und die verschiedenen Schichten der CA1-Region. Das Am-
monshorn wird in vier neuronenreiche Regionen, CA1, CA2, CA3 und CA4 aufgeteilt.
Diese Regionen weisen unterschiedliche Schichten auf, die exemplarisch fiir die CA1-
Region abgebildet sind. In der Pyramidenzellschicht (Py) befinden sich die Zellkerne
der Pyramidenzellen. In das dariber liegende Stratum oriens (Or) ziehen die basalen
Dendriten, in das, unter der Pyramidenzellschicht liegende, Stratum radiatum (rad) die
Schaffer-Kollaterale und in die darunterliegende Schicht (Stratum lacunosum-molecu-
lare (LMol)) ziehen die afferenten Neurone des EC. Bei den Regionen CA2, CA3 und
CAA4 existiert unter der Pyramidenzellschicht noch eine zusétzliche Schicht, das Stra-
tum lucidum (nicht abgebildet).

1.1.3 Aufbau der CA1-Region

Wie im vorherigen Abschnitt bereits beschrieben, stellt die Pyramidenzelle die Hauptzell-
art der CA1l-Region dar. lhr Soma befindet sich in der Pyramidenzellschicht. Von dort zieht
ein basaler dendritischer Baum, mit drei bis fiinf Dendriten, ins Stratum oriens, wo die-
se Dendriten stark verzweigen. Ein apikaler dendritischer Baum zieht mit einem dickem
Hauptdendrit vom Soma bis ins Stratum lacunosum-moleculare und bildet dort sowie im
Startum radiatum diinnere Fortsitze und Verzweigungen aus®2. Bei apikalen Dendriten un-
terscheidet man zudem noch zwischen distalen, langeren und dem Axon entgegengesetzt

laufenden, sowie proximalen, kiirzeren und von naher gelegenen Neuronen wie Interneu-
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ronen innervierten, Dendriten. Direkten Input vom EC erhalten die distalen apikalen Den-
driten der CA1-Region im Stratum lacunosum-moleculare Gber den Tractus perforans (siehe
Abbildung B)). Die Schaffer-Kollateralen dagegen projizieren auf die apikalen Dendriten des
Stratum radiatum sowie auf die basalen Dendriten des Stratum oriens?. Zudem projizieren
Pyramidenzellen der CA2-Region sowie verschiedene Interneurone auf die Dendriten der
CA1-Region des Stratum oriens®3. Das Axon der CA1-Pyramidenzelle verzweigt sich und pro-
jiziert sowohl caudal, in Richtung SUB, sowie rostral (iber das Stratum oriens in den Alveus
in Richtung Fimbria/Fornix. Die Verzweigungen des Axons projizieren zudem zu benach-
barten CA1-Pyramidenzellen und bilden lokal feine axonale Plexiis aus®? (sieche Abbildung

B

Fornix SUB

[
Or|

Schaffer-
Kollaterale

Schaffer-

Kollaterale
- "

Tractus
Perforans

Abbildung 3: Efferenzen und Afferenzen der Pyramidenzelle der CA1-Region. In Blau sind die Affe-
renzen der CAl-Pyramidenzelle tiber den Tractus Perforans sowie den Schaffer-Kolla-
teralen gekennzeichnet. In Rot sind die Efferenzen, die liber das Axon in den Alveus
und von dort caudal Richtung Subiculum (SUB) oder rostral zur Fornix sowie auf be-
nachbarte CAl-Pyramidenzellen projizieren, dargestellt.

1.1.4 Die dendritische Postsynapse in der CA1-Region

Jede Pyramidenzelle der CA1-Region erhalt um die 30 000 exzitatorische sowie 1700 inhi-
bitorische Signale®2. Wihrend neuronale Informationen innerhalb einer Nervenzelle durch
elektrische Signale weitergeleitet werden, geht der transneuronale Signalaustausch tber

chemische Synapsen. Bei diesem Signalaustausch fungieren Neurotransmitter, die von der
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axonalen Prasynapse (iber den synaptischen Spalt zur dendritischen Postsynapse gelangen,
als Kommunikationsbotenstoffe und innervieren die dendritische Postsynapse. In Abbil-
dung f ist die glutamaterge Signaltransmission dargestellt. Das Aktionspotenzial erreicht
die prasynaptische Endigung und fiihrt dort zu einer spannungsabhingigen Offnung von
Calciumionen (Ca2*)-Kanilen, die einen Einstrom von Ca*-lonen in die Prasynapse ermog-
lichen. Durch die Spannungsanderung werden Neurotransmitter wie Glutamat, die gespei-
chertin synaptischen Vesikeln vorliegen, in den synaptischen Spalt mittels Exozytose entlas-
sen. Glutamat bindet an AMPA-Rezeptoren, das chemische glutamaterge Signal wird wie-
der in ein elektrisches Signal umgewandelt, die Postsynapse wird depolarisiert und NMDA-
Rezeptoren werden aktiviert. Der daraufhin einstromende Ca?*-Fluss aktiviert weitere Si-
gnalkaskaden in der Postsynapse. Der Prozess der Signalumwandlung ermoglicht der Post-
synapse, ihre Reaktivitdt und Plastizitat langfristig anzupassen. Dies wird z.B. durch Rekru-
tierung von AMPA-Rezeptoren zur Membranoberflache oder durch deren Abbau bewirkt.

Al
Spine-Morphologie

A 2 J

/Aktionspotential

Prasynapse

Stummel- Pilz- Dinne e

formig formig )
e

5}

Synaptische
Kompartimente

Ca2+_
Kanéle

NMDA-Rezeptor

AMPA-Rezeptor

F-Aktin
Ca?*-lonen
Glutamat
Ribosome

Translationsfaktor

Boosmes

Spineapparatus

® Postsynapse

Abbildung 4: Ablauf der glutamatergen Signaltransmission. A) Synaptische Kompartimente die in
der glutamatergen Signaltransmission eine wichtige Rolle einnehmen. A1) Anhand ih-
rer Morphologie werden Spines in verschiedene Kategorien eingeteilt. Aufgrund der
Beschaffenheit ihres Kopfes und ihrem sogenannten Hals unterscheidet man vor allem
zwischen stummelférmigen, pilzférmigen und diinnen Spines. Die Aufnahmen wurden
mittels konfokaler Laser-Scanning Mikroskopie (LSM) aufgenommen. Der MaRstab re-
prasentiert 0,5 um
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Da in der vorliegenden Arbeit die Postsynapsen am Dendriten chronisch in vivo untersucht
wurden, wird in den ndchsten Abschnitten der Aufbau sowie die strukturelle Plastizitat der
dendritischen Postsynapsen ndher beschrieben.

Dendriten bilden, um ihre Membranoberflache zu vergroRern und dadurch mehr Signale
von umliegenden Synapsen erhalten zu kdnnen, elektrisch isolierte, dornenartige Fortsatze
aus, welche Spines genannt werden®4. Zunichst wurden diese Ausstiilpungen als Prazipi-
tate der von Golgi entwickelten Silberfarbung betrachtet. Erst Cajal analysierte 1888, dass
diese Prazipitate echte morphologische Strukturen des Nervensystems waren und das post-
synaptische Kompartiment einer Synapse darstellen®¥%222_ F{ir diese Entdeckung erhielten
Santiago Ramédn y Cajal und Camillo Golgi, in Anerkennung ihrer Arbeit Gber die Struktur
des Nervensystems, 1906 gemeinsam den Nobelpreis fir Physiologie / Medizin. Der lange,
parallele Verlauf von exzitatorischen Axonen in der CAl-Region sowie die weit verzweig-
ten Dendritenbaume der Pyramidenzellen mit ihren ausgebildeten Spines gewahrleisten,
dass moglichst viele Neurone miteinander in Kontakt treten kdnnen22. Dendritische Spi-
nes stellen flr ihre Neurone die Haupteingangsstelle fiir synaptische Signale dar, welche in
der CA1-Region meist exzitatorisch gepragt sind®8. Zudem erfolgt durch die vorausgehende
Prozessierung des prasynaptischen Inputs am Spine eine Verlangsamung der Ladungstber-
tragung, was einer (ibermaRigen Erregung der Nervenzelle vorbeugt®?. Inhibitorische so-
wie modulatorische Synapsen enden im Ammonshorn dagegen direkt am Dendriten oder
am Zellsoma®e. Die Dendriten der CA1-Region bilden, je nachdem wie nah sie am Soma
gelegen sind, eine unterschiedlich hohe Dichte von Spines auf ihrer Zellmembran aus. Im
basalen dendritischen Baum sind die Dendriten, die direkt vom Soma abzweigen, sehr dick
und weisen kaum Spines auf. Die Anzahl der Spines steigt graduell mit der Entfernung und
dem Verzweigungsgrad zum Soma, wobei die distalen Dendriten im Stratum oriens nach
der ersten Verzweigung die hochste Dichte an Spines aufweisen. Bei den apikalen Dendri-
ten zeichnen sich ebenfalls unterschiedliche Klassen anhand der Spine-Dichte ab. Proxi-
male, dicke Dendriten in der Schicht Stratum radiatum besitzen kaum Spines, wohingegen
distale Dendriten im Stratum radiatum eine hohe Spine-Dichte aufweisen. Im Stratum lacu-
nosum-moleculare sind die meisten Dendriten nach mehrmaliger Verzweigung sehr diinn
und mit nur wenigen Spines besetzt.22. Abhiangig davon welche Firbemethode angewen-
det wurde variieren die Werte fir die Spine-Dichte der unterschiedlichen Schichten aller-
dings, weshalb hier auf eine Angabe exakter Werte verzichtet wurde. Spines bestehen mor-
phologisch aus einem Hals, der vom Dendritenschaft abzweigt, sowie einem kugelférmigen
Kopf. An der Membranoberflache des Kopfes und gegeniber der aktiven Zone der Pra-
synapse liegt die postsynaptische Dichte (PSD) des Spines®. In der PSD konzentrieren sich
AMPA (ox-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure)-Rezeptoren und NMDA (N-
Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren fiir Neurotransmitter wie Glutamat, sowie Struktur- und
Signal-Proteine, wie zum Beispiel F-Aktin , die in zahlreichen Signalwegen der postsynap-
tischen Signalverarbeitung involviert sind®%2= (siehe Abbildung [). Spines besitzen kaum
Mitochondrien, diese sind im dendritischen Schaft lokalisiert. Das produzierte Adenosin-
triphosphat (ATP) kann allerdings vom Schaft in die Dornfortsatze diffundieren. Fiir Spines

in der CA1-Region konnte zudem gezeigt werden, dass die meisten Spines Polyribosome
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sowie einen Spine-Apparatus, eine spezielle Form des endoplasmatischen Retikulums (ER),
besitzen®¥42,

Anhand der Morphologie des Kopfes und des Halses, werden Spines generell in drei Kate-
gorien eingeteilt?>* (siehe Abbildung AA1):

1. Pilzférmige Spines (engl. mushroom spines): groRer Kopf / schmaler Hals.

2. Diinne Spines (engl. thin spines): schmaler Kopf / schmaler Hals.

3. Untersetzte oder stummelférmige Spines (engl. stubby spines): breiter Kopf der direkt

am Dendritenschaft ansetzt / kein oder nur sehr kleiner Hals.

Eine weitere Kategorie stellen die verzweigten Spines (engl. branched spines) dar: Sie bilden
an einem Hals zwei Képfe aus, woran jeweils eine Synapse endet®. Zudem wird noch ei-
ne dendritische Membranausstiilpung unterschieden: Die Filopodien. Filopodien sind sehr
diinne Membranausstiilpungen von denen angenommen wird, dass sie, abhangig von der
Art des Axons und vor der Ausbildung einer Synapse, zwischen potentiellen synaptischen
Partnern wihlen kénnen®€. Filopodien kénnen sich nach dem Kontakt mit einem aktiven
Axon zu dendritischen Spines mit funktioneller PSD entwickeln®/. Fiir Spines in der CA1-
Region des Hippocampus konnte gezeigt werden, dass sie eine totale Lange zwischen 0,2 -
2 um, eine Halsldnge von 0,1 - 2 um sowie einem Gesamtvolumen zwischen 0,004 - 0,6 um3

aufweisen?d.

1.1.5 Strukturelle Plastizitat dendritischer Spines

Dendritische Spines sind hochst dynamische Strukturen. Durch ihr flexibles Aktin-Zytoske-
lett®€ kdnnen sie schnell auf duBere Einfliisse, wie auf die Aktivierung von Rezeptoren durch
Neurotransmitter oder auf hormonelle Signale, reagieren und ihre Morphologie modifizie-
ren®&838220  7ydem werden auch im adulten Gehirn, stetig neue Spines gebildet und ab-
gebaut2222324 Dijese kinetischen Verdnderungen werden als strukturelle Plastizitit den-
dritischer Spines bezeichnet. Aufgrund ihrer strukturellen Plastizitdt, welche im Folgenden
weiter erlautert wird, wird den Spines eine wichtige Rolle beim zelluldren Prozess des Ler-
nens sowie bei der Langzeitspeicherung von Informationen zugeschrieben. Die anhand ih-
rer Morphologie unterschiedenen Spine-Arten ibernehmen im Prozess des Lernens und
der Gedachtnisbildung unterschiedliche Rollen. Es wird postuliert, dass die GroRRe des Spi-
ne-Kopfes im engen Zusammenhang mit der GroRe der PSD*4 sowie der Anzahl der Glut-
amat-Rezeptoren steht®>2827_ Spines mit groRen Kopfen, wie pilzformige und untersetzte
Spines, sind dadurch befihig starke synaptischen Verbindungen auszubilden2&84,

Diinne Spines verdandern ihre anatomische Gestalt mit Hilfe ihres flexiblen Aktin-Zytoske-
letts dagegen stetig. lhre weniger ausgepragte PSD weist darliber hinaus eine geringere

Anzahl von Glutamat-Rezeptoren auf2>2=

. Ihre synaptischen Verbindungen sind deshalb
schwacher und unbestandiger. Deshalb ibernehmen diinne Spines und auch Filopodien
vor allem wahrend der postnatalen Entwicklung, beim Ausbau des neuronalen Netzwer-
kes, eine entscheidende Rolle. Durch kontinuierliches VorstoRen und Zuriickziehen ihres

Zytoskeletts tasten sie ihre Umgebung nach potentiellen aktiven Axonen ab um mit ihnen
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eine synaptische Verbindungen einzugehen und dadurch ihre PSD auszubauen oder zu ei-
nem vollwertigen Spine mit PSD heranzureifen®®2!, Auch im adulten Gehirn zeichnen sich
Spines durch eine hohe strukturelle Plastizitdt aus. Dabei handelt es sich teilweise um ,,in-

trinsische Fluktuationen®?

, was spontane Vorgdnge bezeichnet die keine synaptische Ak-
tivitdt benotigen und deren genaue Funktionen noch nicht abschlieRend geklart sind. Die
meisten dynamischen, morphologischen Veranderung der Spines werden allerdings durch
synaptische Aktivitit gesteuert®3.

Donald Hebb postulierte 1949 das Prinzip der synaptischen Plastizitdt, welches besagt,
dass Synapsen veranderbar sind und je ofter zwei Neurone gleichzeitig aktiv sind, desto
effizienter und stirker wiirde ihre wechselseitige synaptische Verbindung werden®3. Das
Hebb’sche Postulat konnte anschlieBend durch verschiedene Versuche belegt werden. Es
wurde unter anderem gezeigt, dass die Induktion einer synaptischen Langzeit-Potenzierung
(engl.: long-term potentiation (LTP)), wobei die Prasynapse hochfrequent erregt wird, eine
Neubildung und damit eine Zunahme von Spines am Dendriten bewirkt®>282%45€ Zyudem
konnte gezeigt werden, dass durch ein lokalspezifisches LTP oder elektrische Stimulation
das Spine-Volumen in Minutenschnelle durch einen aktiven Umbau des Aktin-Zytoskeletts
um das Dreifache zunimmt22. Dabei wird ebenfalls die PSD des Spines vergroRert sowie
weitere AMPA-Rezeptoren eingebaut’%/1,

Im Gegensatz zur hochfrequenten Stimulation, konnte gezeigt werden, das eine niederfre-
guente Stimulation in einer synaptischen Langzeit-Depression (engl.: long-term depression
(LTD)) resultiert, was zu einer Schrumpfung?¥“2 bis hin zur Eliminierung dendritischer Spi-
nes fiihrt’>2€. Anderungen der synaptischen Aktivitat auf dem Level einzelner Prasynapsen
bewirkt somit, wie von Hebb postuliert, dauerhafte morphologische Veranderungen an ih-
ren Postsynapsen. Die urspriingliche GroRRe der Spines bestimmt dabei ob und in welchem
Ausmal die Starke der Synapse verandert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die synap-
tische Potenzierung eines grofRen Spines, wie den pilzférmigen Spines, nicht sehr effektiv

ist und sein Volumen héchstens fiir kurze Zeit vergroRert?

. Dlinne Spines zeigen hingegen
die Fahigkeit ihre VolumenvergrofRerung beizubehalten und somit permanent potenziert
zu bleiben’®. Da das Hebb‘sche Prinzip der synaptischen Plastizitit bis heute als Grundla-
ge fir das Verstandnis von Lernen und Gedachtnis gilt, wird weiter postuliert, dass diinne
Spines die flexiblen lernenden Spines sind, wohingegen die groRen pilzformigen Spines sta-
bilere synaptische Verbindungen eingehen und somit als erinnernde Spines gelten’?. Wie
bereits erwdahnt bewirken LTP-Stimulationen, unter anderem auch im adulten Gehirn, eine
Neubildung von Spines®2€, Diese neugebildeten Spines kdnnen, ohne filipodiale Vorstufe,
innerhalb von Minuten einen physikalischen Kontakt zu Prasynapsen ausbilden und dabei
innerhalb von 15 - 19 Stunden alle ultrastrukturellen Merkmale einer synaptischen Ver-
bindung entwickeln”2. Durch Intravitaluntersuchungen konnte mittels der in vivo 2-Photo-
nen Mikroskopie in Kombination mit der Generierung transgener Mauslinien, die neuronal
fluoreszierende Molekiile exprimieren, gezeigt werden, dass neugebildete Spines unter-
schiedliche Lebensdauern aufweisen’&?/, Neugebildete Spines mit einer Lebensdauer von
weniger als acht Tagen werden als transiente Spines bezeichnet, wahrend persistente Spi-
nes mindestens acht Tage existieren, aber meist auch nach dieser Zeit stabil bleiben und
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alle Merkmale einer funktionellen Synapse ausbilden®®”€. Im adulten Gehirn sind je nach
Gehirnregion 70 % der Spines persistent’%7=,

Mittels der in vivo 2-Photonen Mikroskopie konnte zudem der Einfluss spezifischer Lernauf-
gaben auf die strukturelle Plastizitat dendritischer Spines untersucht werden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass das Erlernen bestimmter Greiflibungen oder das Balancieren auf ei-
nem rotierenden Zylinder zur schnellen Neubildung von Spines im murinen Motorkortex
fiihrt, wobei der Lernerfolg mit der Anzahl der neuen Spines korreliert®2. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass durch wiederholtes Training die Spines stabilisiert sowie die
neu erlernten Fahigkeiten erhalten bleiben®?. Eine Erhéhung der Spine- und Synapsendich-
te im Hippocampus sowie somatosensorischen Cortex wurde zudem unter einer reizan-
gereicherten Umgebung (engl. enriched enviroment), bei der eine erhéhte sensorische,
kognitive und motorische Stimulation der Versuchstiere erfolgt, beobachtet®%8128283,

Zur strukturellen Plastizitat von Axonen und ihren axonalen Boutons ist weniger bekannt.
Axonale Boutons werden generell in en passant Boutons entlang des Axons und in abzwei-
gende terminale Boutons unterteilt?d. Gezeigt wurde, dass die axonalen Verzweigungen
unter Kontrollbedingungen relativ stabil sind®4. Eine sensorische Manipulation kann aller-
dings zum Abbau oder zur Neubildung ganzer Axonbdume fiihren®>28, Eine elektrische oder
sensorische Stimulation der Boutons resultiert ebenfalls in einem Verlust oder Neubildung
dieser axonalen Strukturen®Z. Somit kénnen, neben den dendritischen Spines , die als phy-
sikalisches Korrelat fiir die Gedachtnisformation angesehen werden und deren Neuausbil-
dung und ihre Plastizitdt mit dem Erlernen neuer Fihigkeiten korreliert®29, auch struktu-
relle Veranderungen axonaler Boutons zur funktionalen Plastizitdt des neuronalen Netz-

werks beitragen.

1.1.6 Hippocampale Gedachtnisbildung

Das hippocampale Gedachtnissystem besteht aus der Hippocampusformation und der an-
grenzenden parahippocampalen Region und wird als deklaratives (explizites) Gedachtnis
bezeichnet. Dagegen wird das Hippocampus unabhangige, non-deklarative (implizites) Ge-
dachtnis abgegrenzt®®?1, Das deklarative Gedichtnis umfasst das Lernen von Fakten (se-
mantisches Gedéachtnis), Ereignissen (episodisches Gedachtnis) sowie das raumliche Ler-
nen und unterliegt der bewussten Kontrolle?22324, Der Prozess der Gedachtnisbildung wird
generell als ein dreistufiger Informationsverarbeitungsprozess beschrieben. Zunachst wer-
den neue Informationen aufgenommen und miissen dann erstmalig verarbeitet werden
(Enkodierung oder Lernphase). Beim deklarativen Gedéachtnis reicht dabei ein einmaliges
Lernen, um eine sogenannte Gedéachtnisspur im Hippocampus zu bilden. Der Enkodierung
folgt als zweite Teilphase die Konsolidierung (Speicherung), wobei die neu erworbenen und
zundchst noch labilen Gedachtnisinhalte gefestigt und damit weniger anfallig gegeniiber in-
terferierenden Informationen werden®2. Die letzte Stufe besteht aus der Wiedergabe der
zuvor enkodierten und konsolidierten Information und wird als Abruf bezeichnet. Bei der
Konsolidierung wird zum einem zwischen der lokalen bzw. zelluldren und der systemischen
Konsolidierung unterschieden®.
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Dabei stellt die synaptische Aktivitdt das Grundkonzept der zelluldren Konsolidierung dar
und bewirkt, wie im vorherigen Kapitel erldutert, eine Verstarkung (LTP) oder Schwachung
(LTD) synaptischer Verbindungen. Das neuronale Netzwerk wird durch diese molekularen
Vorgange morphologisch moduliert. Die systemische Konsolidierung erfolgt um einiges lang-
samer als die zelluldre Konsolidierung. Bei dem Prozess werden neue Informationen all-
mahlich, durch wiederholte Informationstransfers, vom Hippocampus in bestehende neo-
kortikale Netzwerke integriert und so der Langzeitspeicherung zugefiihrt?? (siehe Kapitel
f.1.7)). Es wird daher angenommen, dass der Hippocampus als eine Art Zwischenspeicher
fungiert, der Informationen schnell aufnehmen kann und diese nach der Verarbeitung an
weitere Bereiche der GroBhirnrinde weiterleitet??,

Unter Anwendung des Prinzips der systemischen Konsolidierung ist auch der Fall des Pa-
tienten H.M erkldrbar. Wie im Kapitel .7 bereits erwahnt, litt Patient H.M. an schweren
epileptischen Anfallen und wurde einer Operation unterzogen, bei der bilateral anteilig
der mediale Temporallappen sowie groRe Teile beider Hippocampi entfernt wurden. Nach
der Operation bildete H.M eine retrograde Amnesie aus. Ereignisse aus einem begrenz-
ten Zeitraum vor dem Eintritt der Schadigung konnten nicht mehr abgerufen werden. Alte-
re Ereignisse, die bereits neokortikal abgespeichert worden waren, konnte er jedoch kor-
rekt wiedergeben. Zudem litt er an einer anterograden Amnesie, wodurch neue Ereignisse
nicht mehr dem Cortex zugefiihrt werden konnten und deshalb nicht langfristig gespei-
chert wurden®%. In den folgenden Jahren wurden weitere Befunde eines temporalen Gra-
dienten der retrograden Amnesie nach hippocampaler Schadigung bei anderen Patienten
erhoben?22419C Bej Patienten mit neokortikalen Schidigungen sind dagegen insbesondere
Gedachtnisdefizite fiir Ereignisse aus frithen Lebensphasen beobachtet worden®!, Weite-
re Untersuchungen haben gezeigt, dass die Pyramidenzellen der CA1-Region zudem eine
wichtige Rolle beim Abfragen des kontextbezogenen Gedichtnisses einnehmen?® sowie

bei der Erkennung von neuen Umgebungseinfliissent03104,10

und sogenannte Ortszellen,
eine besondere Art der Pyramidenzellen, bei der raumlichen Lokalisation®®€,

Um die hippocampale Lern- und Gedachtnisspeicherung in Tiermodellen zu untersuchen
wird oft die nach Richard Morris benannte Methodik des Morris-Wasserlabyrinths (engl.
morris water maze (MWM)) verwendet. Dieser Test erlaubt die Beurteilung des hippo-
campusabhangigen rdumlichen oder ortsbezogenen Lernens und dem Referenzgedacht-
nissestO%1%8 Unter dem Referenzgedachtnis versteht man das Gedéachtnis, welches wah-
rend einer Tatigkeit erworben wurde und das fir allgemeine Prinzipien und Fertigkeiten,
welche fiir die Bewaltigung einer spezifischen Aufgaben bendétigt wird, abgerufen werden
kann. Um das Referenzgedachtnis zu testen wird ein Intervall von 24 Stunden nach der
letzten Trainingseinheit angesetzt. Dadurch wird gewahrleistet, dass nicht das Kurzzeitge-
dachtnis der letzten Trainingseinheit untersucht wird. Es gibt mehrere Erweiterungen des
MWM-Protokolls, um zusatzlich noch weitere Parameter wie unter anderem das raumli-
che Arbeitsgedachtnisses zu untersuchen. Zudem wurde gezeigt, dass ein Zusammenhang
zwischen der Leistung im MWM-Test und LTP sowie der NMDA-Rezeptorfunktion besteht,
sodass mittels des MWM-Test therapeutische Wirkstoffe sowie die Funktionalitdt des Neu-
rotransmitter-Systems untersucht werden konnent®22CL pie Testung wurde ebenfalls
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im Rahmen dieser Studie verwendet und der Versuchsaufbau ist im Kapitel genauer

erlautert.

1.1.7 Der Hippocampus im Kontext der Alzheimer Demenz

Im Krankheitsverlauf der Alzheimer Demenz (AD), deren Entstehung und neuropathologi-
schen Merkmale in den folgenden Kapiteln ndher beschrieben werden, manifestiert sich
im Hippocampus sehr frith ein Nervenzellverlust®2. Der Verlust von Neuronen und Syn-
apsen, der vorwiegend die pyramidalen Neuronen in der CAl-Region betrifft, kann be-
reits bis zu drei Jahre vor der Diagnose einer milden-kognitiven Stérung sowie sechs Jah-
re vor einer klinischen AD-Diagnose detektiert werden®%52, Dariiber hinaus korreliert der
hippocampale Neuronenverlust, der zudem zu einer Atrophie des Hippocampus fiihrt, im
Krankheitsverlauf mit den kognitiven Verdanderungen und Gedachtnisdefiziten bei AD-Pati-

entenl12113,114

, was die kritische Rolle des Hippocampus bei der Gedachtniskonsolidierung
unterstreicht. Der Volumenverlust, der sich aus der Atrophie des Hippocampus ergibt, dient
des Weiteren als Biomarker der friihen AD-Diagnose und kann mittels Magnetresonanzto-
mographie (MRT) erkannt werden®>1€ Dariiber hinaus wurde mittels MRT eine Vergro-
Rerung der lateralen Ventrikel des Hippocampus im friihen AD-Stadium beobachtet. Auf-
grund der wichtigen Rolle des Hippocampus bei der Gedachtniskonsolidierung sowie seiner
friihen Beeintrachtigung bei AD, stellt der Hippocampus eines der zentralen Hirnareale zur

Evaluierung von therapeutischen Ansatzen zur Behandlung der Alzheimer Demenz dar.

1.2 Die Alzheimer Demenz

Die neurodegenerative Krankheit wurde 1906 zum ersten Mal durch den Neuropathologen
Alois Alzheimer anhand seiner Patientin Auguste Deter beschrieben. Klinisch zeigte Auguste
Deter Symptome wie einen rapiden Gedachtnisverlust, Wahn und Halluzinationen. Zudem
verlor sie ihr Orientierungsvermoégen in Raum und Zeit. Post mortem wies ihr Gehirn eine
stark fortgeschrittene Atrophie, auffallende pathologische Neurofibrillen und ,,ungew6hn-
liche Ablagerungen in der Hirnrinde” auf. Seine Studie ,Uber eine eigenartige Erkrankung

der Hirnrinde“tL/

, gilt bis heute als Grundstein fiir das Verstandnis der 1910 nach ihm be-
nannten Krankheit Morbus Alzheimer oder auch Alzheimer Demenz.

Die Beobachtungen von Alois Alzheimer wurden in den nachsten Jahrzenten bestatigt. Die
durchschnittliche Verlaufsdauer der Krankheit betragt nach der Manifestierung erster klini-
scher Symptome sieben bis zehn Jahre, wobei der fortschreitende Verlust kognitiver Fahig-
keiten (iber den Verlust der Personlichkeit und der Unfahigkeit von alltaglichen Handlungen
bis hin zum Tod fiihrt*1€, Die von Alzheimer beschriebene Atrophie wird auf den massiven
Verlust von Nervenzellen, insbesondere im Hippocampus und im Cortex, zurtickgefiihrt!1&.
Die ,,ungewohnlichen Ablagerungen in der Hirnrinde” wurden als extrazelluldre Protein-
aggregate, die hauptsachlich aus dem Amyloid-beta (A3)42-Peptid bestehen und als Af3-
Plaques bezeichnet werden, charakterisiert!’3. Zudem wurde beobachtet, dass sich Ap-
Aggregate auch an BlutgefaRe anlagern, was als cerebrale Amyloidangiopathie bezeichnet

wird22,
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Bei den pathologischen Neurofibrillen wurde gezeigt, dass es sich um das hyperphospho-
rylierte und aggregierte Protein Tau handelt, dass sich zu intrazelluldren, neurofibrilldren
Biindeln (eng. neurofibrillary tangles, (NFT)) zusammenlagert'?!. Die NFT zeigen ein charak-
teristisches Verteilungsmuster im Gehirn von AD-Patienten, was nach Braak zur weiteren
Einteilung der AD-Stadien verwendet wurde?.

Der Hauptrisikofaktor fiir AD ist das Alter. Der symptomatische Verlauf der Krankheit setzt
bei den Betroffenen typischerweise ab 65 Jahren ein und wird als sporadische Alzheimer
Demenz (SAD) bezeichnet. Die Krankheitshaufigkeit verdoppelt sich ab diesem Alter unge-
fahr alle funf Jahre®22. Ein friihzeitiger Ausbruch der Krankheit wurde bei den selteneren
Fallen der autosomal-dominant vererbten familidren Alzheimer Demenz (FAD) beschrie-

123124 \wobei diese Form weniger als ein Prozent der Alzheimerfille ausmachti3, Als

127

ben
weitere Risikofaktoren gelten unter anderem Kopfverletzungen2® sowie Schlaganfille
Lebensgewohnheiten wie eine kognitive Auslastung, kérperliche Aktivitat, der Body-Mass-
Index, Alkoholkonsum und Rauchen sind ebenfalls mit dem Ausbruch von AD assoziiert12&123,
Die Wahrscheinlichkeit an der sporadischen Variante zu erkranken wird durch den Ein-
fluss bestimmter genetischer Faktoren erhoht. Eine Variante des Apolipoprotein E (ApoE)
steigert beispielsweise das Risiko an AD zu erkranken um das fiinfzehnfache2423€ |nsge-
samt wird der Einfluss genetischer Faktoren bei der sporadischen Form auf 60 bis 80 %
geschatzt®?,

Die Forschung ist sich einig, dass 10 - 20 Jahre vor den ersten klinischen Symptomen der
AD schon erste neuropathologische Verdanderungen in Form von A3- und Tau-Ablagerungen
auftreten®32. Neue Diagnoseverfahren, wie das bestimmen der Konzentration des Tau- und
AB-Proteins und anderer neurodegenerativer Biomarkern in der Cerebrospinalflissigkeit
(CSF) sowie neuronale Bildgebeverfahren, wie die Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
mit Radioliganden gegen A[3-Aggregate oder den Glukosemetabolismus, der die neuronale

t133

Aktivitat widerspiegelt=>2, erhdhen die Moglichkeit einer friihzeitigen Diagnose.

Die globale Relevanz der Alzheimer Demenz ist enorm. Laut dem Bericht des ,World Alz-

8“L34 erkrankt alle drei Sekunden ein Mensch weltweit an Alzheimer. Im

heimer Report 201
Jahr 2018 waren es knapp 50 Millionen Menschen. Diese Zahl wird sich bis 2050 laut dem
Report mehr als verdreifacht haben®3. Trotz der tiber 100 Jahre wihrenden Forschung ist
zurzeit weder ein praventiver noch kurativer Wirkstoff verfligbar und eine friihzeitige Dia-
gnose eher die Ausnahme. Die Notwendigkeit der Weiterentwicklung und der Forschung

nach neuen Therapieansatzen sowie Diagnoseverfahren ist deshalb unbestreitbar.

1.2.1 Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Die von John A. Hardy und Dennis J. Selkoe postulierte Amyloid-Kaskaden-Hypothese be-
schreibt die molekularen Ursachen sowie den Ablauf der pathologischen Vorgéange der AD.
Als initiales Ereignis wurde die Aggregation und Akkumulation des A342-Peptides identi-
fiziertt32136137 \wodurch es in den Fokus der heutigen therapeutischen Wirkstoffentwick-

lung geriickt ist. Das Af342-Protein wird durch die endoproteolytische Prozessierung des
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Amyloid-Vorlauferproteins (engl. amyloid precursor protein, (APP)) generiert. Dieser Vor-
gang ist in Kapitel ausfuhrlich beschrieben.
Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese wurde durch neue Forschungserkenntnisse stetig wei-

terentwickelt'3423% und postuliert fiir AD den in Abbildung § zusammengefassten Ablauf.
4 Verinderung des N /~ Oligomerisierung des Beeintrachtigung der
AB-MetaboIigsmus > AB42-Proteins. Erste >| synaptischen Funktion durch
AN Ablagerungen ) AB42-Oligomere
N2

4 "Oxidativer Stressund O\ /Progressive synaptische und\ Aktivierung von Mikroglia-
Veranderung der neuronalen [{ neuronale Schidigungen < und Astrozytenzellen.
\_ ionischen Homdostase AN ) Entstehung von AB-Plaques

/Aberrante Oligomerisierung\ 7~ Weitreichende neuronale \
& Hyperphosphorylierung |5 Fehlfunktion sowie Neuro- [5[ Demenz mit AB-Plague und
\_ des Tau-Proteins ) Qransmitterdeﬁzite & ZeIItod/ Neurofibrillen Pathologie

Abbildung 5: Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese. Verlauf der pathologischen Vorgdnge der Alzhei-
mer Demenz basierend auf der Amyloid-Kaskaden-Hypothese. Die Darstellung basiert
auf Hardy et al.133, sowie Haass et al.5.

Das zur Aggregation neigende, hydrophobe A[342-Peptid bildet Oligomere, welche die syn-
aptische Funktion storen. Seine weitere Aggregation zu A3-Fibrillen und schlieRlich die Ak-
kumulation zu AB3-Plaques |6st zudem eine intrinsische Immunreaktion aus, welche durch
die Aktivierung von Mikroglia- sowie Astrozytenzellen (siehe Kapitel [.2.6) gekennzeichnet
ist. Das eigentlich |6sliche Tau-Protein wird infolgedessen hyperphosphoryliert, was zur Oli-
gomerisierung bis hin zur Bildung unldslicher Tau-Aggregate in Neuronen fiihrt*4¢, Die Ap-
Ablagerungen sowie Tau-Aggregate und die erh6hte Immunreaktion der Mikroglia- und As-
trozytenzellen fihrt, laut der Amyloid-Kaskaden-Hypothese (siehe Abbildung F), im weite-
ren Verlauf zu einer Fehlfunktion sowie zu einem progressiven Verlust von Synapsen und

138132 und somit zu einem Abbau der kognitiven Leistung. Neben der Identifi-

115,141

Neuronen
zierung des A342-Peptides als den Hauptbestandteil von amyloiden Plaques , unter-
stitzte die Identifizierung des APP-Gens und seine Lokalisierung auf dem Chromosom 21
die Amyloid-Kaskaden-Hypothese®#2. Aufgrund einer weiteren Kopie des Chromosoms 21
beim Down-Syndrom ist ebenfalls auch das APP-Gen bei dieser Krankheit dreifach vorhan-
den (Trisonomie 21), was die Af342-Produktion malgeblich erhéht. Betroffene der Trisono-
mie 21 weisen A[3-Plaques bereits ab einem Alter von 35 Jahren auf und entwickeln meist
eine Demenz ahnlich zur AD bis zum 55 Lebensjahrl*3144 Djese Observierungen unterstrei-
chen die zentrale Bedeutung der Akkumulation des AB42-Peptidsi3#443,

Des Weiteren wurden im Einklang mit der Amyloid-Kaskaden-Hypothese die ersten FAD as-
soziierten Mutationen in den Genen von APP entdeckt, die fiir die Schnittstellen der 3- und
y-Sekretase kodieren (siehe Kapitel [L.2.2). Dartiber hinaus wurden weitere Mutationen in
den Genen die fiir die katalytischen Untereinheiten der y-Sekretase (Prasenilin-1 (PS-1)
sowie Prasenilin-2 (PS-2)) kodieren beschrieben?#€14/ Diese Genmutationen bewirken ein
erhohtes Verhaltnis der A342/A[340-Peptidvarianten zu Gunsten des starker aggregieren-

den AR42-Peptidest#8124/143
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Weitere Studien zeigten allerdings, dass das A{3-Protein wahrend des normalen APP-Meta-
bolismus ein ganzes Leben lang produziert wird®=2%221 Zudem stellte sich heraus, dass das
aggregierte A342-Peptid in Form von A3-Plaques nur bedingt mit dem AusmalR des Verlus-
tes kognitiver Fahigkeiten von AD-Patienten korreliert22%122 Aufbauend auf diesen Befun-
den wurde anschlieBend das vorrangig toxische Potential in den |6slichen Ap42-Oligome-
ren vermutet und die Amyloid-Kaskaden-Hypothese dementsprechend angepasst3&132,
Darauffolgend konnte gezeigt werden, dass der Grad an vorhandenen, 16slichen A3-Oligo-
meren signifikant mit dem Grad des Verlustes der kognitiven Fahigkeiten in AD-Patienten
korreliert?23 154153

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass synthetisch sowie in vitro hergestellte Ap3-Oligomere
LTP inhibieren und das Lernvermégen in Ratten verschlechtern228:224158

Laut der Amyloid-Kaskaden-Hypothese wird die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins
und die Akkumulation von Tau-Aggregaten als Folge der Af3-Ablagerungen sowie der dar-
auffolgenden Immunreaktion gesehen. Es konnte gezeigt werden, dass Mutationen im Tau-
Gen zu AB-unabhadngigen neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Frontotemporalen
Demenz (engl. frontotemporal lobar degeneration, (FTLD)) fihren kénnen>2. Die Tau-Pa-
thologie dhnelt bei FTLD-Fallen der Tau-Pathologie in AD, jedoch ohne das Vorhandensein
von Af3-Plaques. Dies impliziert, dass die Tau-Pathologie an sich neurotoxisch ist, aber nicht
die ApB-Pathologie induzieren kannte&132,

Das die beiden Pathologien miteinander verkniipft sind zeigten weitere in vivo Studien.
Die genetische Deletion des Tau-Proteins kompensierte die AR-induzierten Schadigungen
wie LTP-Minderung, Lerndefizite sowie Synapsen- und Nervenzelluntergangte?162163 Ej.
ne kombinierte Uberexpression von mutierten humanen APP und Tau resultierte dagegen
in einer verstarkten Tau-Pathologie im Vergleich zur alleinigen Uberexpression von Taut®d,
was die Amyloid-Kaskaden-Hypothese weiter bestatigte. Die molekularen Wechselwirkun-
gen der Tau- und Af3-Pathologie in AD sind weiterhin Gegenstand intensiver Forschung. lhre
Untersuchung stellt jedoch eine Herausforderung dar, da viele der traditionell generierten
transgenen AD-Mausmodelle entweder eine pathologische Variante des Tau-Protein expri-
mieren oder pathologische A3-Ablagerungen zeigen.

In den folgenden Kapiteln werden die molekularen Prozesse und die pathologischen Ver-
anderungen, die laut der Amyloid-Kaskaden-Hypothese schlussendlich zur AD-Pathologie

fiihren, tiefergehend betrachtet.

1.2.2 Das Vorlauferprotein APP und seine Prozessierung

APP ist ein Typ-l orientiertes Transmembranprotein, dass zusammen mit den beiden Homo-
logen APLP1 und APLP2 (engl. fir amyloid precursor like protein 1/2) die APP-Proteinfami-
lie2e>188 pildet. Es existieren mehrere Isoformen von APP, wobei die 695-Aminoséduren (AS)
lange Variante vorwiegend im Gehirn und dort hauptsachlich in den Synapsen der Neurone
exprimiert wirdt®%16& App besteht aus einer membrandurchspannenden mittleren Domé-
ne sowie aus einem grolRen extrazelluldren, glykosylierten N-Terminus und einem kirze-
ren, intrazelluldren C-Terminus. Auch wenn die normalen physiologischen Funktionen von
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APP noch nicht abschlieBend geklart sind, konnte gezeigt werden, dass APP als Regulator
fir die synaptische Stabilisierung und Reparaturt®®, den anterograden neuronalen Trans-
port:’8 sowie fiir den Eisenexportt’? fungiert. Ein weiteres Indiz fiir eine synaptische Funk-
tion zeigten Studien in APP-defizienten Mausmodellen, bei denen eine verringerte Dichte
dendritischer Spines gemessen wurdel’212€ Zudem wird APP eine Rolle beim Aufbau des

173174 sowie im Prozess des Lernens und

neuronalen Netzwerkes wahrend der Entwicklung
der Gedichtnissformation zugesprochen’2,

APP wird auf zwei verschiedenen Wegen proteolytisch prozessiert. Dabei unterscheidet
man zwischen dem amyloidogenen Weg, bei dem A3 generiert wird, sowie dem nicht-
amyloidogenen Weg (siehe Abbildung B). Bei dem nicht-amyloidogenen Weg wird APP zu-
nachst durch die «-Sekretase prozessiert. Dies flihrt zur Sekretion der 16slichen, extrazel-
luldren sAPPx-Ektodomane sowie zur Entstehung des 83-AS langen, membranstdndigen
C-terminalen APP Fragment (x-CTF)%’€. Die anschlieRende Spaltung des «-CTF durch die
v-Sekretase resultiert wiederum in der Freisetzung der APP-intrazellularen Domane (engl.
APP intracellular domain (AICD)) sowie des Peptid3 (P3)1/41/& Beim amyloidogenen Weg
wird APP zunéachst von der 3-Sekretase BACE1 (beta-site APP-cleaving enzyme 1) im Endo-
som prozessiert’®. Bei dieser Prozessierung wird ein Teil der Ektodoméne von APP (APPsf3)
in den extrazelluldaren Raum entlassen. Es entsteht das membranstdandige, C-terminale Frag-
ment ([3-CTF oder C99). C99 wird an verschiedenen Stellen weiter von der y-Sekretase ge-
spalten, woraufhin Fragmente mit Aminosaurelangen von 43,45,46, 48, 49 und 51 entste-
hent®d, Diese Fragmente werden weiter prozessiert und es entstehen unter anderem die
finalen ApB-Varianten AB40 und AR4218%182 7yudem wird, wie bei der Spaltung durch die o-
Sekretase, AICD intrazellular freigesetzt2’>183_ Fiir AICD wurde gezeigt, dass es zum Nukleus
wandert, wo es unter anderem die Expression von apoptotischen Genen reguliert®’€. Der
v-Sekretasen Komplex umfasst eine hufeisenférmige, transmembrane Domaéane die aus 19-
Transmembransegmenten (TM) besteht und eine, iber dem Hohlraum des TM-Hufeisens
angesiedelten, extrazelluldre Domane der Nikastrin-Untereinheit®4, Insgesamt besteht der
v-Sekretasen Komplex aus vier Proteinen: PS-1 sowie PS-2, Nikastrin, Aph-1 (engl. fir an-
terior pharynx defective 1) sowie dem Prasenilin-Verstarker-2 (PEN-2). PS-2 und PS-2 bil-
den dabei das katalytische Zentrum der y-Sekretase®®>1€ ynd Nikastrin, PEN-2 und Aph-1
modulieren im Gesamten die enzymatische Aktivitdt indem sie auf physiologische Stimuli

reagierent8//L8€,
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P3 SAPPa APP SAPPB AB
Extra-
y-Sekretase o-Sekretase B-Sekretase y-Sekretase zellular

Intra-
zellular
AICD ~ (AICD

Abbildung 6: Sequenzielle Spaltung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins (APP). Bei der nicht-amyloiden
Prozessierung von APP (linke Seite der Abbildung) erfolgt die Spaltung des Amylo-
id-Vorlauferproteins durch die «-Sekretase innerhalb der Sequenz des Ap3-Peptides.
Beim amyloidogenen Weg (rechte Seite der Abbildung) wird APP von der (3-Sekreta-
se auBerhalb des AP-Peptides gespalten, sodass nach der anschlieBenden Spaltung
durch die y-Sekretase das zuvor membranstandige AR-Peptid in den extrazelluldren
Raum entlassen wird.

1.2.3 Losliches AP

AP wird nach seiner Abspaltung von APP durch die 3- und ~y-sekretase durch Exozyto-
se in den extrazelluldren Raum entlassen, wo es an verschiedene Rezeptoren bindet. Die
AB40-Variante gilt als neuroprotektiv und bildet mit einem Anteil von etwa 90 % des ge-
samt sekretiertem A die Hauptvariante im Gehirn18S,190191 AB42 wird physiologisch zu
einem sehr geringen Anteil sekretiert, neigt zur Aggregation und bildet den Hauptbestand-
teil der Af3-Plaques. Neben extrazellularem A3 wurde auch die intrazelluldre Bildung von
A und dessen Akkumulation im ER sowie im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) gezeigt@'@.
Posttranslational erfahrt das Af3-Protein zudem einige Modifikationen, wie Nitrierung oder
Pyroglutaminylierung. Es wurde postuliert, dass diese essentiell fir die Aggregierungsaffi-
nitdt des Af3-Proteins und damit vermutlich fir seine vermittelte Toxizitat verantwortlich
sindt6L194 Bej synaptischer Aktivitat wird A3 physiologisch in geringen Dosen ausgeschiit-
tet, was fiir das Uberleben von Neuronen notwendig und férderlich fiir die synaptische
Plastizitat ist195 196,197,198 A spielt zudem eine wichtige Rolle beim Abbau von Synapsen@
und bei der Stimulierung der Neurogenese im Hippocampus wahrend der Gehirnentwick-
Iung. Zur Aufklarung der physiologischen Rollen von A3 wurden bisher vorwiegend |6s-
liche AB-Monomere verwendet204202,

Die physiologische Rolle der Af3-Oligomere ist dagegen noch weitestgehend ungeklart (sie-
he Kapitel £.2.7)). AB-Oligomere konnten in hohen Konzentrationen aus den Gehirnen von
AD-Patienten isoliert werden, wobei ihre Konzentration signifikant mit dem Grad des Ver-
lustes der kognitiven Fahigkeiten der Betroffenen korrelierte 3154055 7ydem konnte ge-
zeigt werden, dass Af3-Oligomere in AD-Patienten eine hohe Bindungsaffinitat gegeniiber
Synapsen aufweisen293204 pje Gruppe der Af3-Oligomere ist sehr heterogen und umfasst
AB-Aggregationen zwischen 3 - 50 Af3-Untereinheiten, die wie AB-Fibrillen einen hohen
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Anteil an (3-Faltblattern aufweisen. Diese bilden sich an den Aminosaureresten 24 - 28
durch B-Wendungen?%, Synthetische Ap-Oligomere sind unter anderem kleine ADDL (engl.
fiir Ap-derivated diffusible ligands). Sie sind nicht fibrillar aber gelten als neurotoxisch nach-
dem gezeigt wurde, dass sie LTP inhibieren und Zelltod auslésen kénnen2%,

Es konnte zudem gezeigt werden, dass Af3-Oligomere Modifikationen an der Struktur von
Synapsen bewirken und dadurch ihre Funktionalitit stark beeintrachtigen22%208202 page-
gen konnte eine Restriktion der Bildung von A3-Oligomeren, in APP-transgenen Mausmo-
dellen, die Degeneration von Synapsen hemmen und somit Beeintrachtigungen in der Ge-
dichtnisbildung entgegenwirken, ohne dass Anderungen bei der Af3-Plaquedichte sowie
Volumen festgestellt wurden?i8, Es wird auch die These postuliert, dass die AB-Plaquebil-
dung an sich insofern protektiv ist, als dass es das Level von freien, toxischen A3-Oligome-
ren senkt?i!,

Wie genau Af3-Oligomere an neuronale Strukturen binden und diese beeintrachtigen ist
noch nicht abschlieBend gekldrt?22. In den letzten Jahren wurden jedoch einige Proteine
identifiziert, unter anderem Glutamatrezeptoren wie AMPA und mGIuR5 (metabotroper
Glutamatrezeptor5), das zelluldre Prion Protein (PrP®), Frizzled-Rezeptoren und Adhésions-
proteine der Neuroligin-Familie?1321421521€ "dje 3]s Rezeptoren fiir AB-Oligomere an der
neuronalen Plasmamembran fungieren kénnten. Von einigen Molekiilen wie PrP¢, Neuro-
ligin und Frizzled, konnte gezeigt werden, dass sie direkt mit A3-Oligomeren interagieren
und das deren genetische Deletion die Bindungsaffinitat von Af3-Oligomeren an neuronalen
Strukturen reduzieren konnte, wodurch neuronale Schadigungen eingeddmmt wurden?i2,
Fir A3-Oligomere die an Neuronen gebunden waren konnte gezeigt werden, dass sie eine
Vielzahl von aberranten Signalwegen auslosen. Hierzu zdhlen unter anderem ein gestor-

217,218

ter Ca®*-Signalweg , oxidativer Stress?2, Tau-Hyperphosphorylierung??®, Abbau von

AMPA-22 und NMDA-Rezeptoren?2%2%€ an Synapsen , erhéhte D-Serin Werte?23, ein be-

eintrachtigter axonaler Transport224:223

776,227

sowie eine erhohte Glutamatfreigabe an der Pra-
synapse
Erste Studien zur physiologischen Rolle von A3-Oligomeren legen jedoch nahe, dass piko-
molare Konzentrationen von Af342-Monomeren sowie Oligomeren férderlich fir die Ge-
dachtnisbildung sein kdnnten. Es konnte gezeigt werden, dass bei der Zugabe von natirlich
im Gehirn vorkommenden pikomolaren Konzentrationen von A342-Monomeren/Oligome-

196

ren das LTP gesteigert werden konnte===, wohingegen erst hohe nanomolare Konzentratio-

nen die synaptische Plastizitdt beeintrachtigten, indem LTP reduziert wurde. Hohe Konzen-
trationen von AB-Oligomeren fiihrten zudem zu einem Untergang von Neuronent26:206,.223
Die physiologische Rolle der Ap3-Oligomere muss im Hinblick auf therapeutische Ansatze
jedoch noch weiter untersucht werden®3€. Zudem werden AB-Oligomere bei der fortge-
schrittenen AD-Pathologie vor allem im Umkreis von A3-Plaques, die aus fibrillaren, unlos-
lichen AP3-Aggregaten bestehen, gefunden, wodurch ein Zusammenspiel zwischen diesen
beiden Af3-Formen in der AD-Pathologie im Hinblick auf therapeutische Ansétze nicht ver-

nachlassigt werden sollte®=€,
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1.2.4 Aggregation des Af3-Peptides - extrazellulare Plaquebildung

Extrazelluldre Af3-Plaques weisen eine spharische Morphologie sowie eine pordse Struk-

r228

tu auf und bestehen, wie im Kapitel beschrieben, aus aggregierten A{3-Prote-

inen. Diese liegen in Form von Af3-Oligomeren sowie unléslichen AB-Fibrillen vor22%293,
wobei die aggregierten AR-Fibrillen eine sehr dicht gepackte, parallele (3-Faltblattstruktur
aufweisen. AB-Fibrillen stellen den Endpunkt eines komplexen Aggregationsprozesses dar,
der verschiedene Zwischenprodukte beinhaltet, wie Af3-Dimere, A3-Oligomere, Af3-Glo-
bulomere und AB-Protofibrillen?38. Eine Polymerisation zu A3-Fibrillen ist nur oberhalb
einer kritischen Mindestkonzentration an A3-Monomeren moglich, die zunachst einen so-
genannten Aggregationskeim bilden miissen?3%232 Die weitere Polymerisation des Aggre-
gationskeimes zu AP-Fibrillen ist thermodynamisch vorteilhaft, weshalb eine exponentiel-
le Wachstumsphase der A[3-Plaques folgt. Es wurde weiter beobachtet, dass sich Af3-Pro-
teine in dieser Phase mit einer sehr viel héheren Wahrscheinlichkeit an schon bestehen-
de Plaques anlagern, anstatt neue Af3-Plaques zu bilden. Sobald ein thermodynamisches
Gleichgewicht erreicht wird, stagniert auch das Wachstum des Ap-Plaques®33. Es konnte
zudem gezeigt werden, dass sich neue Af3-Plaques mit einer hohen Wahrscheinlichkeit im
Umkreis von schon bestehenden A-Plaques bilden%33234,

ApB-Fibrillen kdnnen durch Elektronenmikroskopie aber auch mittels Fluoreszenzfarbstof-
fen, welche sich zwischen die [3-Faltblattstrukturen einlagern kénnen, wie Thioflavin S oder
Methoxy-X4, in der Lichtmikroskopie sichtbar gemacht werden?3223623¢_ Aufgrund der Form
der AB-Plaques, die einen Durchmesser von bis zu 200 um erreichen kénnen?3?, unter-
scheidet man grob zwischen cored-Plaques, neuritischen Plaques und den diffusen Plaques.
Cored-Plaques weisen einen verdichteten Kern bestehend aus AR-Fibrillen auf sowie ei-
ner aulleren, etwas diffuseren Mantelschicht. Neuritische Plaques sind von geschwolle-
nen, dystrophen Axonen und Dendriten umgeben?3&232_ Zudem ist in ihrer Umgebung eine
stets erhohte Inflammation in Form von aktivierten Mikroglia- und Astrozytenzellen zu be-
obachten. Diffuse Plaques formen keinen dichtgepackten, aus AB-Fibrillen bestehenden
Kern und besitzen keine klaren Begrenzungen. lhre Ap-Aggregate sind im Plaque gleich-
maRig verteilt?32 und kdnnen nur durch Immunfirbungen gegen das A(3-Peptid detektiert
werden?3€, Diffuse Plaques wurden auch in kognitiv unbeeintrichtigten, dlteren Menschen
gefundenZ®C,

Die Ausbreitung der A[3-Plagques in der AD-Pathologie unterliegt einem raumlich sowie zeit-
lich definierten Verlauf, welcher sich in finf Phasen einteilen ldsst: Zunachst lassen sich
Plaques im Isokortex feststellen (Phase 1), dann im entorhinalen Cortex und Hippocam-
pus (Phase 2), gefolgt vom Striatum und Zwischenhirn (Phase 3) sowie den verschiedenen
Kernen des Stammbhirns (Phase 4). In der letzten Phase (Phase 5) werden A3-Plaques im
Kleinhirn detektiert?4L,



20 Einleitung

1.2.5 Effekt von unphysiologischen A{3-Konzentrationen auf die dendritische
Spine-Plastizitat

Die neuronale Aktivitat bewirkt eine Ausschittung physiologischer Konzentrationen des
AB-Peptidest®>12€ zZudem konnte gezeigt werden, dass das ausgeschiittete Af3 die neu-
ronale Aktivitdt im Anschluss wieder senkt, weshalb man Af3 die Rolle eines negativen
Feedback-Regulators im Prozess der synaptischen Plastizitit zuspricht®2/. Hohe unphysio-
logische Konzentrationen und Uberproduktion von A3 an Dendriten und Axonen redu-
zieren allerdings signifikant die Plastizitat ihrer Synapsen, was schlieRlich zu deren Un-
tergang fiihrt128296.223.208 Dahej beginnt die Degeneration von Synapsen auf dem Level
dendritischer Spines, die maRgeblich an der Gedachtnisbildung beteiligt sind (siehe Kapitel
[.1.4)/0 242243,

Wahrend des pathologischen Verlaufs von AD wurden in Patienten sowie in transgenen

744 045,048,047

Mausmodellen ein signifikanter Riickgang in der Spine-Dichte sowie in der Kon-

zentration von Molekilen und Proteinen die maligeblich bei der Signalweiterleitung am

d?48242 yerzeichnet. Dabei ist eine Reduktion der Spine-Dichte sowie

Spine involviert sin
der Spine-Plastizitat aufgrund von dimorphen Neuriten in der direkten Umgebung zum Af3-
Plaque am ausgepragtesten®29221_ Ein Riickgang in der Spine-Dichte ist schon vor den ers-
ten klinischen Symptomen der Krankheit Alzheimer zu beobachten?€. Als mégliche Ursa-
che werden, wie im Kapitel dargestellt, unnatiirlich hohe Konzentrationen von Af3-

208,136 sowie zu

Oligomeren vermutet die unter anderem LTP hemmen und LTD induzieren
Abnormalititen in der Struktur und Komposition von Spines fiihren??’, Dies fiihrt im AD-
Krankheitsverlauf zu einer Zerstdorung synaptischer Verknipfungen und damit zu dauer-
haften kognitiven Defiziten?22. Der Untergang von Spines korreliert zudem signifikant mit
dem MaR der kognitiven Verschlechterung in AD-Patienten®22. Der molekulare Mechanis-
mus, der den Abbau von Spines durch hohe Konzentrationen von A3-Oligomeren bewirkt,
konnte allerdings noch nicht vollstandig nachvollzogen werden. Wie im Kapitel er-
ldutert, konnte gezeigt werden, dass Af3-Oligomere an der PSD von einem Spine binden
und dadurch eine Signalkaskade auslosen, die zu einer Dysfunktion und schlieBlich zu ei-
nem Abbau der PSD und schlussendlich der Synapse fiihrt2%3. Durch die Bindung von AR
an NMDA-Rezeptoren wird unter anderem die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors
CREB (engl. fiir cAMP response element-binding protein) beeintrichtigt?>? sowie eine un-
natirliche Expression von Arc (engl. fir activity-regulated cytoskeleton-associated prote-
in) ausgel6st. Arc ist ein Zytoskelett assoziiertes Protein, welches die Internalisierung von
AMPA-Rezeptoren aus der neuronalen Zellmembran reguliert?24, Dies fiihrt zu einem gra-
vierenden Verlust von NMDA- und APMA-Rezeptoren an der Spine-Oberfliche?%’. Zudem
wird auch die Produktion des Rezeptors Ephrin-B2 (EphB2) an der Membranoberflache des
Spines durch die Bindung von A3-Oligomeren signifikant reduziert. Da die extrazellularen
Domanen des EphB2- und des NMDA-Rezeptors, der eine Hauptfunktion in LTP-Induktion
ausiibt?23, in Verbindung stehen, wird dem EphB2-Rezeptor ebenfalls eine wichtige Rolle

in der synaptischen Plastizitat zugesprochen®28,
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Der gesamte Mechanismus der im Verlauf der AD zu einer abnormalen synaptischen Plas-
tizitdat und Beeinflussung der Spine-Morphologie fiihrt, ist noch nicht vollstandig geklart.
Die Beeintrachtigung der Spine-Plastizitat zu verhindern ware ein grolRer Schritt bei der Be-

handlung von neurodegenerativen Erkrankungen.

1.2.6 Mikrogliazellen - Aktivierung und Funktion in AD

Mikrogliazellen sind die ortsstindigen Makrophagen des zentralen NervensystemsZ2/, Sie
kommen in grofRer Anzahl im Gehirn sowie Riickenmark vor, wobei Ihr Anteil von 5% im
Cortex bis zu 12 % im corpus callosum variiert>>¢, Auf neuronale Schadigungen reagieren
die Zellen mit erhohter Proliferation und Wanderung zur Schadigungsstelle?22268. Zudem
sind Mikrogliazellen an der Erneuerung neuronaler Netzwerke und der synaptischen Ver-
schaltung im adulten Alter sowie wahrend der Entwicklung des Gehirnes beteiligt, indem
sie unter anderem inaktive Synapsen phagozytieren. Gleichzeitig schiitzen Mikrogliazellen
aktive Synapsen und filhren Reparaturprozesse durch?6%262,263,264,263,26€ Fine Besonder-
heit von Mikrogliazellen ist es, dass sie sich durch Proliferation aus der eigenen Zellreihe
erneuern kdnnen28%258,

Ruhende Mikrogliazellen tasten mit ihren freibeweglichen Prozessen das umliegende Ge-
webe nach potentiellen Pathogenen und apoptotischen Zellen ab?%2, um diese zu phagozy-
tieren?’Y, Zudem reagieren Mikrogliazellen auf Signale die bei Gewebsschadigungen ausge-
schittet werden, wie extrazellulares Calcium oder Adenosintriphosphat (ATP). Sie wandern

271272 ynd proliferieren dabei von einer ruhenden zu einer

dabei zum Ort der Schadigung
aktiven Zelle2”3. Die Detektion der pathologischen Signale erfolgt (iber spezifische Rezepto-
ren, welche pathogenassoziierte molekulare Marker (engl. pathogen-associated molecular
patterns, (PAMPs)) oder schadenassoziierte molekulare Marker (engl. damage-associated
molecular patterns, (DAMPs)) erkennen. Die vom Gewebe oder der Nachbarzelle aus ge-
sendeten Signale bewirken verschiedene Arten der Proliferation der Mikrogliazelle, sodass
sie als aktivierte Zelle verschiedene Funktionen erfiillen kann?’3. Der Unterteilung bei Ma-
krophagen entsprechend wurden bei aktivierten Mikrogliazellen urspriinglich zwei unter-
schiedliche Aktivitatsstadien unterschieden. Diese wurden bei Makrophagen als M1- und
M2-Stadium sowie bei Mikrogliazellen als M1-dhnliches sowie M2-ahnliches Stadium be-
zeichnet?’4273, Beim M1-ahnlichen Stadium Gbernehmen Mikrogliazellen wie Makropha-
gen eine pro-inflammatorische und im M2-3ahnlichen Stadium eine anti-inflammatorische
Funktion. Eine strikte Abgrenzung der Stadien durch Transkriptomanalysen bei Mikroglia-
zellen scheiterte allerdings?’2. Es wurden stattdessen weitere Aktivierungszustinde defi-
niert, was eine Erweiterung des M2-adhnlichen Stadiums um die Stadien M2a, M2b und
M2c zu Folge hatte. Zellen im M2a und M2c Stadium unterstiitzen die Heilung des gescha-
digten Gewebes, wohingegen Zellen des M2c Stadiums pro- und anti-inflammatorische
Funktionen {ibernehmen?’8274 Zudem konnte gezeigt werden, dass Mikrogliazellen und
Makrophagen zwischen den Stadien wechseln kénnen und so pro- und anti-inflammatori-
sche Funktionen ausiiben kdnnen2/&272280281 " 1p yjyo Studien konnten belegen, dass Mi-
krogliazellen ebenfalls durch Af3-Ablagerungen aktiviert werden und aktiv zum Af3-Plaque
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hinwandern, wobei sie ihr Soma zum A{3-Plaque hin ausrichten?®2. Diese Wanderung ge-
schieht innerhalb von ein bis zwei Tagen sobald ein neuer ApB-Plaque gebildet wurde?82:283,
Am A[3-Plaque sind Mikrogliazellen in der Lage 16sliche Af3-Oligomere und teilweise fibril-
lares A3 durch Rezeptoren an der Zelloberflache wie z.B. SCARA1 (engl. scavenger receptor
class A-member-1), CD36 (engl. cluster of differentiation, (CD)), CD14, x631-Integrin sowie
Toll-dhnlichen Rezeptoren (engl. toll-like receptor, (TLR)) wie TLR2, TLR4, TLR6 und TLR9, zu
binden und die Phagozytose einzuleiten28428328€ Dje Degeneration erfolgt in den Mikro-
gliazellen Uber extrazelluldre Proteasen wie Neprilysin und Insulin-abbauende Enzyme.
Das Mikrogliazellen in AD eine wichtige Rolle spielen wird dadurch unterstrichen, dass eini-
ge Mutationen in ihren Genen, deren Produkte fiir die Funktion mikroglialer Zellen erheb-
lich sind, beschrieben wurden, die das AD-Risiko deutlich steigern. Unter anderem zahlen
dazu die Mutation der extrazelluliren Doméne des TREM2 (engl. triggering receptor ex-
pressed on myeloid cells-2)-Rezeptors der Mikrogliazellen der Phospholipide, apoptotische
Zellen und Lipoproteine erkennt28%288282,230291 Dapej bewirkt die Mutation eines Argi-
nine-zu-Histidin Austausches an der Position 47 (R47H) oder 62 (R62H), dass Phospholi-
pid-Liganden schlechter gebunden werden?21288292.283 Eine weitere Mutation im Gen des
Oberflachenrezeptors CD33 der Mikrogliazellen, bewirkt eine Reduktion der AR-Phagozy-
tose und dadurch eine erhéhte AB-Ablagerung im neuronalen Gewebe?23,

Der enzymatische Abbau von AB-Fibrillen durch Mikrogliazellen steht noch im Diskurs. Ei-
nige Studien zeigen, dass fibrillires AR gegen den enzymatischen Abbau resistent ist128,
Dariber hinaus wurde eine dreifach erhdhte Verlustrate von Plaque-assoziierten Mikroglia-
zellen im Vergleich zu nicht-Plaque-assoziierten festgestellt, wobei die Bildungsrate abseits
sowie am Plaque konstant blieb??. In der Peripherie, also abseits von A3-Ablagerungen,
wurden im transgenen AD-Mausmodell eine signifikant reduzierte Anzahl von Mikrogliazel-
len gegeniiber Wildtyptieren, die keine Ap-Plaques aufweisen, beobachtet?>2. Diese Unter-
suchungen zeigten somit, dass die Akkumulation und Aggregation des Af342-Peptides nicht
zu einer erhéhten Bildungsrate von Mikrogliazellen fihrt, sondern nur eine Abwanderung
von Mikrogliazellen aus der Peripherie hin zu AB-Plaques bewirkt?22,

Zudem wurde festgestellt, dass bei der sporadischen AD die Rezeptoren welche die Phago-
zytose einleiten auf der Zelloberflache der Mikrogliazellen herunterreguliert sind, wodurch
ebenfalls der Abbau von AP reduziert wird?28. AuBerdem zeichnen sich Plaque-assoziierte
Mikrogliazellen durch eine verringerte Mobilitit ihrer Prozesse aus?2/.

Nach diesen Beobachtungen wurde die Hypothese postuliert, dass eine fortgeschrittene
A[-Pathologie mit einer ausgepragten fibrillaren A3-Last, welche nicht mehr ausreichend
phagozytiert werden kann, den Wechsel von Mikrogliazellen von dem zunéachst anti-in-
flammatorischen Zustand nach einer kurzen Aktivitdtsabnahme in den pro-inflammatori-
schen Zustand bewirkt?>€. Im fortgeschrittenen pro-inflammatorischen Zustand verstirken
aktivierte Mikrogliazellen allerdings die von A3-Plaques induzierte Neurotoxizitdt durch das
Generieren von reaktiven Sauerstoffverbindungen und Peroxinitrit. Dadurch wird die toxi-

sche Umgebung um den AB-Plaque noch erweitert?2=290,
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1.2.7 Neurofribrillire Biindel

Neurofibrillare Blindel (eng. neurofibrillary tangles, (NFT)) bestehen aus dem aggregier-
ten hyperphosphorylierten Tau-Protein und fithren in Neuronen zu toxischen Lasionen2%,
Das Tau-Protein gehort zu den Mikrotubuli-assoziierten Proteinen, reguliert die Stabilitat
des Zytoskeletts und beeinflusst dadurch den intrazellularen Transport. Bei AD herrscht
ein Ungleichgewicht in der Aktivitdt von Kinasen und Phosphatasen, wobei es zu einer
Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins kommt2%2. Zudem ist die Gesamtkonzentration
vom Tau-Protein bei Alzheimerpatienten um das Achtfache erhdht. Die unphysiologischen
Veranderungen des Tau-Proteins fiihren zu einer Destabilisierung sowie Depolymerisati-
on der Mikrotubuli und dadurch zu einer Beeintrachtigung des axonalen Transports und
der Neurotransmission2?32%  Die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins fiihrt weiter-
hin, wie vorhin erwahnt, zu einer Aggregation des Proteins. Es bildet kleine Ablagerungen,
sogenannte Préfibrillen, die schliefRlich Tau-Faltblattkonformationen in paarigen helikalen
Filamenten einnehmen®%3. Die paarigen helikalen Filamente lagern sich zu groRen Neurofi-
brillen zusammen und bewirken die toxischen Lasionen innerhalb des Neurons%3, Wie im
Kapitel bereits angesprochen, lasst sich anhand der Haufigkeit der NFT das Fortschrei-
ten der AD-Pathologie nach Braak in sechs Stadien einteilen. In Phase eins und zwei sind
vor allem Aggregate im trans-entorhinalen Cortex zu finden. Erst in Phase drei und vier
ist das lymbische System mit dem Hippocampus betroffen und in den Phasen fiinf sowie
sechs treten vermehrt NFT im Isocortex auf®2%, Diese Einteilung der Phasen erméglicht
eine bessere Abgrenzung zur normalen altersbedingten Tau-Aggregation bei nicht AD-Pati-

enten und zeichnet das Vorkommen von NFT deutlich als Anzeichen fir AD aus®tE.

1.3 Die 3-Sekretase BACE1

Wie in Kapitel beschrieben, stellt die Prozessierung durch die [3-Sekretase den ers-
ten sowie limitierenden Schritt in der proteolytischen Spaltung von APP und damit in der
AB-Produktion dar. Im Jahre 1999 wurde in Form von BACE1 (engl. 3-site APP cleaving
enzyme 1) erstmals eine humane transmembrane Aspartatprotease identifiziert, die allen
bekannten Charakteristika der 3-Sekretase entsprach29%208802810811 gaj BACEL handelt
es sich um ein Typ-1-Transmembranprotein welches aus insgesamt 501-AS besteht (siehe
Abbildung [7). Die zwei Aspartylmotive des aktiven Zentrums DTGS (AS 93-96) und DSGT (AS
289-292) befinden sich im luminalen Abschnitt der Protease und sind essenziell fir dessen
Proteaseaktivitat®%¢, Der transmembrane Abschnitt befindet sich zwischen den Aminoséu-
ren 461-477 und bewirkt, dass BACE1 nicht sekretiert wird und sich daher im TGN anrei-
chern kann21Y, Ein weiteres wichtiges Charakteristikum der Protease ist ihr katalytisches
Zentrum, das sich aus den Aminosaureresten 65-79 zusammensetzt. Das katalytische Zen-
trum der Sekretase ist auch die Bindestelle fir BACE1-Inhibitoren, siehe Kapitel [[.3.2°12.
Neben BACE1 wurde zudem eine zweite Aspartat-Endopeptidase identifiziert, die Sekre-
tase BACE2. BACE2 weist auf Aminosaureebene eine Homologie von tiber 60 % zu BACE1

auf213B14B813 st nach aktuellem Forschungsstand allerdings nicht in der Prozessierung von
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APP involviert®1€, Fiir BACE1 konnte dagegen gezeigt werden, dass eine Uberexpression der
Protease zur vermehrten APP-Prozessierung an der 3-Schnittstelle und somit zur erhdhten
Freisetzung des AP-Proteins fiihrt20881L802210 \yohingegen eine Reduktion der Expression
von BACE1 durch siRNA (engl. small interference ribonucleic acid) oder antisense RNA eine
verminderte Prozessierung von APP zur Folge hat22%21C Dariiber hinaus ergab die Analyse
embryonaler Fibroblasten-Zelllinien sowie neuronalen Zellen, gewonnen aus BACE1- defi-
zienten Mdausen, dass BACE1 vermutlich die einzige 3-Sekretase ist die APP prozessiert, da

in den isolierten Zellen kein APB-Peptid nachgewiesen werden konnte21/818813

Abbildung 7: Schematische Darstellung der [3-Sekretase BACE1l. Das membranstdndige Enzym
BACE1 vollfihrt den ersten und somit limitierenden Schritt bei der proteolytischen
Spaltung von APP und gilt dadurch als primares und direktes therapeutisches Ziel fiir
AD. Abbildung modifiziert von Nawrot et al.22%,

1.3.1 Lokalisation und Physiologische Funktionen der BACE1-Sekretase

BACE1 wird in fast allen Geweben am starksten aber im Gehirn und hier vor allem in Neuro-
nen exprimiert, wobei BACE1 hauptséchlich prasynaptisch lokalisiert ist®2¥210 Intrazellular
befindet sich die pH-abhangige Protease hauptsachlich im Golgi-Apparat und in den Endo-

311,307,80¢

somen , WO es bei einem pH-Wert zwischen 4,5-6,0 seine maximale katalytische

Aktivitit entfalten kann2%2. Als unreifes Vorlauferprotein wird BACE1 ins ER entlassen und
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erfahrt auf dem weiteren Weg Uber den Golgi-Apparat und das TGN zur Plasmamembran
sowie den Endosomen zahlreiche posttranslationale Modifikationen. Dabei ist die korrekte
Glykosylierung, ein Prozess der im ER anfangt und erst im TGN abgeschlossen wird, wichtig
fir die enzymatische Aktivitat von BACE1222224, Dje Palmitylierung von drei Cysteinen der
zytoplasmatischen Domane hat zudem Einfluss auf den Transport und die Lokalisation der
Sekretase®22, Dariiber hinaus wird die Pro-Doméne der Protease im Golgi-Apparat abge-

spalten2€

. Weitere posttranslationale Modifikationen sind unter anderem die Ausbildung
von drei Disulfidbriicken und die Phosphorylierung von Serin an der Aminosdure 48922332/,
Weitere Studien haben gezeigt, dass BACE1 aufgrund des sauren Milieus APP vorwiegend
in den Endosomen spaltet®2€216:2322,83C ynd das die Erhdhung des endosomalen pH-Wertes
die ApR-Produktion effektiv inhibiert®3!. Neben APP wurden fiir BACE1 noch weitere neuro-
nale Substrate identifiziert. Dazu gehoren unter anderem die APP-Homologen APLP1 und
APLP2 (eng. amyloid precursor-like proteins), die ebenfalls von der y-Sekretase geschnitten
werden®32233 D3 sie aber nicht die Sequenz fiir Ap tragen, geht man davon aus, dass sie
nicht zur AD-Pathologie beitragen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von BACE1 postnatal besonders hoch ist
und mit dem Alter abnimmt224. Wahrend der Ausbildung der Myelinschicht von Neuro-
nen wurde zudem eine hohe BACE1-Expression observiert®>32, In diesem Zusammenhang
wurde Neuregulin-1 (NRG1) als ein Substrat von BACE1 identifiziert®32234, NRG1 ist ein
wichtiges Protein das bei der Regulation der Myelinisierung von Neuronen des zentralen
sowie peripheren Nervensystems und bei der Bildung der Muskelspindeln involviert ist.
Die BACE1-defiziente Mauslinie weist deshalb unter anderem eine Hypomyelinisierung der

234833 sowie eine verminderte Muskelspindelbildung auf>3¢. NRG1 wird wie APP

Neurone
von einer «-, 3- und ~-Sekretase endoproteolytisch gespalten, um seine korrekte Funkti-
on ausliben zu kénnen. Ein weiteres immunologisch relevantes BACE1-Substrat ist der P-
Selektin-Glykoprotein-Ligand1 (PSG-L1). Dieser Ligand moduliert die Adhé&sion von Leuko-
zyten bei entziindlichen Reaktionen. Es konnte gezeigt werden, dass BACE1 neben BACE2
und ADAM10 (engl. a disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10) in
der Lage ist PSG-L1 zu spalten®3/. Weitere BACE1-Substrate sind die 3-Untereinheiten der
spannungsgesteuerten Natriumkanile, die eine putative BACE1-Spaltstelle enthalten®38,
Die [3-Untereinheiten erfiillen wichtige regulatorische Aufgaben fiir die Natriumkanéle, die
aus ein bis zwei -Untereinheiten und einer porenbildenden «-Untereinheit bestehen. Sie
spielen beispielsweise eine Rolle beim Transport der Kandle an die Plasmamembran und
deren dortiger Stabilisierung, was maRgeblich die Natriumkanaldichte an der Membran-
oberfliche beeinflusst®3>®. Neben der subzelluldren Lokalisation wirken B-Untereinheiten
auch modulatorisch auf die Funktion der Natriumkandle und bewirken unter anderem die
zeitnahe Inaktivierung dieser. In BACE1-defizienten M&usen wurde beobachtet, dass eine
gestorte modulatorische Funktion der 3-Untereinheiten vermehrt zu epileptischen Anfal-
len fiihrt24024,

Zudem wurden in BACE1-defizienten Mausen Lern- sowie Gedachtnisstérungen und sub-
tile Verhaltensabnormitdten wie Beeintrachtigungen des raumlichen Lernens und des ex-
plorativen Verhaltens festgestellt218242243,844 | diesem Kontext konnte man zeigen, dass
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BACE1-defiziente Mause eine beeintrachtigte axonale Verschaltung der Moosfasern inner-
halb des infrapyramidalen Biindels des Hippocampus aufweisen®2!. Das infrapyramidale
Bilindel gilt als Korrelat der Gedachtnisleistung und ist in BACE1-defizienten Mausen um
30% verkiirzt®2!, Man geht davon aus, dass es mit der gestdrten Spaltung des neuralen
Zelladhesionsmolekiil CHL1 (engl. close homolog of L1) zusammenhangt, was als ein wei-
teres BACE1-Substrat identifiziert wurde2*2. CHL1 ist ein Typ-1 Membranprotein welches
durch ADAM824¢ und BACE12*2 prozessiert wird und dessen |6sliche Ektodomé&ne mit Neu-
rophilin-1 und Semaphorin-3A interagieren kann, um die axonale Zielfindung zu beeinflus-
sen24348 Des Weiteren wurde Sez6 (engl. seizure-related gene6), ein dendritisch lokali-
siertes Typ-1 Membranprotein, als BACE1-Substrat identifiziert?*2, Sez6-defiziente Mause
weisen eine verminderte dendritische Spine-Dichte und eine beeintrachtigte Erregbarkeit
der pyramidalen Nervenzellen in der kortikalen Schicht-V auf24#22C und tragen somit eben-
falls zu den observierten Lern- und Gedachtnisstérungen BACE1-defizienter Mause bei.
Durch die Entdeckung der in synaptischen Prozessen involvierten BACE1-Substrate konn-

ten teilweise die kognitiven Defizite im BACE1-defizienten Mausmodell erklart werden.

1.3.2 BACE1-Inhibierung als Therapieansatz

Eine partielle Unterdriickung von BACE1 als Therapie gegen AD, um dadurch die Entstehung
der toxischen A3-Proteine zu reduzieren, bleibt trotz der observierten pathologischen Ne-
beneffekte des BACE1-defizienten Mausmodells, weiterhin attraktiv.

Anhand der Kreuzung des BACE1-defizienten Mausmodells mit einem transgenen AD-Maus-
modell, welches humanes APP (berexprimiert, konnte gezeigt werden, dass heterozygote
Nachkommen neben einer 50 %igen BACE1l-Reduktion auch eine Reduktion des A3-Pro-
teins um 12 % aufwiesen. Dies fihrte zu einem signifikanten Riickgang der Af3-Last sowie
der gesamten Auspriagung der neurodegenerativen Charakteristika der AD-Pathologie®>?.
Zudem liegen einige der phanotypischen Veranderungen der BACE1-defizienten Mauslinie
darin begriindet, dass BACE1 eine kritische Rolle wahrend der Neurogenese und Entwick-
lung einnimmt, wie unter anderem bei der Myelinisierung von Neuronen. Dieser Prozess

352 wodurch eine Hypomyelinisierung unter

ist allerdings im adulten Alter abgeschlossen
BACE1-Inhibition im Erwachsenenalter eher unwahrscheinlich ist. Darlber hinaus bleibt
auch immer die Frage der Ubertragbarkeit der im BACE1-defizienten Mausmodell obser-
vierten Phanotypen auf den Menschen.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Teil-Inhibierung von BACE1 zu einer effek-
tiven Reduktion der AB-Bildung fiihrt und dadurch die AD-Pathologie signifikant reduziert
werden kann, ohne die Nebenwirkungen der genetischen Ablation aufzuweisen, wie es in
der BACE1-defizienten Mauslinie zu beobachten war22, Die Entdeckung einer protektiven
APP-Punktmutation (Ala673Thr) im Menschen, die eine lebenslange Reduktion der A3-Pro-
duktion um 40 % bewirkt, was ausreicht um den Ausbruch von AD zu verhindern®23, gilt als
Grundsatzbeweis dieser Hypothese. Seitdem werden industriell vermehrt BACE-Inhibito-
ren sowie BACE-Modulatoren, die die Aktivitdt des Enzyms verdndern indem sie auBerhalb
des aktiven Zentrums binden®>4, hergestellt.
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Bei BACE-Inhibitoren wird zwischen peptidischen und nicht-peptidischen Inhibitoren un-
terschieden. Zu den peptidischen Inhibitoren gehéren unter anderem Molekilstrukturen
wie Statine, Norstatine oder Hydroxyethylene. Diese wiesen jedoch, neben den hohen Pro-
duktionskosten, eine geringe Stabilitdt und orale Bioverfligbarkeit sowie eine mangelhaf-
te Liquorgingigkeit auf223. Nicht-peptidische Inhibitoren, wie unter anderem Triazine und
Guanidine, zeigen dagegen eine hohere Stabilitat und besitzen ein niedrigeres Molekularge-
wicht, was dementsprechend zu einer besseren oralen Bioverfiligbarkeit sowie Liquorgan-
gigkeit fiihrt22€, Die von unterschiedlichen Pharmafirmen produzierten, nicht-peptidischen
BACE-Inhibitoren bewirken eine signifikante Reduzierung der cerebralen Af3-Konzentrati-

onB57,280,358,853

, was ebenfalls zu einer Verringerung der A3-Plaquelast in transgenen AD-
Mausmodellen fiihrt22626C261 Neben der Bioverfiigbarkeit war ein weiteres wichtiges Kri-
terium die Selektivitat der Inhibitoren fiir BACE1 gegeniliber anderen homologen Protea-
sen wie BACE2 oder Cathepsin-D (CatD). BACE2 tGbernimmt beispielsweise eine wichtige
Funktion in der Melanogenese und Prozessierung von PMEL (engl. cell specific melanocyte
protein), weshalb das BACE2-defiziente Mausmodell Pigmentierungsdefizite aufweist und
ein silbergraues bis weiBes Fell ausbildet®®2. Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwi-
schen BACE1 und BACE2 ist es schwierig, nicht-peptidische, niedermolekulare BACE-Inhi-
bitoren zu entwickeln, die ausschlieRlich BACE1 inhibieren®®3. Die Selektivitat der Inhibito-
ren gegeniber BACE1 zu BACE2 konnte jedoch im Laufe der Zeit stetig verbessert werden.
Der nicht-peptidische BACE-Inhibitor CNP520 (Novartis) weist beispielsweise eine dreifach
hohere Selektivitat gegeniiber BACE1 zu BACE2 auf2®d. Peptidische BACE-Inhibitoren zeig-
ten teilweise allerdings eine tausendfach hohere Selektivitat gegeniiber BACE1 zu BACE2,
schafften es aber aufgrund der zuvor aufgefiihrten Griinde nicht in die klinische Testpha-

Se365,366 .

1.3.3 Stand und Erkenntnisse aus klinischen und vorklinischen BACE-
Inhibitions Untersuchungen

Im Jahr 2018 befanden sich verschiedene BACE-Inhibitoren, darunter MK-8931 (Verubeces-
tat) von Merck, JNJ-54 861 911 von Janssen, CNP520 von Novartis, AZD3293 (Lanabecestat)
von AstraZeneca und Eli Lilly & Co. sowie E2609 (elenbecestat) von Eisai und Biogen in der
klinischen Testphase-11127. Bis 2020 wurden allerdings alle diese Studien aus Griinden der
Sicherheit, meist wurde eine Verschlechterung der kognitiven Fahigkeit beobachtet, oder
aufgrund einer unzureichenden Wirkung, vorzeitig beendet®6825237C Der BACE-Inhibitor
MK-8931 beispielsweise scheiterte bei Patienten in der milden bis moderaten AD-Phase
daran, die AD-Pathologie signifikant zu verlangsamen oder gar zu stoppen®/2272 Ein Jahr
spater stellte Merck auch die klinische Studie in Patienten der prodromalen bis milden AD-
Phase aufgrund von kognitiven Verschlechterungen bei der Versuchsgruppe ein®’2. In ei-
nem Mausmodell, welches das fluoreszierende Protein eGFP (engl.: enhanced green fluo-
rescent protein) in spezifischen, einzelnen Nervenzellen exprimiert®’4, konnte die Plastizi-
tat von dendritischen Spines unter BACE-Inhibition mit der klinischen Dosis von MK-8931
mittels in vivo 2-Photonen Mikroskopie chronisch untersucht werden. Unter BACE-Inhibi-
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tion wurde ein Riickgang der dendritischen Spine-Dichte im Wildtyp Mausmodell beob-
achtet, was ebenfalls einen moglichen Erkldrungsansatz fiir die observierten kognitiven
Verschlechterungen in BACE-Inhibitor behandelten AD-Patienten bietet®’2. In dieser Stu-
die wurde allerdings auch gezeigt, dass die Inhibition von BACE1 nicht zu einem Verlust der
schon bestehenden Spines fiihrt, sondern nur die Formation neuer Spines reduziert. Der

373 Weitere vorkli-

observierte Effekt konnte nach Absetzen des Inhibitors revidiert werden
nische Studien im Wildtyp Mausmodell konnten darliber hinaus zeigen, dass der Effekt der
BACE-Inhibition auf die Plastizitat dendritischer Spines stark von der Dosierung des BACE-
Inhibitors abhdngt. Wahrend hohe Inhibitor-Konzentrationen einen Riickgang der Spine-
Plastizitat bewirkten, wurde dieser Effekt bei niedrigeren Konzentrationen, die trotzdem
das A3-Level um 40 % senkten, nicht beobachtet®7€,

Es konnte zudem gezeigt werden, dass der dosisabhéngige Riickgang in der Spine-Dichte
in der gestorten Spaltung von Sez6 begriindet liegt. Sez6 wird, wie im Kapitel be-
schrieben, exklusiv durch BACE1 gespalten und nimmt eine wichtige Rolle im Prozess der
synaptischen Plastizitat ein®’4,

Aus diesen vorklinischen Untersuchungen ldsst sich fur zukiinftige klinische Studien zur
BACE-Inhibition ableiten, dass eine BACE1-Inhibitor Dosierung gefunden werden muss, die
ein Gleichgewicht zwischen der benétigten Hemmung von BACE1, um die Af3-Produktion zu
reduzieren, sowie der notwendigen Aktivitdt von BACE1, um die Spaltung der nicht-amy-
loidogenen Substrate wie Sez6, NRG1 etc. zu gewahrleisten, herstellt?®€. Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dass durch die BACE-Inhibition vor allem die Formation neuer A3-Plaques
verhindert wird. Das Wachstum von A{3-Ablagerungen konnte allerdings kaum verlangsamt
werden?34, Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass fiir den Erfolg zukiinftiger klinischer
Studien der Therapieansatz einer praventiven BACE1-Inhibitor Behandlung mit einer ad-

dquaten Inhibitor-Dosierung verfolgt werden muss.

1.4 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt einer friihzeitigen sowie dosisabhangigen BACE-Inhi-
bierung auf die Pathogenese der Alzheimer Demenz im Hippocampus eines geeigneten AD-
Mausmodells zu untersuchen und auf seine Suffizienz hin zu Gberprifen, dem pathologi-
schem Verlauf der AD signifikant entgegenwirken zu kdnnen.

Im Ersten Teil der Arbeit wurde das neu generierte AD-Mausmodell APPN"CF tiefergehend,
anhand der Af3-Aggregation, der Neuroinflammation, der strukturellen Plastizitat dendriti-
scher Spines der CA1-Region sowie der hippocampusabhangigen kognitiven Leistung cha-
rakterisiert. Anhand dieser fundierten Analyse sollte evaluiert werden welches AD-Stadium
dieses Mausmodell widerspiegelt und ob ein praventiver Therapieansatz mittels BACE1-In-
hibition realisiert werden kann.

Im Anschluss sollte im APPN"6F_-Mausmodell eine ausgewogene Inhibierung der BACE1-
Aktivitdt gefunden werden, um einerseits die A3-Produktion einzuddmmen sowie anderer-
seits die Spaltung anderer BACE1-Substrate wie SEZ6 zu gewadhrleisten. Zu diesem Zweck

wurden zwei verschiedene Dosierungen des BACE-Inhibitors NB-360 von Novartis verwen-
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det und der Effekt auf die strukturelle Plastizitdt dendritischer Spines im Hippocampus un-
tersucht. Wie im vorherigen Kapitel bereits beschrieben, wurde in vorherigen Studien ein
dosisabhangiger negativer Effekt auf die Dichte sowie Plastizitdat dendritischer Spines im
Wildtyp observiert2’82/337/ Djese Beobachtung wurde als méglicher Erklarungsansatz fiir
die kognitiven Verschlechterungen der BACE-Inhibitor behandelten AD-Patienten in den kli-
nischen Studien postuliert®2%228, Allerdings gilt zu bedenken, dass die BACE1-Konzentration
und Aktivitat im Gehirn von AD-Patienten und transgenen AD-Mausmodellen im Vergleich
zu einem normalen, gesunden Gehirn, um das Zweifache erhéht ist2’8,

Nach der Evaluierung einer effektiven und ausgewogenen NB-360-Dosierung, welche auf
Grundlage der observierten BACE-Inhibitor Effekte auf die strukturelle Plastizitat dendriti-
scher Spines der CA1-Region des Hippocampus erfolgte, wurden zudem die Auswirkungen
einer langfristigen BACE-Inhibitor Behandlung auf die A3-Last sowie auf die Neurinflamma-
tion im APPNY"6F_Mausmodell ermittelt. Dariiber hinaus wurde die kognitive Leistung nach
einer achtmonatigen BACE-Inhibitor Behandlung Gberprift.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen einen Grundstein fir die Beurteilung der Hypothesen
legen, ob sich die BACE-Inhibition nach Evaluierung einer addquaten Inhibitor-Dosierung
als praventive und somit langfristige Therapie gegen AD eignet und effizient dem patholo-

gischen Verlauf der Krankheit entgegenwirken kann.
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2 Ergebnisse

2.1 Charakterisierung des APPN'"“F-Mausmodell

Der groRte Vorteil des APPN"6F-Mausmodells ist der, dass APP nicht Gberexprimiert wird,
wie es bei transgenen AD-Mausmodellen der Fall ist. Transgene AD-Mausmodelle weisen
bedingt durch die unphysiologisch erhéhte Generierung von APP artifizielle Phdanotypen
auf, die zu Missdeutungen der AD-Pathologie fiihren kénnen. Im APPN"SF-Mausmodell
wird APP dagegen auf einem endogenen Expressionslevel wie auch bei nicht-genverander-
ten Méausen generiert. Das Vorkommen sowie die Ablagerung und Aggregation des patho-
genen AB42-Peptides wird desweiteren aufgrund dreier Mutationen stark erhéht2’® (siehe
Kapitel B.1.7). Es wurde beschrieben, dass die APPN'"6~F-Mauslinie schon ab einem Alter
von zweieinhalb Monaten Af3-Ablagerungen zeigt, wobei vor allem der Hippocampus so-
wie der Cortex betroffen sind2”2. Zudem wurde ein signifikanter Unterschied in der AB-
Last ab einem Alter von zwolf Monaten zwischen Mannchen und Weibchen festgestellt.
Bei einem Alter von zwolf Monaten ist die Af3-Last in Weibchen fast doppelt so hoch wie
bei mannlichen Tieren, wobei die Ursache noch nicht genau geklart wurde®2Y, Bei jiingeren
Tieren wurden bislang keine geschlechtlichen Unterschiede in der A3-Last festgestellt. Um
das neue AD-Mausmodell weiter zu charakterisieren und seine Starken sowie Limitationen
herauszustellen, wurden verschiedene ex und in vivo Methoden im Rahmen dieser Arbeit
angewendet. Zunachst wurden immunhistologische Farbungen zur Af3-Plaque Beschaffen-
heit angefertigt sowie die Dichte und die Morphologie dendritischer Spines in der CA1-Regi-
on des Hippocampus untersucht. Dies bildete die Grundlage fiir weiterfiihrende chronische
in vivo Experimente, bei denen wochentlich die Plastizitdt der dendritischen Spines, in der
CA1-Region des Hippocampus liber einen Zeitraum von sechs Wochen analysiert wurde.
Dariiber hinaus wurden in vivo longitudinale PET-Scans zur A3-Belastung sowie zur Neu-
roinflammation durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der MWM-Test zur Untersuchung der
hippocampusabhingigen Lernfihigkeit und Gedéchtnisformierung im APPNY"5F-Mausmo-
dell angewendet.

Die Verkreuzung der APPNY"5F_Linie mit der Thy1.2-GFP-M-Linie erméglichte die Untersu-
chung der dendritischen Spines im Hippocampus. Die Thyl.2-GFP-M-Linie expremiert das
grinfluoreszierende Protein eGFP insbesondere in Neuronen der neokortikalen Schicht-
V und der hippocampalen CA1-Region®’? (siehe Kapitel @.1.2). Im Rahmen dieser Arbeit
wird die gewonnene APPNY"6F x Thy1.2-GFP-M-Linie weiter als APPN-"6FGFP-M-Linie be-
zeichnet. Abbildung [ zeigt die Exprimierung von eGFP, die Af3-Last und die Immunantwort
im Hippocampus eines APPNS6FGFP-M-Versuchstieres mit einem Alter von fiinf Monaten.
Die Expremierung von eGFP in vereinzelten Pyramidenzellen der CA1-Region ermoglichte
die Verfolgen einzelner Spines mittels der in vivo 2-Photonen Mikroskopie. Zudem konnte
gezeigt werden, dass Af-Plaques im APPN“"SFGFP-M-Mausmodell iiberwiegend aus Ap-
Oligomeren bestanden und nur einen kleinen Kern aus Ap-Fibrillen aufwiesen (siehe Ab-
bildung BB, C). Wie in Abbildung BD zu sehen I6sten die AB-Ablagerungen im APPNY-C—FGFPp-
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M-Mausmodell eine gemaRigte Aktivierung von Mikrogliazellen, immunogefarbt mit IBA-1

in ihrer Umgebung aus.

Abbildung 8: Einfiihrung des verwendeten AD-Mausmodells APPN"SFGFP-M. A) Expressionsmus-

ter von eGFP in einem sagittalen Gehirnschnitt des Hippocampus der APPN:"CFGFP-M-
Linie. B) FSB bindet an die fibrillaren Bestandteile der Af3-Ablagerungen. C) Fluores-
zenzsignal der NAB228-Immunfarbung gegen A3-Oligomere. D) Die Af3-Ablagerungen
fihrten zu einer Immunreaktion und zu einer Ansammlung von aktivierten Mikroglia-
zellen, immunogefarbt mit dem Antikorper IBA-1. Die aktivierten Mikrogliazellen drin-
gen bis zum fibrilldren Kern des A3-Plaques vor. In E) ist die Uberlagerung der Farbun-
gen von A, B, C und D zu sehen. In der rechten Spalte sind jeweils vergroRerte, drei-
dimensionale und volumengerenderte Bildausschnitte der Farbungen dargestellt. Die
Messbalken repriasentieren 100 um in den Ubersichtsbildern (A-E) sowie 5 um in den
VergroRerungsbildern von B-E.

Die folgenden Ergebnisse wurden teilweise in der geteilten Erstautorenschaft: Sacher C,,
Blume T. et al. 2019 veroffentlicht.

2.1.1 Das APPN'"%F.Mausmodell bildet iiberwiegend AB-Plaques von diffuser
Morphologie aus

Um die Morphologie der extrazelluliren Ap-Plaques im Hippocampus von APPN"6=F.ver-
suchstieren mit einem Alter von fiinf Monaten zu untersuchen, wurden Immunfarbungen
gegen Af3-Oligomere sowie Methoxy-X04-Farbungen gegen fibrillares A3 angefertigt.

Bei dem Mausmodell APPN"5=F war bei einem Alter von fiinf Monaten der Anteil von dicht
zusammengelagerten A3-Fibrillen duBerst gering (siehe Abbildung GB). Dagegen war der
Anteil von akkumulierten A{3-Oligomeren deutlich erh6ht (Mittelwerte Af3-Plaque Anteil %
+ SEM: Methoxy-X04 = 4,404 + 0,425; NAB228 = 34,49 + 2,022. P = <0,0001).

Mit abnehmender Distanz zum Kern des AP-Plagques stieg die Intensitdt des NAB228-Si-
gnals signifikant und gegeniiber der Intensitdt des Methoxy-X04-Signals um das Zehnfache
an (siehe Abbildung BC, Mittelwerte Intensitat + SEM: Distanz 0,5 um: NAB228 = 11,979
+ 0,666; Methoxy-X04 = 1,181 &+ 0,016. Distanz 5,5 um: Methoxy-X04 = 1,046 4+ 0,013;
NAB228 = 1,669 + 0,062. Distanz 14,5 um: Methoxy-X04 = 1,025 + 0,012; NAB228 =1,131
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4 0,034. P = <0,0001).

Zusammenfassend zeigte die Auswertung der A3-Plaque Beschaffenheit, dass die A3-Ab-
lagerungen im APPN"6~F_Mausmodell nur einen sehr geringen Anteil von dichtgepackten
AB-Fibrillen und dafiir einen signifikant hoheren Anteil von diffusen A[3-Oligomeren auf-
wiesen, wodurch sich das APPN“5F-Mausmodell weiter von den meisten transgenen AD-
Mausmodellen unterscheidet. Die meisten transgenen AD-Mausmodelle bilden namlich so-
genannte Cored-Plaques aus®2L. Cored-Plaques bestehen tiberwiegend aus dichtgepackten

A-Fibrillen (siehe Kapitel [L.2.4).
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Abbildung 9: AB-Ablagerungen des APPN“"6F-Mausmodells bestanden hauptsachlich aus AB-Oli-
gomeren. A) Immunfarbung gegen A[3-Oligomere (NAB228, linkes Bild) sowie die Far-
bung von ApR-Fibrillen (Methoxy-X04, mittleres Bild). Im rechten Bild ist die Uberla-
gerung beider Farbungen zu sehen. B) Der Anteil der akkumulierten Af3-Oligomere
war gegeniiber dem Anteil von AB-Fibrillen deutlich erhoht (t(8)=14,56, P <0,0001).
B) Die Fluoreszenzintensitat der NAB228-Immunfarbung war gegenliber der Meth-
oxy-X04-Farbung mit abnehmender Distanz zum A[-Plaquekern signifikant erhoht
(Finteraktion (43 704)=14,79, P<0,0001). Die Daten werden als Mittelwerte dargestellt &
SEM; n = 9 Versuchstiere mit mindestens 42 analysierten Plaques pro Versuchstier.
Zweistichproben-t-Test sowie zweifaktorielle Varianzanalyse. Die Daten waren nach
D’Agostino & Pearson Test sowie Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. ****P <0,0001.

2.1.2 Parallele Zunahme der Ap-Last und der Neuroinflammation im APPNL-G-F.
Mausmodell iiber das Alter

Mittels radioaktiv markierter Tragerstoffe (Radiotracer) wurde in dieser Arbeit der Verlauf
der zerebralen AP-Last sowie die Neuroinflammation im APPN“"6F-Mausmodell ab einem
Alter von zweieinhalb Monaten und liber acht Monate in vivo verfolgt. Als A3-Radiotracer
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wurde die Fluor-markierte Substanz [*81F-Florbetaben ((81F-FBB)282 und fiir die Verfolgung
der Neuroinflammation der Radiotracer 8/F-GE180 verwendet?23. [18]F-GE180 bindet das
18kDa-Translokator-Protein (TSPO). Zur Kalkulierung des SUVR (engl. standardized uptake
value ratio) wurde das Kernkomplex periaquaduktales Grau (PAG) im Mittelhirn als Refe-
renzregion verwendet (siehe Kapitel #.4.4). Als VOI (engl. volume of interest) wurden bila-
teral die frontalen Cortexe sowie bilateral die Hippocampi festgelegt (siehe Abbildung L(C).
Der entsprechende Zielparameter setzte sich somit aus dem Verhaltnis des standardisier-
ten Aufnahmewertes im Cortex/Hippocampus gegeniber der Referenzregion zusammen
(SUVRctx/paG; SUVRHip/pag). Die erste Untersuchung mit zweieinhalb Monaten diente als
Referenzwert fir die folgenden Untersuchungen mit fiinf und siebeneinhalb sowie der fi-

nalen Untersuchung mit zehn Monaten.

Die APPNY"6-F_| inie zeigte einen signifikant erhohten kortikalen 8/F-FBB-SUVR mit sieben-
einhalb Monaten im Vergleich zu zweieinhalb Monaten (siehe Abbildung LOA). Die kortika-
le Aufnahme von [18/F-FBB stieg kontinuierlich mit dem Alter an, wobei mit zehn Monaten
der hochste kortikale [*81F-FBB-SUVR im Vergleich zur ersten Untersuchung mit zweieinhalb
Monaten observiert wurde (Mittelwerte [*8/F-FBB-SUVR + SEM: 2,5 = 0,869 + 0,005. 5,0 =
0,898 + 0,007. 7,5 =0,916 4+ 0,015. 10,0 = 0,948 + 0,009. P = <0,0001). Die kortikale Auf-
nahme des '8/F-GE180-Radiotracers stieg ebenfalls Giber das Alter kontinuierlich und noch
deutlicher als die [*8F-FBB-Aufnahme an (siehe Abbildung f[OB). Bei einem Alter von fiinf
Monaten wurde bei den APPNS6~F_versuchstieren ein signifikant erhéhter 18/ F-GE180-SU-
VR gegeniliber dem Referenzwert gemessen, welcher bis zur letzten Untersuchung bei ei-
nem Alter von zehn Monaten weiter signifikant anstieg (Mittelwerte '8/F-GE180-SUVR =+
SEM: 2,5 =0,750 + 0,01. 5,0 = 0,806 + 0,01. 7,5 = 0,891 -+ 0,015. 10,0 = 0,918 + 0,024. P =
<0,0001). Im Hippocampus war ein signifikanter Anstieg des [8/F-FBB-SUVR erst bei einem
Alter von siebeneinhalb Monaten gegeniiber dem Referenzwert der ersten Untersuchung
zu beobachten. Eine weitere signifikante Erhéhung des [18IF-FBB-SUVR im Vergleich zum
Referenzwert wurde bei der finalen Untersuchung mit zehn Monaten detektiert (Mittel-
werte 18IF-FBB-SUVR + SEM: 2,5 = 0,946 + 0,003. 5,0 = 0,959 + 0,025. 7,5 = 0,968 + 0,01.
10,0 = 0,985 =+ 0,007. P = 0,002). Eine signifikante Erhohung des [18]F-GE180-SUVR wurde
ebenfalls bei einem Alter von siebeneinhalb Monaten observiert, der bis zu einem Alter
von zehn Monaten, verglichen mit dem Referenzwert, weiter signifikant anstieg (Mittel-
werte 18/F-GE180-SUVR =+ SEM: 2,5 = 0,822 + 0,0089. 5,0 = 0,863 + 0,034. 7,5 = 0,91 +
0,017.10,0=0,938 4+ 0,018. P = <0,0001).
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Abbildung 10: Alters abhangiger Anstieg der Af3-Last und der Neuroinflammation im frontalen Cor-

Die Voxel-basierte Auswertung stellt die Aufnahme der beiden Radiotracer von AP

tex sowie Hippocampus der APPN'"6F_Linie. A) Im Cortex war eine signifikante Stei-
gerung des standardisierten Aufnahmewertquotienten (SUVR) fiir [!8IF-FBB longitu-
dinal iber das Alter (F(3, 56) = 11,53, P = <0,0001), sowie fiir [*8/F-GE180 zu beobach-
ten (F(3, 58) = 28,37, P =<0,0001). B) Im Hippocampus war ebenfalls eine signifikante
aber nicht so pragnante Steigerung des [*8F-FBB-SUVR (F(3, 57) = 5,826, P = 0,0015)
sowie des ['8IF-GE180-SUVR (F(3, 58) = 16,2, P =<0,0001) in APPN""5"F_versuchstieren
mit zunehmendem Alter zu verzeichnen. Die gestrichelte Linie zeigt den Mittelwert
von Wildtyptieren (WT) lber die Zeit (n= 6 - 15). Die Daten werden als Mittelwerte
der SUVR dargestellt + SEM; n=13. Signifikante Anderungen gegeniiber dem Refe-
renzwert wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung und
anschlieBendem Turkey-post-hoc-test evaluiert. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001;
****P <0,0001. Die Daten waren nach D'Agostino & Pearson Test normalverteilt. C)
Definition der VOI anhand koronarer und axialer MRT-Schnitte fiir Cortex (CTX), Hip-
pocampus (HIP) und periaquaduktales Grau (PAG). D) EffektgroRen sind reprasentiert
durch Cohen’s d. Voxel-basierte Analysen und fusioniert auf frontale MRT-Vorlagen.
Gezeigt wird der Gruppenvergleich von APPNY"SF- mit gleichaltrigen Wildtyptieren
fur 18IF-FBB sowie [18IF-GE180. Signifikanzen wurden mittels Zweistichproben-t-Test
ermittelt. P <0,001, k <20 Voxels.

pNL-G-F_

Versuchstieren im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtyptieren dar. Den grofSten Unterschied
bei der Aufnahme des "8/ F-FBB-Radiotracers zwischen APPN-"6-F_versuchstieren und Wild-

typtieren wurde im linken Thalamus beobachtet (P <0,001, unkorrigiert, siehe Abbildung

flOD, erste Reihe). Ab einem Alter von finf Monaten wurde ein erhohtes Signal in die-

ser Region bei APPN“"®~F_versuchstieren beobachtet, welches sich bis zu einem Alter von

zehn Monaten weiter verstarkte. In neokortikalen Bereichen wurden ein signifikant erhéh-

ter SUVR erst bei einem Alter von zehn Monaten festgestellt. In diesem Stadium zeigte

schon 29 % des gesamten Hirnvolumens ein erhéhtes 181F-FBB-Signal im Vergleich zu Wild-
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typtieren. Die Voxel-basierte [18]F-GE180-Auswertung zeigte eine erhdhte [18IF-GE180-Auf-
nahme im frontalen Cortex sowie im Hippocampus ab einem Alter von fiinf Monaten in
APPNL"6-F_versuchstieren im Vergleich zu Wildtyptieren (P <0,001, unkorrigiert, siche Ab-
bildung LOD, zweite Reihe). In diesem Altersstadium zeigte schon 18 % des totalen Hirnvo-
lumens von APPN“6~F_versuchstieren ein erhéhtes [181F-GE180-Signal im Vergleich zu Wild-

PNL-G-F_y/ersuchstiere ein erhohtes

typtieren. Bei einem Alter von zehn Monaten zeigten AP
[18]F_GE180-Signal in 48 % ihres totalen Hirnvolumens (P <0,001, unkorrigiert).

Zusammenfassend wurde eine progressive, parallele Zunahme der Af3-Last sowie der Neu-
roinflammation im APPNY"SF-Mausmodell mit dem Alter mittels seriellem [*8IF-FBB und
[18]F_GE180- UPET beobachtet. Allerdings war die Signalzunahme im APPN“"®~F-Mausmo-
dell beim TSPO-UPET Uber die Zeit fast doppelt so hoch wie die Signalzunahme beim Af3-
UPET. Die longitudinale uPET-Analyse der A{3-Last war durch die ausgebreitete zerebrale
Pathologie (siehe Abbildung R§) und die relativ geringe Fibrillaritat der AR-Plaques zwar
limitiert, allerdings unter Verwendung der Referenzregion PAG valide. Fir die detaillierte

Beschreibung der Definition der Referenzregion siehe Kapitel f.4.4.

2.1.3 Das APPN'"“F.Mausmodell zeigte eine defizitire hippocampusabhingige
Lernleistung sowie Beeintrachtigungen beim Abrufen des
Referenzgedichtnisses

Der MWM:-Test startete zwei Wochen nach den uPET-Untersuchungen. Die APPN-"6F.ver-
suchstiere hatten somit ein Alter von zehneinhalb Monaten erreicht. Beim MWM-Test soll-
ten die Versuchstiere mit Hilfe von Markierungen am Beckenrand den Weg zur Plattform
erlernen und abspeichern. Wahrend des viertagigen Trainings mit jeweils vier Durchldufen
pro Versuchstier, wurde zunachst die Lernfahigkeit und beim anschlieBenden Transfer-Test
das Referenzgedachtnis der Versuchstiere analysiert. Der Versuchsablauf ist in Kapitel .5
detaillierter erortert.

An jedem der vier Trainingstage wurde fir APPN“S~F_versuchstiere im Vergleich zu Wildtyp-
tieren eine signifikant hohere Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattform gemessen (siehe
Abbildung [L1B, Mittelwerte Latenzzeit der Testdurchldufe in s - SEM: Tag 1: WT = 31,704
+ 3,522; APPNYGF = 33,032 + 3,612, Tag 2: WT = 27,690 + 2,869; APPN"6-F = 34 351 +
3,332. Tag 3: WT = 23,126 + 3,069; APPN-"6F = 30,950 + 2,960. Tag 4: WT = 18,723 +
2,308; APPNY"6-F = 27 023 4+ 1,508. P = 0,0355). Zur Datenvisualisierung wurden Heatmaps
der vier Testdurchldufe von einzelnen Versuchstieren abgebildet, welche den Mittelwert
der Latenzzeit des jeweiligen Testdurchlaufs der beiden Versuchsgruppen reprasentierten
(siehe Abbildung [L1lA). Beide Versuchsgruppen legten allerdings eine dhnliche Distanz bis
zur Plattform zuriick (siehe Abbildung L3C, Mittelwerte Distanz der Testdurchldufe in cm +
SEM: Tag 1: WT = 635,654 + 64,495; APPN"C~F = 565 797 + 54,157. Tag 2: WT = 537,743 +
54,824; APPNY"6-F = 571 001 + 54,024. Tag 3: WT = 437,144 + 48,729; APPN-"6F =492 574
+ 50,311. Tag 4: WT = 391,180 + 44,453; APPNY"CF = 431,394 + 33,029. P = ns). Beim
Transfer-Test wurde ebenfalls eine signifikante Erhohung der Latenzzeit bis zum erstmali-
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PN=6-F_viersuchstieren im Vergleich zu

Wildtyptieren beobachtet (siehe Abbildung LID, Mittelwerte Latenzzeit in s + SEM: WT =
13,57 + 2,437; APPNS"6F = 34,85 4+ 6,044. P = 0,0007). Uber die gesamte Testdauer von 70
Sekunden legten APPN“"S~F_versuchstiere eine signifikant geringere Distanz zuriick (siehe
Abbildung [LTE, Mittelwerte Distanz in cm & SEM: WT = 1399 + 50,39; APPN-"6-F = 1191 +
56,03. P = 0,0141). Dariiber hinaus kreuzten sie die vorherige Position der Plattform wah-
rend der 70 Sekunden Testdauer signifikant seltener als Wildtyptiere (siehe Abbildung [LTF,
Mittelwerte Frequenz in n + SEM: WT = 3,85 + 1,814; APPN"5F = 2,364 4- 0,4106. P =
0,0248).

gem Erreichen der friiheren Plattformposition bei AP
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Abbildung 11: Die Lernfihigkeit sowie das Abfragen des Referenzgedichtnisses war in APPN-6-F.

Versuchstieren signifikant beeintrachtigt. A) Heatmaps einzelner WT-Versuchstie-
re (1.Reihe) sowie APPN“"CF.versuchstiere (2.Reihe), die den Mittelwert der La-
tenzzeit der jeweiligen Testdurchldufe reprasentierten. B,C) Quantifizierung der La-
tenzzeit zur Plattform (Fgenotyp(1, 31) = 4,833, P = 0,0355) sowie der zuriickgeleg-
ten Distanz wahrend der Trainingstage Fgenotyp(1, 31) = 0,1054, P = 0,7477). D-
F) Quantifizierung der Latenzzeit (t(28)=3,82, P =0,0007), der zuriickgelegten Di-
stanz (t(32)=2,598, P =0,0141) sowie der Plattformkreuzungen beim Transfer-Test
(t(29)=2,368, P =0,0248). Dargestellt sind die Mittelwerte der Testdurchldufe = SEM;
n =21 WT, n = 12 APPNYCF, Signifikante Anderungen iiber die Trainingszeit zwi-
schen WT und APPM"5F.versuchstieren wurde mittels zweifaktorieller Varianzana-
lyse mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test ermittelt. Signifikanzen beim
Transfer-Test wurden mittels Zweistichproben-t-Test ermittelt. *P <0,05; **P <0,01;
***P <0,001; ****P <0,0001. Die Daten waren nach D’Agostino & Pearson Test nor-
malverteilt.



38 Ergebnisse

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse des MWM-Test, dass die Lernleistung sowie das
Abfragen von Erlerntem beim APPNY"5F-Mausmodell gegeniiber Wildtyptieren signifikant
beeintrachtigt war.

APPNE6~Fversuchstiere wiesen unter anderem eine signifikant hhere Latenzzeit bis zum
Erreichen der Plattform wahrend der Trainingstage auf. lhre beeintrachtigte Lernfahigkeit
spiegelte sich auch im Transfer-Test wider. Beim Abfragen des zuvor erlernten Weges zur
Plattform zeigten APPN"S~F_versuchstiere ebenfalls eine signifikant erhohte Latenzzeit bis

zum erstmaligem Erreichen der friiheren Plattformposition.

2.1.4 An und abseits von A3-Ablagerungen in der hippocampalen CA1-Region
weist das APPN"6F.Mausmodell einen Verlust von pilzformigen Spines
auf

Eines der charakteristischsten AD-Merkmale ist der Verlust von Synapsen. Bei diesem Pro-
zess, der durch eine erhdhte neurotoxische Konzentration des A[3-Peptides sowie der Ag-
gregation des Tau-Proteins hervorgerufen wird, wird zunachst die Degeneration von den-
dritischen Spines bewirkt13813%40.242243 (sjehe Kapitel [[.2.5).

Bisher wurde der Verlust dendritischer Spines vorrangig in AD-Mausmodellen untersucht,
die APP Uberexprimieren und dadurch eine erhohte Af3-Konzentration aufweisen. Diese
AD-Mausmodelle zeigten einen Verlust dendritischer Spines im Umkreis von 50 pm von Af3-
Ablagerungen284172,883,886,246251 |y Rahmen dieser Arbeit wurde die Dichte und die Mor-
phologie dendritischer Spines des Stratum oriens der CA1-Region des Hippocampus in der
Nihe und abseits von ApB-Ablagerungen im APPNS"6F-Mausmodell untersucht. Wie bereits
erwahnt wurde zur Visualisierung dendritischer Spines die Thy1.2-GFP-M-Linie eingekreuzt
(siehe Kapitel B.1.2). Als Kontrolltiere wurden auf C57BI/6 zuriickgekreuzte APPN"CF-Mau-
se gekreuzt mit der Thy1.2-GFP-M-Linie verwendet. Die resultierende APP"'GFP-M-Linie
war nur noch fiir eGFP transgen und bildete keine AD-Pathologie aus. Fir diesen Versuch
wurden APPNY"6FGFP-M- sowie APPW'GFP-M-Versuchstiere in einem Alter von fiinf Mo-
naten verwendet und ex vivo die dendritische Spine-Dichte und Morphologie in der Nahe
(Entfernung <50 um) und abseits (Entfernung >50 um) von FSB und NAB228 immunogefarb-
ten AP3-Ablagerungen untersucht. Es wurden stets basale Dendriten des Stratum oriens der
CA1-Region des Hippocampus des zweiten dendritischen Verzweigungsgrades analysiert.
Zudem wurde darauf geachtet, dass die Dendriten senkrecht zur optischen Achse des Ob-

jektivs verliefen®8/288,

Fir die basalen Dendriten des Stratum oriens der CA1-Region abseits von A3-Ablagerun-
gen der APPNY"6FGFP-M-Linie wurde eine leichte, nicht signifikante Erhéhung in der Spine-
Dichte beobachtet (Mittelwerte Spines/um + SEM: APPY'GFP-M = 1,625 + 0,037; >50 um
APPNS6FGEP-M = 1,735 + 0,047. P = 0,066), wohingegen in der Nihe von AB-Ablage-
rungen ein signifikanter Verlust in der Spine-Dichte in APPN"SFGFP-M-Versuchstieren ge-
geniiber APP"'GFP-M-Versuchstieren detektiert wurde (Mittelwerte Spines/um + SEM:
APPW'GFP-M = 1,625 =+ 0,037; <50 pm APPN"6FGFP-M = 1,358 + 0,038. P = <0,0001).



Ergebnisse

39

7 C *kkk
] 2,5 - ns
= AL, A
p 2’0 i A A A
E_ m v
g 157 it
< AAAA‘A
2 107 a Yvvv
é
Y S 05
v
0,0

APPYGFP-M >50 pum <50 um

*kkk *k *kk

2,09 ® APP“GFP-M
;g v A APPNSGFGFP-M >50 um
1 -
515 vyv, ¥ APPMUSTGFP-M <50 pm
o A, A vyv'
- \AJ VV
§ 1,0
a
@
£ 05 m %
Q.
’ "| S ﬂ%ﬁ
0,0
Pilzformige Stummelférmige Dinne
Abbildung 12: Die Dichte pilzfsrmiger Spines der APPN“"CFGFP-M-Linie war im Stratum Oriens der

hippocampalen CA1-Region in der Nahe sowie abseits von A3-Ablagerungen signi-
fikant erniedrigt. A) Fluoreszenzmikroskopische Ubersichtsaufnahme der CA1-Regi-
on des Hippocampus der APPN"SFGFP-M-Mauslinie. eGFP-Expression (griin) in hip-
pocampalen Pyramidenzellen. Af3-Ablagerungen wurden mittels NAB228 (Magenta)
sowie FSB (Cyan) gefarbt. A1, A2, B) Konfokalmikroskopische Aufnahmen von zwei-
fachverzweigten, basalen Dendriten des Stratum oriens abseits (Abstand >50 um)
und in der Ndhe von A3-Ablagerungen (Abstand <50 pum) sowie von der Kontrollgrup-
pe APP*'GFP-M. C) Quantifizierung der Spine-Dichte abseits (t(99)=1,859, P =0,066)
und in der Ndhe von AB-Ablagerungen (t(109)=5,042, P <0,0001). D) Abseits und
in der Ndhe von Af3-Ablagerungen wurde ein signifikanter Verlust von pilzférmi-
gen Spines in APPN“"6FGFP-M-Versuchstieren observiert (t(99)=7,01, P <0,0001);
(t(109)=5,284, P <0,0001). Die Dichte stummelformiger Spines dagegen war abseits
und in der Ndhe von A3-Ablagerungen signifikant erhoht (t(99)=13,53, P <0,0001);
(t(109)=2,745, P =0,0071). Die Spine-Dichte dlinner Spines war abseits von A3-Ab-
lagerungen ebenfalls signifikant erhéht (t(109)=4,13, P <0,0001) und in der Nahe
von Af3-Ablagerungen signifikant erniedrigt gegenliber Kontrolltieren (t(119)=3,56,
P =0,0005). Die Daten werden als Mittelwerte dargestellt == SEM; n = 5 méannliche
Versuchstiere pro Gruppe mit N = 7 - 10 Dendriten pro Versuchstier. Signifikanzen
wurden mittels Zweistichproben-t-Test ermittelt. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001;
****P <0,0001. Die Daten waren nach D’Agostino & Pearson Test normalverteilt.
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Zudem konnte ein signifikanter Verlust von pilzférmigen Spines abseits und in der Nahe von
AB-Ablagerungen festgestellt werden (Mittelwerte pilzférmige Spines/um = SEM: APPV'GFP-
M = 1,129 + 0,029; >50 pm APPNY"SFGFP-M = 0,818 + 0,033; <50 um APPNS"CFGFP-M =
0,87 £+ 0,04. P = <0,0001; P = <0,0001) sowie ein signifikanter Anstieg in der Anzahl von
stummelférmigen Spines abseits und in der Nihe von AB-Ablagerungen in APPN“"SFGFp-
M-Versuchstieren gegeniiber den Kontrolltieren beobachtet werden (Mittelwerte stum-
melférmige Spines/um + SEM: APPW'GFP-M = 0,164 + 0,01; >50 pm APPN-"CFGFp-M =
0,448 =+ 0,02; <50 um APPN"GFGFP-M = 0,21 4 0,013. P = <0,0001; P = 0,0071). Die Spi-
ne-Dichte von diinnen Spines abseits von Ap-Ablagerungen in APPN"CFGFP-M-Versuchs-
tieren war zudem signifikant erhéht, wohingegen sie in der Nahe von A3-Ablagerungen,
gegenlber den Kontrolltieren signifikant erniedrigt war (Mittelwerte diinne Spines/um =+
SEM: APPY'GFP-M = 0,353 + 0,018; >50 um APPN"CFGFP-M = 0,469 + 0,022; <50 um
APPNS"6FGEP-M = 0,256 + 0,021. P = <0,0001; P = 0,0005).

Diese Beobachtungen sind im Einklang mit einer vorherigen Studie, die ebenfalls eine Re-
duktion in der Anzahl von hippocampalen, pilzformigen Spines sowie eine Erhéhung der
stummelférmigen Spines in sechs Monate alten APPNS"CFGFP-M-Versuchstieren gegen-
Uber Kontrolltieren feststellte. Allerdings detektierte diese Studie einen signifikanten An-
stieg in der Spine-Dichte in APPN“"6FGFP-M-Versuchstieren gegeniiber Kontrolltieren, oh-
ne jedoch zu spezifizieren, ob die untersuchten Dendriten in der Ndhe oder abseits von A[3-
Ablagerungen lokalisiert waren®2,

Zusammenfassend war die Spine-Dichte basaler Dendriten des Stratum oriens der CA1-Re-
gion des Hippocampus der APPN"6FGFP-M-Linie nur in der Nihe von AB-Ablagerungen
gegeniiber Kontrolltieren signifikant erniedrigt. Die Morphologie der Spines war allerdings
auch abseits von Af3-Ablagerungen signifikant beeintrachtigt. Der Verlust pilzformiger Spi-
nesin der Nahe und abseits von A3-Ablagerungen deutete auf ein Defizit im hippocampus-
abhangigem Lernen und Gedachtnisprozess hin und ldsst zudem eine Beeintrachtigung der
strukturellen Plastizitat der dendritischen Spines vermuten. Die zuvor mittels des MWM-
Tests observierten Beeintrachtigungen in der Lehrnfahigkeit und der Gedachtniskonsolidie-
rung unterstrichen diese Hypothese. Deshalb wurde im Rahmen dieser Studie in den fol-
genden Versuchen mittels in vivo 2-Photonen Mikroskopie Uberpriift ob eine Beeintrach-
tigung der strukturellen Plastizitit der dendritischen Spines in der CA1-Region des Hippo-
campus im APPN"6F_Mausmodell vorlag.

2.1.5 Die strukturelle Plastizitit dendritischer Spines des Stratum oriens der
CA1-Region des Hippocampus ist im APPN"¢F.Mausmodell signifikant
beeintrichtigt

Anhand der im vorherigen Abschnitt beschriebenen ex vivo Untersuchungen konnte im
APPNE6F_Mausmodell eine Beeintrichtigung der Spine-Morphologie basaler Dendriten
des Stratum oriens der CA1-Region des Hippocampus observiert werden. In der absolu-
ten Spine-Dichte abseits von Af3-Ablagerungen wurde kein signifikanter Unterschied im
Vergleich zu Kontrolltieren festgestellt. Diese Observierung lieR eine in vivo 2-Photonen
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Untersuchung sehr vielversprechend erscheinen. Der entscheidende Vorteil der in vivo 2-
Photonen Mikroskopie gegenliber histologischen ex vivo Endpunktanalysen ist der, dass die
Kinetik einzelner dendritischer Spines chronisch liber einen langeren Zeitraum im gleichen
Versuchstier nachvollzogen werden kann. Wenn man hinzuzieht, dass im APPN"F-Maus-
modell vor allem die Dichte der pilzférmigen Spines, die Spines die eine stabile synaptische
Verbindungen zu Prasynapsen eingehen und deshalb in Bezug auf den Mechanismus des
Lernens und der Gedachtnisbildung als erinnernde Spines gelten”3, signifikant erniedrigt
war und die Dichte der diinnen Spines, die Spines die als sehr flexibel und transient gel-
ten und damit in Bezug auf den Mechanismus des Lernens und der Gedachtnisbildung zu
den lernenden Spines zihlen?4, signifikant erhoht war, stellte sich die Frage, ob die beein-
trachtigte Spine-Morphologie im APPN“5~F-Mausmodell durch eine veranderte strukturelle
Plastizitat der dendritischen Spines bedingt wurde. Um diese Frage zu klaren wurde in den
folgenden Experimenten mittels in vivo 2-Photonen Mikroskopie die strukturelle Plastizitat
dendritischer Spines der APPNS"CFGFP-M-Linie gegeniiber der Kontrolllinie APPY¥'GFP-M
abseits von A3-Ablagerungen untersucht. Beide Mauslinien wiesen eine starke, zytosoli-
sche Expression des griin fluoreszierenden Proteins eGFP in vereinzelten Pyramidenzellen
der CA1-Region des Hippocampus auf. Die Pyramidenzellen wurden durch die Implantation
eines hippocampalen Fensters der Intravitalmikroskopie zugdnglich gemacht. Diese Metho-
dik wurde im Rahmen dieser Arbeit im Labor etabliert und ist Kapitel detaillierter be-
schrieben. Anhand dreidimensionaler Ubersichtsbilder, die ebenfalls die Zellsomata der Py-
ramidenzellen umfassten, wurde der Mindestabstand von Giber 50 um zu FSB-positiven A[3-
Ablagerungen der Dendriten des Stratum oriens Gberprift sowie ihr dendritischer Verzwei-
gungsgrad nachvollzogen. Von senkrecht zur optischen Achse des Objektivs verlaufenden,
basalen Dendriten des zweiten Verzweigungsgrades wurden anschlieend hochaufgel6s-
te, dreidimensionale Aufnahmen angefertigt. Anhand dieser Aufnahmen wurde die Kinetik

einzelner dendritischer Spines (iber einen Zeitraum von sechs Wochen nachvollzogen und

analysiert (siehe Kapitel #.3.2).

In der Spine-Umsatzrate wurde ein signifikanter Riickgang bei APPN“"SFGFP-M-Versuchs-
tieren gegeniiber APPY'GFP-M-Versuchstieren beobachtet (siehe Abbildung [L3B).

Bis zum letzten Beobachtungszeitpunkt sank die Spine-Umsatzrate der APPNY"S~FGFP-M-
Versuchstiere um 45,16 %, wohingegen bei den Kontrolltieren nur ein leichter Riickgang um
14,29 % zu beobachten war (Mittelwerte Spine-Umsatzrate/um + SEM: Tag 7: APPV'GFP-M
= 0,007 + 0,001; APPN-"6-FGFP-M = 0,009 + 0,001. Tag 35: APPV'GFP-M = 0,006 + 0,0004;
APPNS6FGFP-M = 0,005 + 0,001. P = 0,006). Die Umsatzrate setzt sich aus dem Anteil
neugebildeter sowie abgebauter Spines zusammen, weshalb sich die Reduktion der Spine-
Umsatzrate auch in einem signifikanten Riickgang in der Dichte von neugebildeten Spines in
APPNY6FGEP-M-Versuchstieren gegeniiber Kontrolltieren widerspiegelte (siehe Abbildung
f3C). Bis zum Tag 28 sank die Dichte neugebildeter Spines um 31,94 %. Vom Tag 28 auf Tag
35 stieg der Anteil neugebildeter Spines wiederum um 12,24 % an, sodass insgesamt eine
Reduzierung um 23,61 % von Tag 1 bis Tag 35 observiert wurde (Mittelwerte neugebildete
Spines/um =+ SEM: Tag 7: APPY'GFP-M = 0,057 + 0,005; APPN"SFGFP-M = 0,072 + 0,0009.
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Tag 28: APPV'GFP-M = 0,062 + 0,009; APPN-"CFGFP-M = 0,049 + 0,007. Tag 35: APPV'GFP-
M = 0,059 =+ 0,008; APPN-"6FGFP-M = 0,055 + 0,008. P = 0,021). Zudem wurde ein signi-
fikanter Riickgang in der Dichte der abgebauten Spines der APPN:"SFGFP-M-Versuchstie-
re gegenliber den Kontrolltieren detektiert (siehe Abbildung 3D). Dabei sank die Dichte
abgebauter Spines der APPNY"6FGFP-M-Versuchstiere bis zum letzten Beobachtungszeit-
punkt um 28,89 %. Bei den Kontrolltieren dagegen konnte nur ein leichter Riickgang um
7,89 % beobachtet werden (Mittelwerte abgebaute Spines/um + SEM: Tag 7: APPV'GFP-M
= 0,038 + 0,004; APPN“"SFGFP-M = 0,045 =+ 0,003. Tag 35: APPY'GFP-M = 0,035 =+ 0,001;
APPNS-6FGFP-M= 0,032 4 0,002. P = 0,024). Der Riickgang in der Dichte abgebauter Spines
lasst sich dadurch erkldren, dass in APPN"CFGFP-M-Versuchstieren ebenfalls weniger neue
Spines gebildet wurden. Neugebildete Spines unterliegen einer héheren Fluktuation und
werden eher wieder abgebaut als bereits bestehende Spines®®. Der Anteil stabiler Spines
unterschied sich nicht zwischen den beiden Genotypen (siehe Abbildung [L3E, Mittelwerte
stabile Spines in % & SEM: Tag 7: APP'GFP-M = 94,791 + 0,525; APPN-"CFGFP-M = 93,335
+ 0,495. Tag 35: APPV'GFP-M = 95,014 + 0,641; APPN"SFGFP-M = 95,119 + 1,098. P = ns).
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Abbildung 13: Die strukturelle Plastizitit dendritischer Spines von APPN"SFGFP-M-Versuchstieren

war abseits von Af3-Ablagerungen signifikant beeintrachtigt. A) In vivo 2-Photonen
mikroskopische Aufnahmen eGFP-markierter basaler Dendriten des Stratum oriens
der CAl-Region des Hippocampus der APPY'GFP-M sowie einer APPN:"SFGFP-M-
Linie. Exemplarisch werden stabile Spines durch weilRe Pfeilspitzen markiert, neu-
gebildete Spines durch cyanfarbende Pfeilspitzen und abgebaute Spines durch ma-
gentafarbene Pfeilspitzen. B-D) Quantifizierung der Spine-Umsatzrate (Finteraktion(4,
40) = 4,182, P = 0,0064), Dichte neugebildeter Spines Finteraktion(4, 40) = 3,266, P =
00,0208, sowie der Dichte abgebauter Spines (Finteraktion (4, 40) = 3,164, P =0,0238) in
APPNCFGEP-M gegeniiber APPY'GFP-M -Versuchstieren. E) Der Anteil stabiler Spi-
nes unterschied sich nicht zwischen den Versuchsgruppen (Fgenotyp(1, 40) = 0,043 88,
P = 0,8383). Die Daten werden als Mittelwerte dargestellt &= SEM; n = 6 mannli-
che Versuchstiere pro Gruppe mit N = 7 - 10 Dendriten pro Versuchstier. Signifikan-
zen wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit angeschlossenem Bonferro-
ni-post-hoc-test ermittelt. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001; ****P <0,0001. Daten
waren nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Mal3stab reprasentiert 2 um.
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Uber den beobachteten Zeitraum von 35ig Tagen wurde, wie in den vorhergegangen ex vivo
Untersuchungen, kein signifikanter Unterschied in der Spine-Dichte der APPN“"S~FGFP-M-
Versuchstieren gegeniiber den Kontrolltieren beobachtet (siehe Abbildung [[4A). Uber die
Zeit stieg die Spine-Dichte bis zum letzten Beobachtungszeitpunkt in beiden Genotypen an
(Mittelwerte Spines/um + SEM: Tag 7: APPY'GFP-M = 0,985 + 0,041; APPN"CFGFP-M =
0,978 + 0,076. Tag 35: APP'GFP-M = 1,125 =+ 0,048; APPN"CFGFP-M = 1,119 + 0,089. P
= 0,006). Die Dichte persistenter sowie transienter Spines unterschied sich ebenfalls nicht
zwischen den Genotypen (siehe Abbildung [i4B). Allerdings konnte bis zum letzten Beob-
achtungszeitpunkt ein leichter Anstieg in beiden Genotypen in der Dichte persistenter Spi-
nes verzeichnet werden (Mittelwerte persistenter Spines/um =+ SEM: Tag 7: APPY'GFP-M
= 0,993 + 0,038; APPN"6FGFP-M = 0,999 + 0,080. Tag 35: APPY'GFP-M = 1,082 =+ 0,048;
APPNU6FGEP-M = 1,085 + 0,081. P = 0,959). Die Dichte transienter Spines blieb in bei-
den Genotypen Uber den Beobachtungszeitraum relativ konstant (Mittelwerte transienter
Spines/um = SEM: Tag 7: APPY'GFP-M = 0,031 =+ 0,0002; APPN"S~FGFP-M = 0,034 + 0,002.
Tag 35: APPY'GFP-M = 0,033 + 0,0007; APPN“"-FGFP-M = 0,031 + 0,001. P = 0,952).
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Abbildung 14: Die Spine-Dichte von basalen Dendriten des Stratum oriens der CAl-Region der
APPNSCFGFP-M-Linie ist abseits von APB-Ablagerungen nicht beeintrichtigt. A)
Quantifizierung der Spine-Dichte (Fgenotyp(1, 10) = 0,001006, P = 0,9753). B) Die
Dichte persistenter und transienter Spines von APPN""SFGFP-M-Versuchstieren un-
terschied sich ebenfalls nicht gegeniiber APP*'GFP-M-Versuchstieren (Fgenotyp(P)(1,
10) = 0,0027, P = 0,9593; Fgenotyp(t)(1, 10) = 0,0038, P = 0,9521). Die Daten werden
als Mittelwerte dargestellt - SEM; n = 6 mannliche Versuchstiere pro Gruppe mit N =
7 - 10 Dendriten pro Versuchstier. Signifikanzen wurden mittels zweifaktorieller Va-
rianzanalyse mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test ermittelt. *P <0,05; **P
<0,01; ***P <0,001; ****P <0,0001. Die Daten waren nach Shapiro-Wilk-Test normal-
verteilt.

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen, dass die strukturelle Plastizitat der dendri-
tischen Spines des Stratum oriens der CA1-Region des Hippocampus in APPNY"6FGFP-M-
Versuchstieren abseits von Af3-Ablagerungen signifikant beeintrachtigt war, was sich aller-

dings noch nicht signifikant auf die Spine-Dichte auswirkte.
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2.1.6 Weibliche APPN'"¢F.yersuchstiere wiesen einen erhohten Anteil an

abgebauten Spines gegeniiber minnlichen APPN-¢F.Versuchstieren auf

Fir das APPNYSF_Mausmodell ist in der Literatur ein Unterschied in der AD-Pathologie
zwischen dlteren weiblichen und mannlichen Tieren beschrieben. Bei dlteren weiblichen
Tieren wurde eine fast doppelt so hohe A3-Last beobachtet wie in gleichaltrigen mannli-
chen Tieren288. Im Rahmen dieser Studie wurde deshalb untersucht, ob es einen Unter-
schied in der strukturellen Plastizitat zwischen weiblichen und mannlichen Versuchstieren
der APPN"6F_Linje gibt. In weiblichen APPN-"CFGFP-M=Versuchstieren wurde eine signifi-
kant hohere Spine-Umsatzrate gegenilber den mannlichen Versuchstieren beobachtet (sie-
he Abbildung [I5A).

Die Spine-Umsatzrate in weiblichen Versuchstieren sank allerdings bis zum letzten Beob-
achtungszeitpunkt ebenfalls um 38,68 % und ndhrte sich somit dem Wert der mannlichen
APPNY6FGFP-M-Versuchstieren stark an (Mittelwerte Spine-Umsatzrate in % -+ SEM: Tag
35: weibliche APPNY"CFGFP-M = 61,32 + 3,42; minnliche APPN'"SFGFP-M = 54,57 + 5,47.
P = 0,0112). Die erhohte Spine-Umsatzrate in weiblichen APPN“"SFGFP-M-Versuchstieren
ergab sich vorrangig aus einem signifikant erhhten Anteil abgebauter Spines (siehe Ab-
bildung f[5C, Mittelwerte abgebauter Spines in % + SEM: Tag 35: weibliche APPN-"C~FGFP-
M = 88,456 =+ 2,824; mannliche APPN"GFGFP-M = 72,77 + 6,66. P = 0,022). Der Anteil
neu gebildeter Spines unterschied sich in mannlichen und weiblichen APPNS6FGFP-M-
Versuchstieren nicht signifikant voneinander (siehe Abbildung l5B, Mittelwerte Neugebil-
deter Spines in % 4+ SEM: Tag 35: weibliche APPNS"CFGFP-M = 74,44 + 4,33; mannliche
APPNS"6FGFP-M = 75,44 + 8,48. P = 0,0510). Die Spine-Dichte in mannlichen sowie weib-
lichen APPNY"6~FGFP-M-Versuchstieren war ebenfalls vergleichbar ( siehe Abbildung f(5D,
Mittelwerte Spine-Dichte in % + SEM: Tag 35: weibliche APPN"CFGFP-M = 117,5 + 3,13;
mannliche APPN"GFGFP-M = 114,56 + 1,96. P = 0,1739).

In weiblichen APPNY"6FGFP-M-Versuchstieren wurde zudem in vivo eine deutlich hohere
Anzahl FSB-positiver Af3-Ablagerungen beobachtet, wodurch die mikroskopische Aufnah-
me von Dendriten abseits von A-Ablagerungen erschwert wurde. Dariiber hinaus wurden
in weiblichen Versuchstieren eine hohere Anzahl an eGFP-positiver Neurone observiert.
Dies erschwerte die Nachverfolgung einzelner, ungekreuzter Dendriten und beeintrachtig-
te anschlieRend ebenfalls die Analyse der dendritischen Spine-Kinetik. Aus diesen Grin-
den wurden in den nachfolgenden Versuchen zur praventiven therapeutischen Interventi-
on mittels BACE-Inhibierung nur mannliche APPNS6FGFP-M-Versuchstiere verwendet.
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Abbildung 15: Die Spine-Umsatzrate in weiblichen APPN-"SFGFP-M-Versuchstieren ist bedingt
durch einen erhohten Anteil an abgebauten Spines signifikant erhéht. A-D) Quanti-
fizierung der Spine-Umsatzrate (Fgeschiecht(1, 9) = 10,12, P = 0,0112), der Dichte neu-
gebildeter Spines (Fgeschiecht(1, 9) = 5,063, P = 0,0510), sowie der Dichte abgebauter
Spines (Finteraktion(4, 36) = 3,272, P = 0,0218) in weiblichen APPN"SFGFP-M- gegen-
iiber mannlichen APPN'"FGFP-M-Versuchstieren. E) Die Spine-Dichte unterschied
sich nicht zwischen den Geschlechtern (Fgeschiecht(1, 9) = 2,181, P = 0,1739). Die Da-
ten werden als Mittelwerte dargestellt == SEM; n =5 - 6 Versuchstiere pro Gruppe mit
N = 7 -10 Dendriten pro Versuchstier. Signifikanzen wurden mittels zweifaktorieller
Varianzanalyse mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test ermittelt. *P <0,05;
**P <0,01; ***P <0,001; ****P <0,0001. Die Daten waren nach Shapiro-Wilk-Test nor-
malverteilt.

2.2 Inhibierung der (3-Sekretase BACE1 mittels NB-360 als priaventiver

Therapieansatz im AD-Mausmodell APPN'"F

In den folgenden Versuchen wurde die BACE-Inhibierung mittels des Inhibitors NB-360
von Novartis als praventiver Therapieansatz im APPN“"®F-Mausmodell verfolgt. Zunachst
wurden die Effekte zweier NB-360-Dosierungen auf die bereits beeintrachtigte strukturelle
Plastizitat dendritischer Spines des Stratum oriens der CA1l-Region abseits von A[3-Abla-
gerungen untersucht. Es sollte evaluiert werden, ob eine friihzeitige Intervention mittels
BACE-Inhibition einen positiven Effekt auf die beeintrachtigte Kinetik dendritischer Spines
im APPNS6FGFP-M-Mausmodell ausiibt.

Der Effekt der BACE-Inhibition auf die strukturelle Plastizitdt dendritischer Spines wurde in
vorherigen Studien nur im somatosensorischen Cortex in Wildtyptieren analysiert2Z&272,850,
Im AD-Kontext stellt der Hippocampus allerdings eine interessantere Hirnregion dar, da die
Hippocampusformation, anders als der somatosensorische Cortex, die zentrale Schaltstelle
fir den Mechanismus des Lernens und der Gedachtnisbildung bildet.
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Um die vorliegende Arbeit mit vorherigen Studien zum Effekt der BACE-Inhibition auf die
strukturelle Plastizitat dendritischer Spines der Pyramidenzellen des somatosensorischen
Cortex von Wildtyptieren vergleichen zu kdnnen, wurden zunachst die Auswirkungen einer
hohen und einer niedrigen NB-360-Dosierung auf die Plastizitdt dendritischer Spines der
CA1-Region des Hippocampus in den Kontrolltieren APPV'GFP-M evaluiert.

Dariiber hinaus wurden die Auswirkungen einer langfristigen BACE-Inhibition, welche durch
den praventiven Therapieansatz notwendig werden wiirde, auf die Af3-Last und die Neu-
roinflammation sowie auf die kognitive Leistung im APPN“"SF-Mausmodell untersucht. Bei
diesen Untersuchungen wurde die NB-360-Dosierung verwendet, welche in den vorherigen

Experimenten zur strukturellen Spine-Plastizitat als therapeutisch effektiv evaluiert wurde.

2.2.1 Der BACE-Inhibitor NB-360 bewirkt eine Anderung der
Fellpigmentierung in APPN'"6-F.Versuchstieren

Der BACE-Inhibitor NB-360 von Novartis wurde in Futterpellets verabreicht. In Wildtyptie-
ren wurde eine A340-Hemmung von 84,4 % nach einer sechstagigen Behandlung mittels
des BACE-Inhibitors NB-360 (0,25 g/kg) erzielt. Die NB-360-Dosierung 0,05 g/kg bewirkte
eine A40-Reduktion von 78 %22C. Eine Behandlung mit dem BACE-Inhibitor NB-360 erfolg-
te ohne Beeintrachtigung des Gesundheitsstatus oder Korpergewicht der Versuchstiere. Es
konnte allerdings nach einer zweiwdchigen NB-360-Behandlung bei beiden Dosierungen
eine Veranderung der Fellpigmentierung der Versuchstiere beobachtet werden (siehe Ab-
bildung [L§).

Aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen der BACE1- und BACE2-Sekretase blo-
ckieren die gegenwartigen BACE-Inhibitoren ebenfalls die 3-Sekretase BACE2. BACE2 (iber-
nimmt, wie in Kapitel naher beschrieben, eine wichtige Funktion in der Melanogene-
se2%2 Der Phianotyp der Fellpigmentverdanderung unter NB-360-Behandlung ist somit nicht
der Inhibition von BACE1, sondern der gleichzeitigen und unspezifischen Blockierung der
BACE2-Aktivitat zuzuschreiben.
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A NB-360 (0,29 g/kg) B NB-360 (0,05 g/kg)

Abbildung 16: Auswirkung der chronischen pharmakologischen BACE-Inhibition mittels NB-360 auf
die Fellpigmentierung der APPN-"SFGFP-M-Versuchstiere. Die Verdnderung der Fell-
pigmentierung war bei jedem Versuchstier nach spatestens einer vierzehntagigen
Behandlung zu sehen.

2.2.2 In APP"'GFP-M-Versuchstieren beeintrichtigt die BACE-Inhibition mittels
NB-360 dosisabhingig die Kinetik und Dichte dendritischer Spines der
CA1-Region des Hippocampus

Die in vivo 2-Photonen mikroskopische Untersuchung erfolgte in APPY'GFP-M-Versuchstie-
ren analog zum Versuch P.1.5 und ist detailliert im Kapitel #.3.2 beschrieben. Vor Therapie-
beginn wurden zwei Aufnahmezeitpunkte als interner Referenzwert fiir die Spine-Kinetik
und Dichte aufgenommen. Die Nachverfolgung der Kinetik einzelner dendritischer Spines
des Stratum oriens der CA1-Region des Hippocampus erfolgte anschlieRend in wdchentli-
chen Intervallen. Es wurden basale Dendriten des zweiten Verzweigungsgrades mikrosko-
piert. Die 28-tagige BACE-Inhibitor Behandlung mittels NB-360 wurde in zwei Dosierungen
(0,05 g/kg und 0,29 g/kg) durchgefiihrt. Die BACE-Inhibitor Intervention startete mit einem

Alter von vier Monaten.

Es wurde ein leichter aber nicht signifikanter Riickgang der Spine-Umsatzrate unter BACE-
Inhibition mittels beider NB-360-Dosierungen im APP"'GFP-M-Mausmodell beobachtet (sie-
he Abbildung f[7A, Mittelwerte Spine-Umsatzrate in % + SEM: Tag 35: APPY'GFP-M = 82,68
+ 5,02; 0,29 g/kg = 55,25 + 1,93; 0,05 g/kg = 68,9 & 9,53. P = 0,2968). Beim Anteil neu-
gebildeter Spines wurde ein signifikanter Riickgang unter der hohen NB-360-Dosierung
(0,29 g/kg) iber den gesamten Behandlungszeitraum festgestellt (siehe AbbildungL7B). Bis
zum Tag 28 sank der Anteil neugebildeter Spines auf den niedrigsten Wert. Da der Anteil
neugebildeter Spines danach nochmal leicht anstieg, wurde insgesamt eine Reduktion um
35,07 % unter der 0,29 g/kg NB-360-Dosierung observiert. Unter der niedrigen NB-360-Do-
sierung (0,05 g/kg) sank der Anteil neugebildeter Spines kontinuierlich bis zum Tag 21 und
stieg zum Tag 28 ebenfalls an. Da der Anteil neugebildeter Spines bis zum letzten Beob-
achtungszeitpunkt erneut stark sank, wurde insgesamt eine Reduktion um 29,83 % beob-
achtet (Mittelwerte neugebildete Spines % + SEM: Tag 35: APPY'GFP-M = 106,48 + 11,48;
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0,29 g/kg = 64,93 + 8,39; 0,05 g/kg = 70,17 £ 10,1. P = 0,0132). Im Anteil der abgebauten
Spines wurde ebenfalls ein signifikanter Riickgang unter beiden NB-360-Dosierungen be-
obachtet (siehe Abbildung [L7C). In der niedrig dosierten NB-360-Behandlungsgruppe sank
der Anteil an abgebauten Spines bis zum letzten Behandlungszeitpunkt um 31,43 %. Bei
der hoch dosierten NB-360-Behandlungsgruppe wurde eine Reduktion um 24,68 % beob-
achtet (Mittelwerte abgebauter Spines in % 4+ SEM: Tag 35: APPY'GFP-M = 95,15 + 5,68;
0,29 g/kg=75,32 + 4,19; 0,05 g/kg = 68,57 4= 10,582. P = 0,0356). Um den Behandlungsef-
fekt der beiden NB-360-Dosierungen gegeniiber der Kontrollgruppe pragnanter herauszu-
stellen, wurde neben der zweifaktoriellen Varianzanalyse noch eine einfaktorielle Varianz-
analyse durchgefiihrt (Mittelwerte abgebauter Spines in % + SEM: APP"'GFP-M = 99,06
+2,57; 0,29 g/kg = 88,91 + 2,55; 0,05 g/kg = 86,72 =+ 3,06. P = 0,0039). Wie in Abbildung
[[7D zu sehen, nahm der Anteil stabiler Spines im APPY'GFP-M-Mausmodell nahm unter der
BACE-Inhibitor Intervention mittels beider NB-360-Dosierungen signifikant zu (Mittelwerte
stabile Spines in % + SEM: Tag 35: APPYGFP-M = 95,01 + 0,64; 0,29 g/kg = 96,77 + 0,34;
0,05 g/kg = 95,69 + 0,37. P = 0,0056).
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Abbildung 17: Die Bildung neuer dendritischer Spines im Stratum oriens der CAl-Region ist

in APPY'GFP-M-Versuchstieren unter BACE-Inhibition signifikant erniedrigt. A) Die
BACE-Inhibitor Behandlung bewirkte unter beiden NB-360-Dosierungen (0,29 g/kg
und 0,05 g/kg) einen negativen Trend in der Spine-Umsatzrate (Fgehandiung(2, 13) =
1,336, P =0,2968). B-C) Der Anteil neugebildeter Spines (Finteraktion(8, 52) = 2,744, P =
0,0132) sowie der Anteil abgebauter Spines (Fgehandiung(2, 13) = 4,359, P = 0,0356)
waren unter BACE-Inhibition mittels beider NB-360-Dosierungen signifikant redu-
ziert. Der Behandlungseffekt gegentiber der Kontrollgruppe wurde mittels einfaktori-
eller Varianzanalyse weiter analysiert (Fginfaktorielle v.(2, 82) = 5,954, P = 0,0039). D) Die
BACE-Inhibitor Intervention wirkte sich signifikant auf den Anteil stabiler Spines aus
(Finteraktion (10, 65) = 2,829, P = 0,0056). Die Daten werden als Mittelwerte dargestellt
4 SEM; n =5 - 6 Versuchstiere pro Gruppe mit N = 7 - 10 Dendriten pro Versuchstier.
Zweifaktorielle Varianzanalyse mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test, bei
Erreichen einer Signifikanz in der Behandlung wurde im Anschluss eine einfaktoriel-
le Varianzanalyse mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test durchgefiihrt, um
die Signifikanzen der Behandlungsgruppen zu erhalten. */*P <0,05; **/**P <0,01;
#ex/+++p <0,001; ****/T1++P <0,0001. Die Daten waren nach Shapiro-Wilk-Test
normalverteilt.

Dariiber hinaus wurde in APP*'GFP-M-Versuchstieren unter BACE-Inhibition eine Abwei-

chung in der Spine-Dichte gegenlber der Kontrollgruppe observiert (siehe Abbildung [[8A).

In der niedrig dosierten NB-360-Behandlungsgruppe wurde ein signifikanter Anstieg in der

Spine-Dichte ab der ersten Behandlungswoche observiert, wobei die Spine-Dichte am letz-

ten Beobachtungszeitpunkt gegeniiber der Kontrollgruppe um 8,9 % erhéht war. Dagegen

wurde in der hoch dosierten NB-360-Behandlungsgruppe eine signifikante Reduktion in

der Spine-Dichte ab der dritten Behandlungswoche und schlussendlich am letzten Beob-

achtungszeitpunkt um 6,9 % gegeniiber der Kontrollgruppe beobachtet (Mittelwerte Spi-
ne-Dichte in % + SEM: Tag 35: APPY'GFP-M = 114,41 + 1,87; 0,29 g/kg = 107,52 + 2,1;
0,05g/kg =123,31 + 1,9. P = <0,0001).
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Die signifikanten Anderungen in den Spine-Dichten unter BACE-Inhibition sind durch die
signifikanten Anderungen in den Dichten persistenter Spines zu erklaren (siehe Abbildung
[[8B). Unter der niedrigen NB-360-Dosierung wurde ein signifikanter Anstieg in der Dichte
persistenter Spines bis zum letzten Aufnahmezeitpunkt um 13,02 % beobachtet. Dies kdnn-
te darauf hindeuten, dass unter der niedrigen NB-360-Dosierung zwar ebenfalls signifikant
weniger Spines gebildet wurden, die Spines die gebildet wurden allerdings vermehrt persis-
tent waren. Der Anstieg im Anteil persistenter Spines konnte auch die Erhéhung der Spine-
Dichte erklaren, dies wird weiter in Kapitel diskutiert. Unter der héheren NB-360-
Dosierung wurde dagegen eine signifikante Erniedrigung in der Dichte persistenter Spines
bis zum letzten Aufnahmezeitpunkt gegeniiber den Kontrolltieren beobachtet (Mittelwerte
persistente Spines in % 4+ SEM: Tag 35: APP"!GFP-M = 108,82 + 1,45; 0,29 g/kg = 103,32
+1,64; 0,05g/kg =113,02 + 1,2. P = <0,0001). Die Dichte transienter Spines differenzierte
ebenfalls signifikant von der Kontrollgruppe, wobei unter beiden NB-360-Dosierungen eine
signifikante Erniedrigung observiert wurde (Mittelwerte transiente Spine in % + SEM: Tag
35: APPY'GFP-M = 104 + 2,75; 0,29 g/kg = 62,02 + 14,78; 0,05g/kg = 81,12 + 8,01. P =
<0,0172).

Allerdings wurde ebenfalls beobachtet, dass der Referenzwert - die ersten beiden Beobach-
tungszeitpunkte - zwischen der Kontrollgruppe und der niedrig NB-360 dosierten Behand-
lungsgruppe sich ebenfalls voneinander unterschied, was den Effekt der BACE-Behandlung
nochmal verstdrkte. Dieser Aspekt wird in Kapitel weiter diskutiert.
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Abbildung 18: Die Spine-Dichte basaler Dendriten des Stratum oriens der CA1-Region des Hippo-
campus in APP'GFP-M-Versuchstieren ist unter BACE-Inhibition signifikant beein-
trachtigt. A) Unter der hohen NB-360-Dosierung (0,29 g/kg) ist eine signifikante Re-
duktion der Spine-Dichte zu beobachten, wohingegen unter der niedrigen NB-360-
Dosierung (0,05 g/kg) eine signifikante Erhéhung der Spine-Dichte beobachtet wurde
(Finteraktion(10, 65) = 11,05, P = <0,0001). B) Zudem wurde eine signifikante Erniedri-
gung unter der hohen NB-360-Dosierung sowie eine signifikante Erhdhung unter der
niedrigen NB-360-Dosierung im Anteil persistenter Spines observiert (Finteraktion(6,
39) = 7,643, P = <0,0001). Der Anteil transienter Spines wurde bei beiden NB-360-
Dosierung signifikant erniedrigt (Finterakton (6, 39) = 2,977, P =0,0172).Die Daten wer-
den als Mittelwerte dargestellt = SEM; n = 5 - 6 Versuchstiere pro Gruppe mit
N = 7 - 10 Dendriten pro Versuchstier. Signifikanzen wurden mittels zweifaktori-
eller Varianzanalyse mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test ermittelt. */*p
<0,05; **/+1P <0,01; ***/+++Pp <0,001; ****/*+++p <0,0001. Die Daten waren nach
Shapiro-Wilk-Test normalverteilt.
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Zusammenfassend wurde in APPY'GFP-M-Versuchstieren wurde eine signifikante Beein-
trachtigung bei der Bildung von neuen Spines flr Dendriten des Stratum oriens der CAl-
Region des Hippocampus unter BACE-Inhibition observiert. Allerdings wurde nur unter der
hohen NB-360-Dosierung ein Riickgang in der Spine-Dichte von APP"'GFP-M-Versuchstie-
ren beobachtet, wohingegen unter der niedrigen NB-360-Dosierung eine Erhéhung der Spi-
ne-Dichte observiert wurde. Die Erh6hung der Spine-Dichte unter der niedrigen NB-360-
Dosierung spiegelte sich ebenfalls im signifikant erhéhten Anteil persistenter Spines wider.

2.2.3 Die BACE-Inhibitor Intervention mittels NB-360 steigerte die Neubildung
dendritischer Spines der CA1-Region abseits von A3-Ablagerungen im
APPN-6F.Mausmodell

Die in vivo 2-Photonen mikroskopische Untersuchung erfolgte in APPN“"®FGFP-M-Versuchs-
tieren analog zum Versuch und ist detailliert im Kapitel beschrieben. Vor The-
rapiebeginn wurden zwei Aufnahmezeitpunkte als interner Referenzwert fiir die Spine-Ki-
netik und Dichte aufgenommen. Die Nachverfolgung der Kinetik einzelner dendritischer
Spines erfolgte anschliefend in wochentlichen Intervallen. Die 28-tdgige BACE-Inhibitor
Behandlung mittels NB-360 wurde in zwei Dosierungen (0,05 g/kg und 0,29 g/kg) durch-
gefiihrt. Die Intervention startete mit einem Alter von vier Monaten im APPN“"SFGFpP-M-
Mausmodell. Bei diesem Alter wurde im APPN"6FGFP-M-Mausmodell noch keine fortge-
schrittene AB-Last im Hippocampus festgestellt>’2. Die Analyse der strukturellen Plastizitat
dendritischer Spines des zweiten Verzweigungsgrades erfolgte abseits von FSB-positiven

A-Ablagerungen.

Die chronische Verabreichung der hohen NB-360-Dosierung (0,29 g/kg) fihrte zu einer si-
gnifikanten Erh6hung der Spine-Umsatzrate und zu einer gesteigerten Neubildung von Spi-
nes abseits von AP-Ablagerungen im Stratum Oriens der CA1-Region im APPNI"C~FGFP-M-
Mausmodell. Bis zum letzten Aufnahmezeitpunkt wurde eine Steigerung der Spine-Umsatz-
rate um 18,44 % unter der hohen NB-360-Dosierung gegeniiber der Kontrollgruppe obser-
viert. Die niedrig dosierte NB-360-Behandlung (0,05 g/kg) bewirkte dagegen nur eine leich-
te aber nicht signifikante Erh6hung der Spine-Umsatzrate (siehe Abbildung I9B, Mittelwer-
te Spine-Umsatzrate in % + SEM: Tag 35: APPNS"CFGFP-M = 54,57 + 5,47; 0,29 g/kg = 73
+ 7,53; 0,05 g/kg = 63,92 + 4,4. P = 0,0154). Ein besonders stark ausgepragter Effekt lieR
sich auf die Bildung neuer Spines unter der hohen NB-360-Dosierung feststellen. Bereits
nach einer Behandlungswoche stieg der Anteil neugebildeter Spines in APPNS"SFGFP-M-
Versuchstieren stark an. Bis zum letzten Aufnahmezeitpunkt wurde eine Steigerung um
16,76 % gegeniiber der Kontrollgruppe beobachtet. Unter der niedrig dosierten NB-360-
Behandlung wurde kein Effekt auf den Anteil neugebildeter Spines observiert (Mittelwer-
te Neugebildete Spines in % + SEM: Tag 35: APPN“"CFGFP-M = 75,44 + 8,48; 0,29 g/kg =
92,19 + 11,75; 0,05 g/kg = 67,7 & 3,29. P = 0,0098). Dariiber hinaus stieg auch der Anteil
abgebauter Spines unter der hohen NB-360-Dosierung an, erreichte allerdings bei beiden
NB-360-Dosierungen keine Signifikanz (Mittelwerte abgebaute Spines in % + SEM: Tag 35:



Ergebnisse 53

APPNSCFGEP-M = 72,77 + 6,66; 0,29 g/kg = 92,87 + 10,54; 0,05 g/kg = 93,72 + 4,26; . P
= 0,1012). Der Anteil stabiler Spines verdnderte sich nicht unter der NB-360-Behandlung
liber die Zeit (Mittelwerte stabile Spines in % + SEM: Tag 35: APPNY"CFGFP-M = 95,51 +
1,1; 0,29 g/kg = 94,51 + 0,43; 0,05 g/kg = 95,46 + 0,3. P = 0,3039).

A B
- APPM-6FGFP-M -+ 0,29 g/kg 0,05 g/kg
1204 FBehandlung : <0’05 E 120- FBehandIung: <0,01
S o)
P’ (%)
£ 100- & 1004
o £
S )
3 80 . I 80
£ 100 7 R 100, 5
2 =
b 60 so < 600
s oo
& o 2 .
C 40 - b Z 40-
120- FInteraktion/BehandIung :ns 120- FInteraktion/BehandIung :ns

100- \

1001

80

D
o
1

Anteil stabile Spines [%]

iy
o
B
o

Abgebaute Spines [%
[0}
o

A A 4 SN O S

o

A N

Abbildung 19: Die BACE-Inhibitor Intervention mittels der hohen NB-360-Dosierung bewirkte ei-
ne signifikante Steigerung der Spine-Umsatzrate im APPNY"%F-Mausmodell. A) Beide
NB-360-Dosierungen (0,29 g/kg und 0,05 g/kg) bewirkten eine Steigerung der Spi-
ne-Umsatzrate (Fgehandiung(2, 15) = 5,585 P = 0,0154), welche unter der hohen NB-
360-Dosierung gegenlber der Kontrollgruppe signifikant wurde (Feinfaktorielle v.(2, 87)
=4,326, P =0,0162). B) Die BACE-Inhibitor Behandlung bewirkte ebenfalls einen An-
stieg der neugebildeten Spines (Fgehandiung(2, 15) = 6,389 P = 0,0098) und wurde unter
der hohen NB-360-Dosierung signifikant (Fginfaktorielie v.(2, 87) = 10,52, P = <0,0001).
C) Der Anteil abgebauter sowie stabiler Spines verdnderte sich unter beiden NB-360-
Dosierungen nicht signifikant (Fgehandiung(8, 15) = 2,679, P =0,1012), (Fgehandiung(2, 15)
=1,1291, P = 0,3039) D). Die Daten werden als Mittelwerte dargestellt + SEM; n =6
Versuchstiere pro Gruppe mit N = 7 - 10 Dendriten pro Versuchstier. Zweifaktorielle
Varianzanalyse mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test. Bei Erreichen einer
Signifikanz in der Behandlung wurde im Anschluss eine einfaktorielle Varianzanalyse
mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test durchgefiihrt, um die Signifikanzen
der Behandlungsgruppen zu erhalten. */*P <0,05; **/**P <0,01; ***/+++p <0,001;
#xxx/+++4p <0 0001. Die Daten waren nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt.

Die gesteigerte Bildung von neuen Spines unter der hohen NB-360-Dosierung fiihrte im
APPNS6FGEP-M-Mausmodell zudem zu einer signifikanten Steigerung der Spine-Dichte
ab dem flinften Aufnahmezeitpunkt. Unter der niedrigen NB-360-Dosierung wurde keine
Veranderung der Spine-Dichte observiert (Mittelwerte Spine-Dichte in % + SEM: Tag 35:
APPNSCFGFP-M = 114,555 + 1,961; 0,29 g/kg = 119,86 =+ 3,03; 0,05 g/kg = 111,71 + 1,11.
P =<0,0001). Fur den Anteil transienter sowie persistenter Spines wurde unter beiden NB-
360-Dosierungen keine signifikante Veranderung gegeniiber der Kontrollgruppe beobach-
tet (siehe Abbildung Q). Der Anteil transienter Spines sank in den Behandlungsgruppen
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sowie in der Kontrollgruppe Uber die Zeit (Mittelwerte transiente Spines in % -+ SEM: Tag
35: APPNYCFGEP-M = 92,77 + 3,64; 0,29 g/kg = 90,64 + 9,29; 0,05 g/kg = 97,78 + 2,76.
P = 0,879), wohingegen der Anteil der persistenten Spines in allen drei Gruppen leicht an-
stieg (Mittelwerte persistente Spines in % + SEM: Tag 35: APPN:"CFGFP-M = 109,1 + 1,85;
0,29g/kg =111,9 = 1,76; 0,05 g/kg = 111,53 £ 0,96. P = 0,3151).
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Abbildung 20: Die Spine-Dichte basaler Dendriten des Stratum oriens der CAl-Region von
APPN6FGFP-M-Versuchstieren stieg unter der hohen NB-360-Dosierung signifikant
an. A) Unter der hohen NB-360-Dosierung (0,29 g/kg) ist eine signifikante Steige-
rung der Spine-Dichte zu beobachten (Finteraktion(10, 75) = 4,47, P = <0,0001). B)
Im Anteil transienter sowie persistenter Spines wurde keine signifikante Verande-
rung unter BACE-Inhibition beobachtet (Fgehandiung(t)(2, 15) = 0,1302, P = 0,8789),
(Fgehandiung(P)(2, 15) =1,249, P = 0,3151). Die Daten werden als Mittelwerte darge-
stellt +£ SEM; n = 6 Versuchstiere pro Gruppe mit N = 7 - 10 Dendriten pro Versuchs-
tier. Signifikanzen wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit angeschlos-
senem Bonferroni-post-hoc-test ermittelt. */*P <0,05; **/*+p <0,01; ***/*++p

<0,001; ****/++++p <0,0001. Die Daten waren nach Shapiro-Wilk-Test normalver-
teilt.

Zusammenfassend konnte die signifikant erniedrigte Spine-Umsatzrate dendritischer Spi-
nes des Stratum oriens der CAl-Region des Hippocampus abseits von Af3-Ablagerungen
im APPNY6FGEP-M-Mausmodell mittels einer friihzeitigen BACE-Inhibitor Intervention ge-
steigert werden. Der Effekt auf die Spine-Umsatzrate, auf die Neubildung dendritischer
Spines sowie auf die Spine-Dichte war dosisabhangig. Unter der niedrig dosierten NB-360-
Behandlung wurde nur eine leichte Erhohung beobachtet, wohingegen unter der hohen
NB-360-Dosierung (0,29 g/kg) eine signifikante Steigerung der Spine-Umsatzrate, der Neu-
bildung sowie der Spine-Dichte observiert wurde.

2.2.4 Die priaventive langfristige BACE-Inhibitor Intervention mittels NB-360
verringert im APPN'"6-F.Mausmodell signifikant die AB-Last und die
Neuroinflammation

Ab einem Alter von zweieinhalb Monaten und in einem Intervall von zehn Wochen wurden
APPNL"G-F_versuchstiere longitudinal im nPET untersucht. Die AB-Last wurde, wie in Kapi-
tel ausfiihrlicher beschrieben und analog zum HPET-Versuch in Kapitel P.1.2, unter
Verwendung des Radiotracers [18IF-FBB detektiert, wohingegen die Ausbreitung der Neu-
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roinflammation mittels des Radiotracers ['8/F-GE180 verfolgt wurde. Die BACE-Inhibitor In-
tervention, mittels der zuvor als therapeutisch effektiv evaluierten NB-360-Dosierung von
0,29 g/kg, startete mit einem Alter von neun Wochen und wurde fiir acht Monate fortge-
flhrt. Nach der letzten uPET-Untersuchung wurde die kognitive Leistung der Versuchstiere
im MWM-Test untersucht.

Die BACE-Inhibition mittels NB-360 (0,29 g/kg) bewirkte im APPN“"5F-Mausmodell eine si-
gnifikante Verringerung des ['8/F-FBB-SUVR tber die Behandlungsdauer im Cortex (siehe
Abbildung B). Die Aufnahme von [*8/F-FBB stieg in unbehandelten APPN"SF_versuchs-
tieren um 8,35 % an, wohingegen in NB-360 behandelten APPN6~F_Versuchstieren nur ein
Anstieg von 4,76 % bis zu einem Alter von zehn Monaten gemessen wurde. Bei Therapie-
ende war der kortikale '8/F-FBB-SUVR von NB-360 behandelten gegeniiber unbehandel-
ten APPNY"6-F.versuchstieren um 4,65% erniedrigt (Mittelwerte [181F-FBB-SUVR + SEM:
2,5: APPN"6F = 0,874 + 0,007; 0,29 g/kg = 0,862 + 0,006. 5,0: APPN"6-F= 0,902 + 0,01;
0,29 g/kg = 0,879 + 0,009. 7,5: APPN“"6-F = 0,914 + 0,018; 0,29 g/kg = 0,904 + 0,007. 10,0:
APPN6-F = 0,947 4 0,009; 0,29 g/kg = 0,903 4 0,013. P = 0,0435). Im Hippocampus wurde
unter NB-360-Behandlung keine signifikante Verringerung des [18IF-FBB-SUVR gegeniiber
unbehandelten APPN“"CF.versuchstieren observiert (Mittelwerte 8IF-FBB-SUVR + SEM:
2,5: APPNY"6-F = 0,946 + 0,003; 0,29 g/kg = 0,946 + 0,005. 5,0: APPN"6-F = 0,961 + 0,007;
0,29 g/kg = 0,952 + 0,004. 7,5: APPNY"6-F = 0,970 4- 0,011; 0,29 g/kg = 0,966 + 0,006. 10,0:
APPNY6-F = 0,985 4 0,007; 0,29 g/kg = 0,956 + 0,007. P = 0,1032).



56 Ergebnisse
A
HSIF-FBB 2,5 5,0 7,5 10,0
oS 3 BB
(8IF-FBB-SUVR
0,5 mmmm— = 1,05
B @ WT - APPM-ST 4 0,29 g/kg
1,05 - 1,05 -
FBehandlung: <O’05 Flnteraktion/Behandlung :ns
g 1,00 ¢ 1,00 :%
Z 0,951 < 095
o} o)
% %
Q0,90 < 2 0,90 -
w | T e T (T
d - d
= 0,85 = 0,85 A
0,80 1 T T 1 0,80 T T 1
2,5 5,0 7,5 10,0 2,5 5,0 7,5 10,0

Abbildung 21: Die langfristige BACE-Inhibitionstherapie mittels NB-360 senkt signifikant die kortika-

le AB-Last im APPN“"6F-Mausmodell. A) Regionale Analyse gruppengemittelter SU-
VR des Radiotracers '81F-FBB im Wildtyp (obere Reihe), in unbehandelten APPN:-6-F.
Versuchstieren (mittlere Reihe) sowie in NB-360 behandelten APPN"S~F_versuchstie-
ren (untere Reihe), dargestellt in axialen Schnitten projiziert auf MRT-Standardvor-
lagen. B) Die Intervention mittels NB-360 (0,29 g/kg) senkt signifikant die Aufnahme
des 8IF-FB-Radiotracers im Cortex (Faehandlung(1, 23) = 4,564, P = 0,0435), wohinge-
gen im Hippocampus kein signifikanter Effekt gegentiber unbehandelten APPN-SF-
Versuchstieren observiert wurde (Fgenandiung(1, 26) = 2,853, P = 0,1032). Die gestri-
chelte Linie stellt Mittelwerte von Wildtyptieren tber die Zeit dar (n=6 - 15). Die
Daten werden als Mittelwerte der SUVR dargestellt & SEM; n = 13 - 15. Signifikan-
zen wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit angeschlossenem Bonferro-
ni-post-hoc-test ermittelt. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001; ****P <0,0001. Die Daten
waren nach D’Agostino & Pearson Test normalverteilt.

Analog zu der verringerten [8IF-FBB-Aufnahme wurde in NB-360 behandelten APPN-G-F

Versuchstieren ebenfalls eine signifikant verringerte kortikale [*8/F-GE180-Aufnahme tiber

die Zeit im Vergleich zu unbehandelten APPN"®~F_versuchstieren verzeichnet. Die kortikale

Aufnahme von 8/F-GE180 stieg in unbehandelten APPN-"CF.Versuchstieren bis zu einem

Alter von zehn Monaten um 22,72 % an, wohingegen in NB-360 behandelten AP

pNL-G—F_

Versuchstieren ab einem Alter von siebeneinhalb Monaten ein signifikanter Riickgang im
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[18lF_GE180-SUVR observiert wurde. Insgesamt wurde ein Anstieg des [*81F-GE180-SUVR bis
zum Therapieende von 5,16 % verzeichnet. Bei Therapieende wurde eine Erniedrigung des
kortikalen *8/F-GE180-SUVR um 11,22 % in NB-360 behandelten gegeniiber unbehandelten
APPNS6F_versuchstieren observiert (Mittelwerte [281F-GE180-SUVR + SEM: 2,5: APPNSGF
= 0,748 + 0,013; 0,29 g/kg = 0,775 + 0,015. 5,0: APPN-"6-F = 0,800 + 0,012; 0,29 g/kg =
0,821 + 0,012. 7,5: APPN"6-F = 0,884 + 0,014; 0,29 g/kg = 0,795 + 0,014. 10,0: APPNL=GF
=0,918 +-0,024; 0,29 g/kg = 0,815 4 0,011. P =<0,0001). Im Hippocampus wurde ebenfalls
eine signifikante Reduktion des [18]F-GE180-SUVR unter NB-360-Behandlung gegeniiber
unbehandelten APPN"S~F_versuchstieren beobachtet. In NB-360 behandelten APPN:"6-F.
Versuchstieren sank die '8/ F-GE180-Aufnahme sogar bis zum Therapieende um 0,84 % ge-
geniiber dem Referenzwert, wohingegen in unbehandelten APPNY"6F.versuchstieren ein
Anstieg von 13,97 % gemessen wurde. Bei der letzten LWPET-Untersuchung mit zehn Mona-
ten unterschied sich der hippocampale '8/F-GE180-SUVR um 13,01 % zwischen unbehan-
delten und NB-360 behandelten APPN“"®~F_versuchstieren (Mittelwerte [8/F-GE180-SUVR
+ SEM: 2,5: APPNY6-F = 0,823 + 0,009; 0,29 g/kg = 0,837 + 0,011. 5,0: APPN--F = 0,857
+ 0,010; 0,29 g/kg = 0,830 + 0,007. 7,5: APPN-"6-F = 0,901 + 0,015; 0,29 g/kg = 0,800 +
0,013. 10,0: APPN"6-F = 0,938 + 0,018; 0,29 g/kg = 0,830 + 0,010. P = <0,0001).
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Abbildung 22: Die langfristige BACE-Inhibitionstherapie mittels NB-360 senkt signifikant die Neu-

roinflammation im APPN“"®F-Mausmodell. A) Regionale Analyse gruppengemittel-
ter SUVR des Radiotracers '8/F-GE180 im Wildtyp (obere Reihe), in unbehandelten
APPNY"SF_viersuchstieren (mittlere Reihe) sowie in NB-360 behandelten APPN-G-F.
Versuchstieren (untere Reihe), dargestellt in axialen Schnitten projiziert auf MRT-
Standardvorlagen. B) Die Intervention mittels NB-360 (0,29 g/kg) senkt signifikant
das 8F-GE180-Signal im Cortex (Fiteraktion(3, 78) = 15,55, P = <0,0001), sowie im
Hippocampus gegeniiber unbehandelten APPN“"CF.versuchstieren (Fiteraktion(3, 78)
=13,73, P =<0,0001). Die gestrichelte Linie stellt Mittelwerte von Wildtyptieren Gber
die Zeit dar (n=6 - 15). Die Daten werden als Mittelwerte der SUVR dargestellt + SEM;
n = 13 - 15. Signifikanzen wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit ange-
schlossenem Bonferroni-post-hoc-test ermittelt. *P <0,05; **P <0,01; ***P <0,001;
***%P <0,0001. Die Daten waren nach D’Agostino & Pearson Test normalverteilt.

Zusammenfassend zeigten die longitudinalen WPET-Untersuchungen, dass eine Langzeit-
therapie mittels NB-360 (0,29 g/kg) die kortikale Ap3-Last signifikant reduzieren sowie die

kortikale und hippocampale Neuroinflammation im AD-Mausmodell AP

PN6-F senken konn-

te. Zudem wurde wahrend der Langzeittherapie mittels NB-360 keine erhéhte Ausfallrate

in den behandelten APPN“"S~F_versuchstieren gegeniiber den Kontrolltieren observiert.
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2.2.5 Die priventive und langfristige BACE-Inhibitor Intervention mittels
NB-360 steigert die hippocampusabhingigen kognitiven Fihigkeiten von
APPNL-6-F.yersuchstieren

Zwei Wochen nach der letzten pPET-Untersuchung und mit einem Alter der APPN-"6-F_ver-
suchstiere von zehn Monaten wurde der MWM-Test durchgefiihrt. Die Versuchstiere wur-
den bis zum Abschluss des MWM-Tests mit NB-360 (0,29 g/kg) sowie der Kontrollsubstanz
behandelt. Der MWM-Test wurde analog zum vorherigen MWM-Test durchgefiihrt (siehe
Kapitel @.5.7)).

Nach den ersten beiden Trainingstagen wurde eine signifikante Steigerung in der Latenzzeit
bis zum Erreichen der Plattform fur die NB-360 behandelten APPN"6~F_versuchstiere ge-
genuber der Kontrollgruppe beobachtet (siehe Abbildung 23B). Bis zum Ende der Trainings-
zeit wurde eine Verringerung der Latenzzeit fiir NB-360 behandelten APPN-"5F.versuchs-
tieren um 27,95 % gegeniiber der Kontrollgruppe beobachtet (Mittelwerte Latenzzeit der
Testdurchliufe in s + SEM: Tag 1: APPN"6-F = 33,032 + 3,612; 0,29 g/kg = 37,260 + 3,962.
Tag 2: APPNY"6-F =34 351 4 3,332; 0,29 g/kg= 36,361 + 1,942. Tag 3: APPN"6-F = 30,95 +
2,96; 0,29 g/kg = 22,26 + 2,207. Tag 4: APPNY"6F = 27,023 + 1,508; 0,29 g/kg = 19,47 +
1,25. P = 0,0464). Zur Datenvisualisierung wurden Heatmaps der vier Testdurchldufe von
einzelnen Versuchstieren abgebildet, welche den Mittelwert der Latenzzeit des jeweiligen
Testdurchlaufs der beiden Versuchsgruppen reprasentieren (siehe Abbildung R3A). Es wur-
de zudem eine leichte aber nicht signifikante Verringerung in der zurlickgelegten Distanz
am Ende des Trainings in der NB-360 behandelten Versuchsgruppe observiert (siehe Abbil-
dung R3C, Mittelwerte Distanz der Testdurchldufe in cm & SEM: Tag 1: APPN"6F = 565,797
+ 54,157; 0,29 g/kg = 671,338 + 85,106. Tag 2: APPN-"C-F = 571 + 54,024; 0,29 g/kg=
622,275 + 43,538. Tag 3: APPN“"6F = 492 574 + 50,311; 0,29 g/kg = 389,636 + 40,567.
Tag 4: APPN"6F = 431,394 4 33,029; 0,29 g/kg = 350,944 + 28,570. P = 0,8743).

NB-360 behandelte APPNY"6-F.versuchstiere erzielten auch beim Transfer-Test eine signifi-
kant kilirzere Latenzzeit bis zum erstmaligen Erreichen der friiheren Plattformposition als
die Kontrollgruppe (siehe Abbildung 3D, Mittelwerte Latenzzeit in s - SEM: APPN-6F =
34,85 + 6,044; 0,29 g/kg = 18,97 + 3,108. P = 0,0206). Uber die gesamte Testdauer von
70 Sekunden legten NB-360 behandelte APPNS"C~F.Versuchstiere eine weitere Distanz zu-
riick als unbehandelte (siehe Abbildung Z3E, Mittelwerte Distanz in cm =+ SEM: APPNL6-F
=1191 £ 56,03; 0,29 g/kg = 1330 £ 37,27. P = 0,0426). Bei der Anzahl der Plattformkreu-
zungen wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen fest-
gestellt (siehe Abbildung 23F, Mittelwerte Frequenz in n + SEM: APPN"6-F =2 364 4-0,411;
0,29 g/kg = 2,6 + 0,321. P = 0,6494).
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Abbildung 23: Die langfristige BACE-Inhibitionstherapie mittels NB-360 steigert signifikant die Lern-
fahigkeit und das Abrufen von Erlerntem im APPN“F-Mausmodell. A) Heatmaps
einzelner Versuchstiere der Kontrollgruppe (1.Reihe) sowie der NB-360 behandel-
ten Versuchsgruppe (2.Reihe), welche den Mittelwert der jeweiligen Testdurchlau-
fe reprasentierten. B,C) Quantifizierung der Latenzzeit (Finteraktion(3, 72) = 2,793, P =
0,0464) sowie der zuriickgelegten Distanz wahrend der Trainingszeit (Fgehandiung(1,
24) = 0,02558, P = 0,8743). D-F) Quantifizierung der Latenzzeit (t(23)=2,486, P
=0,0206), der insgesamt zurickgelegten Distanz (t(25)=2,137, P =0,0426) sowie der
Plattformkreuzungen beim Transfer-Test (t(24)=0,4604, P =0,6494). Dargestellt sind
die Mittelwerte der Testdurchldufe + SEM; n = 12 - 14. Signifikante Anderungen
Uber die Trainingszeit zwischen beiden Versuchsgruppen wurde mittels zweifakto-
rieller Varianzanalyse mit angeschlossenem Bonferroni-post-hoc-test ermittelt. Die
gestrichelte Linie stellt Mittelwerte von Wildtyptieren dar (n=21). Signifikanzen beim
Transfer-Test wurden mittels Zweistichproben-t-Test ermittelt. *P <0,05; **P <0,01;
***P <0,001; ****P <0,0001. Die Daten waren nach D’Agostino & Pearson Test nor-
malverteilt.
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Zusammenfassend konnte anhand des MWM-Test gezeigt werden, dass durch eine praven-
tive sowie langfristige BACE-Inhibitor Intervention mittels NB-360 der Dosierung 0,29 g/kg
die Latenzzeit zur Plattform von APPN“S~F_versuchstieren wahrend der Trainingstage si-
gnifikant erniedrigt werden konnte. Beim Transfer-Test erreichten behandelte APPN:"G-F-
Versuchstiere die friihere Position der Plattform ebenfalls signifikant schneller als unbe-

handelte Versuchstiere.
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3 Diskussion

Das in dieser Studie verwendete APPN"F-Mausmodell sowie die Kreuzung APPN-"CFGFp-
M wird zur Vereinfachung in der Diskussion als APP-Knock-In Mausmodell bezeichnet. Die
APPY'. sowie die APPV'GFP-M-Linie wird demnach des Weiteren als Wildtyp bezeichnet.

3.1 Charakterisierung des APP-Knock-In Mausmodells

Tiermodelle menschlicher Krankheiten, welche die klinische Pathologie rekapitulieren, sind
flir das Verstandnis der molekularen Mechanismen und das Ausfiihren vorklinischer Stu-
dien unverzichtbar. Bei traditionell generierten transgenen AD-Mausmodellen kann aller-
dings die Uberexpression von Proteinen wie APP zusitzliche Phinotypen verursachen, die
nicht mit der AD in Verbindung stehen®!. Die Knock-In Technik hebt sich von der traditio-
nellen transgenen Technik dadurch ab, dass eine gezielte Insertion des verdanderten Gens
in einem bestimmten Locus erfolgt. Das in dieser Arbeit verwendete APP-Knock-In Maus-
modell exprimiert somit das genetisch modifizierte und spezifisch inserierte APP-Gen auf
einem physiologischem Level und dementsprechend auf Wildtypniveau®’2. Im endogenen
APP-Genlocus des APP-Knock-In Mausmodells wurde die A3-Sequenz humanisiert sowie
drei klinische AD-Mutationen eingeflgt (siehe auch Kapitel.1.2)). Diese Technik gewdhrleis-
tet, dass das APP-Knock-In Mausmodell keine unspezifische und durch die Uberexpression
von Proteinen bedingte AD-Pathologie ausbildet®’2. In der Literatur wird das APP-Knock-
In Mausmodell weitestgehend als AD-Modell eingestuft, welches eine friihe Phase der AD
wiederspiegelt®®Y. Aus diesen Griinden erschien die vorklinische Testung einer praventi-
ven therapeutischen Intervention, um den Ausbruch der AD zu hemmen, im APP-Knock-In
Mausmodell attraktiv.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb im ersten Teil die AD-Pathologie des APP-Knock-In
Mausmodells anhand von ex und in vivo Untersuchungen evaluiert. Hierflir wurde zunachst
mittels Kleintier-Positronen-Emissions-Tomographie (WPET) ab einem Alter von zwei Mona-
ten die AP3-Last sowie die Immunantwort der Mikrogliazellen Giber einen Zeitraum von acht
Monaten in vivo observiert. Im Anschluss und mit einem Alter von zehneinhalb Monaten,
wurde die hippocampusabhangige Lernfahigkeit sowie das Referenzgedachtnis unter Ver-
wendung des MWM-Tests der APP-Knock-In Versuchstiere untersucht. Wahrend der pPET-
Untersuchungen konnte im APP-Knock-In Mausmodell im Alter von fiinf Monaten ein leicht
erhohtes Signal im A3-uPET gemessen werden (siehe Abbildung [i0). Da der pathologische
Verlauf von AD durch einen progressiven Verlust von Synapsen und Neuronen gepragt ist,
der mit dem Abbau von Postsynapsen beginnt®3%%32 wurde tiberpriift, ob im APP-Knock-In
Mausmodell mit einem Alter von fiinf Monaten bereits eine Beeintrachtigung der Postsyn-
apsen vorlag. Zu diesem Zweck wurde ex vivo die Dichte sowie die Morphologie dendriti-
scher Spines des Stratum oriens der CA1-Region im Hippocampus untersucht. Fiir diese Un-
tersuchung wurden die Dendriten und ihre Spines spezifisch sichtbar gemacht, indem das
APP-Knock-In Mausmodell mit einer Mauslinie verpaart wurde, welche das griinfluoreszie-
rende Protein eGFP in vereinzelten Nervenzellen, insbesondere der neokortikalen Schicht-V
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und der hippocampalen CA1-Region, exprimiert®’2. Dariiber hinaus wurde die strukturelle
Plastizitat dendritischer Spines mit Hilfe der 2-Photonen Mikroskopie in vivo untersucht.
Bei diesem Versuch wurde die Spine-Kinetik ausgewahlter Dendriten der Pyramidenzellen
im Stratum oriens der CA1-Region im APP-Knock-In Mausmodell iber einen Zeitraum von
sechs Wochen nachvollzogen. Die in vivo Studie startete mit einem Alter von dreieinhalb
Monaten, da die Dichte der hippocampalen A3-Plaques der APP-Knock-In Versuchstiere
zu diesem Zeitpunkt noch relativ gering war und somit die Verfolgung einzelner dendri-
tischer Spines abseits von A3-Ablagerungen (mindestens 50 um Distanz, meist deutlich
mebhr) zuverlassig durchgefiihrt werden konnte. Zur Realisierung der in vivo 2-Photonen
Studie wurde im Rahmen dieser Arbeit die Implantation des hippocampalen Fensters eta-
bliert (siehe Kapitel .3.7)). Die folgende Charakterisierung des APP-Knock-In Mausmodells
flielt anschliefend in den zweiten Teil dieser Arbeit ein, um eine fundierte Beurteilung
und Diskussion des Therapieansatzes der praventiven BACE-Inhibition gegen AD zu ermog-

lichen.

3.1.1 Das APP-Knock-In Mausmodell zeigt eine frithe Neuroinflammation sowie
eine parallele, nicht korrelierende Zunahme in der A{3-Last iiber die Zeit

Die longitudinalen in vivo LPET-Untersuchungen zeigten einen parallelen Anstieg der Af3-

Last sowie der Neuroinflammation im APP-Knock-In Mausmodell. Es konnte allerdings be-

obachtet werden, dass der kortikale Anstieg im TSPO-Signal (22,5 %) bis zu einem Alter von

zehn Monaten doppelt so hoch war wie der Anstieg des A(3-Signals (9 %) im WPET (siehe

Abbildung [L0). TSPO ist ein Transmembranprotein der duReren Mitochondrienmembran.

Unter physiologischen Bedingungen wird TSPO in Mitochondrien von Mikrogliazellen auf

einem sehr geringen Niveau exprimiert. Allerdings wird die Expression von TSPO wahrend

neuroinflammatorischen Prozessen stark hochreguliert>>*222, |m Hippocampus wurde ge-

nerell eine geringere longitudinale Signalzunahme der beiden Radioliganden bis zu einem

Alter von zehn Monaten in APP-Knock-In Versuchstieren beobachtet.

Studien an humanen Gehirnschnitten konnten zeigen, dass die AD-Pathologie mit einer in-

trinsischen Immunreaktion einhergeht, welche laut der Amyloid-Kaskaden-Hypothese als

Folge von AP-Ablagerungen sowie neuronalen Schiaden erfolgt!3®. Neuere neurobildge-

bungs- und genomweite Assoziationsstudien (engl. Genome-wide association study (GWAS))
deuten allerdings darauf hin, dass die Neuroinflammation ein frilhes Ereignis im Verlauf
der AD ist, welches vor und anschlieRend parallel zur AR-Amyloidose verlduft222224895
Die Hypothese der friih auftretenden Neuroinflammation wird durch die in dieser Arbeit
observierten Ergebnisse unterstiitzt. Im APP-Knock-In Mausmodell wurde ebenfalls eine
frihe kortikale Erhhung des TSPO-UPET-Signals um 7,5 % bei einem Alter von fiinf Mo-
naten beobachtet, wohingegen eine signifikante kortikale Erh6hung des A3-uPET-Signals
um 5,4 % erst mit einem Alter von siebeneinhalb Monaten gegeniiber dem Referenzwert
detektiert wurde. Diese Beobachtung ist konform mit anderen Studien, die eine friihe Ak-
tivierung der Mikrogliazellen im APP-Knock-In Mausmodell observierten®2€. Anhand einer

vergleichenden Profilierungsstudie der kortikalen Genexpression von AD-Patienten sowie
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des APP-Knock-In Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Neuroinflammation pro-
gressiv mit dem Fortschreiten der AR-Amyloidose verlduft®2/, was die Hypothese eines
parallelen Verlaufs der A3-Amyloidose und der Neuroinflammation weiter bestétigt. Lon-
gitudinale WPET-Studien in transgenen AD-Mausmodellen beobachteten ebenfalls einen
fast identischen Anstieg des A[3- sowie TSPO-UPET-Signals vom Krankheitsausbruch bis zur
vollstandigen Pathologie?®®2°¢, Zudem wird die Hypothese durch in vivo Studien gestiitzt,
die zeigen konnten, dass Mikrogliazellen durch A3-Ablagerungen in kiirzester Zeit aktiviert

282294 ym dort die Pha-

werden und innerhalb von ein bis zwei Tagen zu diesen migrieren
gozytose von AR-Peptiden einzuleiten?®428328€ pje jm Rahmen dieser Studie observier-
ten longitudinalen WPET-Ergebnisse im APP-Knock-In Mausmodell zeigten allerdings, wie
bereits beschrieben, einen zweifach héheren kortikalen Anstieg des TSPO-Signals gegen-
Uber dem kortikalen Anstieg des A{3-Signals bis zu einem Alter von zehn Monaten. Diese
Diskrepanz im APP-Knock-In Mausmodell liel sich anhand der spezifischen Beschaffenheit
der A-Ablagerungen des Mausmodells und der Bindungsaffinitat des verwendeten Ra-
dioliganden im A3-uPET erklaren. Bei der Untersuchung der A3-Plaque Beschaffenheit des
APP-Knock-In Mausmodells konnte festgestellt werden, dass das Mausmodell Giberwiegend
diffuse A3-Plaques ausbildete, die nur durch eine Immunfarbung gegen A3-Oligomere de-
tektiert werden konnten (siehe Abbildung ). Die gréReren Ap3-Plaques des Mausmodells
bildeten zwar einen inneren Kern aus zusammengelagerten Af3-Fibrillen, allerdings zeig-
te die Auswertung, dass die jeweiligen fibrillaren A3-Bestandteile einen vergleichsweisen
geringen Anteil des AP3-Plagues ausmachten. Zum grofiten Anteil bestanden die AR3-Abla-
gerungen im APP-Knock-In Mausmodell aus Af3-Oligomeren. Zudem wurde gezeigt, dass
die fibrillaren Bestandteile der Af3-Ablagerungen der APP-Knock-In Linie weniger kompakt
sind als bei transgenen AD-Mausmodellen®2#2222%€ Dar{iber hinaus wurde bei transgenen
AD-Mausmodellen vorwiegend eine Anreicherung von Mikrogliazellen am duReren Rand
des kompakten AP-Plaquekerns beobachtet®2. Die diffusere Beschaffenheit der Ap-Ab-
lagerungen des APP-Knock-In Mausmodells fiihrte dagegen ebenfalls zu einer Akkumula-
tion von Mikrogliazellen zwischen den fibrillaren Af3-Bestandteilen des Af3-Plaques (sie-
he Abbildung B). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass die A3-Ablagerungen
der APP-Knock-In Mauslinie durch ihre Beschaffenheit eher die Morphologie der huma-
nen AB-Plaques widerspiegeln als die AB-Plaques der transgenen AD-Mausmodelle#2%281,
Der in dieser Arbeit verwendete Af3-Radioligand zeigt eine nur geringe Bindungsaffinitat
fur diffuse, oligomere Af3-Plaque Bestandteile, die hauptsachlich im APP-Knock-In Maus-
modell vorlagen, wohingegen die Affinitat fiir kompakte, fibrillaire Af3-Plaques sehr hoch
ist*93282 Dijes fihrte wahrscheinlich dazu, dass nur ein Bruchteil der AB-Ablagerungen des
APP-Knock-In Mausmodells mittels des AB-uPET Tracers [18/F-FBB detektiert wurden, was
die Diskrepanz zwischen der Signalzunahme im Af3- und TSPO-uPET erklart. Die niedrige
Bindungsaffinitat des AB-pPET-Tracers [18IF-FBB fur nicht fibrillire AB-Plaque Bestandtei-
le stellt zwar eine Limitierung bei der Verwendung dieses Radioliganden im APP-Knock-In
Mausmodell dar, dennoch konnte gezeigt werden, dass eine robuste Quantifizierung der

SUVR (engl. fiir standardized uptake value ratios) des A3-uPET-Signals im Verhéltnis zu ei-
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ner definierten zerebralen Vergleichsregion des APP-Knock-In Mausmodells méglich war

(siehe Kapitel #.4.4).

3.1.2 Die hippocampusabhingige Lernfahigkeit sowie die Abrufbarkeit des
Referenzgedichtnisses ist im APP-Knock-In Mausmodell stark
vermindert

Fir APP-Knock-In Versuchstiere wurde bei einem Alter von zehneinhalb Monaten eine si-
gnifikant verminderte Lernfahigkeit sowie eine Beeintrachtigung beim Abrufen des Refe-
renzgedadchtnisses anhand des MWM-Tests observiert. Dies spiegelte sich in einer erhéhten
Latenzzeit bis zur Plattform Gber die Trainingstage (27 s vs. 18,7 s am letzten Trainingstag)
sowie beim Transfer-Test (34,9 s vs. 13,6 s) fiir APP-Knock-In Versuchstiere im Vergleich zu
Wildtyptieren wider. Allerdings unterschied sich die zurlickgelegte Distanz nur wahrend des
Transfer-Tests zwischen den beiden Genotypen. Der Transfer-Test bietet die Moglichkeit das
Referenzgedachtnis der Versuchstiere zu untersuchen und zu tberprifen, ob das Erlernte
unter leicht veranderten Bedingungen abgerufen und angewendet werden kann22%L0¢,
Die Ergebnisse des durchgefiihrten MWM-Tests lassen darauf schlieBen, dass sich APP-
Knock-In Versuchstiere o6fters neu orientieren mussten, um die Plattform schlussendlich
zu erreichen. Es ist anzunehmen, dass die wiederholte Umorientierung der APP-Knock-In
Versuchstiere aufgrund einer fehlerhaft erstellten rdumlichen Landkarte, welche anhand
von Markierungen am Beckenrand erstellt werden sollte, notwendig wurde. Dies galt eben-
falls fir den Transfer-Test. APP-Knock-In Versuchstiere brauchten signifikant langer, um
die friihere Plattformposition zu erreichen als Wildtyptiere. Darliber hinaus kreuzten APP-
Knock-In Versuchstiere die frithere Plattformposition nur halb so oft wie Wildtyptiere wah-
rend des Transfer-Tests (siehe Abbildung [LT). Aus diesen Observierungen kdnnen signifi-
kante Beeintrachtigungen der Erinnerungs- sowie Transferleistung fir das APP-Knock-In
Mausmodell abgeleitet werden. Weitere Studien zeigten ebenfalls eine Beeintrachtigung
der hippocampusabhédngigen, raumlichen Gedéachtnisleistung im APP-Knock-In Mausmo-
dell anhand anderer Testverfahren®%2288, zy der Frage, ob das APP-Knock-In Mausmodell
weitere kognitive Beeintrachtigungen aufweist, liegen zum aktuellen Forschungsstand al-
lerdings kontroverse Studien vor. Eine Studie observierte, aufgrund der erhéhten prafron-
talen Af3-Last im APP-Knock-In Mausmodell, Beeintrachtigungen kortikaler Mechanismen,
die Veranderungen in sozialen und angstrelevanten Verhaltensweisen bewirkten®%3. Aller-
dings publizierte eine weitere Studie fir das APP-Knock-In Mausmodell, dass keine Beein-
trachtigung im Mechanismus des Lernens und der Gedachtnisformation im Hinblick der
Angst-Konditionierung beobachtet wurde®%4,

Es ist zu vermuten, dass die observierten Beeintrachtigungen in der hippocampusabhangi-
gen Lernfahigkeit und der Gedachtnisleistung der APP-Knock-In Versuchstiere im Rahmen
dieser Studie, durch den konstanten Anstieg der A3-Last sowie der parallel zunehmenden
Neuroinflammation mit dem Alter bewirkt wurde. Die in den folgenden Kapiteln diskutier-
ten Observierungen zur beeintrachtigten strukturellen Plastizitdt dendritischer Spines der
CA1-Region des Hippocampus im APP-Knock-In Mausmodell bieten einen weiteren Erkla-
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rungsansatz fur die Ergebnisse des MWM-Tests. Die strukturelle Plastizitdt dendritischer
Spines wird als physikalisches Korrelat flr das Lernen und die Gedachtnisformation ange-

sehen. Dariiber hinaus korreliert ihre Plastizitat mit dem Erlernen neuer Fahigkeiten®®22

(siehe Kapitel £.1.5).

3.1.3 Im APP-Knock-In Mausmodell ist die Morphologie sowie die strukturelle
Plastizitit dendritischer Spines der hippocampalen CA1-Region
signifikant beeintrichtigt

Fiir die basalen Dendriten des Stratum oriens der CAl-Region des Hippocampus wurde
im APP-Knock-In Mausmodell ex vivo eine Spine-Dichte von circa 1,7 um™ abseits von AR-
Ablagerungen (>50 um) festgestellt, die sich nicht signifikant von der Spine-Dichte der Wild-
typtiere (circa 1,6 um™) unterschied. Dagegen wurde im direkten Umfeld (<50 um) von Af3-
Ablagerungen eine signifikante Reduzierung der Spine-Dichte (circa 1,4 um™1) observiert.
Diese Beobachtung ist im Einklang mit weiteren Studien, die einen Verlust von dendriti-
schen Spines in der Umgebung von Af3-Ablagerungen bis zu einer Entfernung von 50 um
bei transgenen AD-Mausmodellen observiertent/2:284.883,221,246,386.803 7,;dem wurde in der
Ndhe sowie abseits von Af3-Ablagerungen eine signifikante Reduzierung in der Dichte pilz-
formiger Spines in APP-Knock-In Versuchstieren gegeniiber Wildtyptieren beobachtet. Fri-
here Studien zeigten fir das APP-Knock-In Mausmodell bei einem Alter von sechs Monaten
ebenfalls eine Reduzierung der Dichte von pilzformigen Spines apikaler Dendriten der CA1-

282 Dariiber hinaus wurde einen Anstieg in der absoluten Spine-Dichte gegeniiber

Region
Wildtyptieren observiert. In der Studie von Zhang et al. wurde allerdings weder der Ver-
zweigungsgrad der Dendriten noch ihre Entfernung zu A3-Ablagerungen angegeben, was
den Unterschied zu der observierten Spine-Dichte bei APP-Knock-In Versuchstieren im Rah-
men dieser Studie erkldren konnte. Darliber hinaus konnten Zhang et al. zeigen, dass der
STIM2 (engl. stromal interaction molecule 2)-nSOC (engl. neuronal store-operated calcium
entry) -Signalweg ab einem Alter von drei Monaten beeintrachtigt ist. Diese Beeintrachti-
gung fihrt laut der Studie unter anderem zu dem beobachteten Abbau von pilzférmigen
Spines im APP-Knock-In Mausmodell?&2.

Pilzformige Spines nehmen im Prozess der Gedachtnisbildung eine wichtige Rolle ein. lhre
Morphologie zeugt von einer ausgepragten postsynaptischen Dichte (PSD) sowie einer ho-

hen Anzahl von Glutamatrezeptoren®¥23:26

, wodurch sie befahigt sind starke synaptische
Verbindungen auszubilden®. Deshalb gelten pilzférmige Spines, in Bezug auf den Mecha-
nismus des Lernens und der Gedachtnisbildung, als ,erinnernde Spines” und werden mit
dem Langzeitgedachtnis assoziiert’®. Es wird dariiber hinaus postuliert, dass der Verlust
von pilzférmigen Spines ein relevanter zellbiologischer Marker fiir den Gedachtnisverlust
wahrend der AD-Pathologie ist?2%#9%4382 Unterstrichen wird diese Aussage unter anderem
durch Studien, die nach der Applikation von synthetischen Af342-Peptiden in neuronalen
Wildtypkulturen®®2 sowie in transgenen AD-Mausmodellen ein Verlust von pilzférmigen
Spines observieren konnten, der im Mausmodell zudem zu einer Beeintrachtigung der ko-

gnitiven Leistung fiihrte®%€. Eine mogliche Hypothese ist, dass der Riickgang der pilzformi-
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gen Spines aus einer Beeintrachtigung der synaptischen Plastizitat resultiert. Die Induktion
einer synaptischen Langzeit-Potenzierung (LTP), wobei die Prasynapse hochfrequent erregt

2398 gine Volumenzunahme bestehender

wird, bewirkt neben der Neubildung von Spines
Spines®®. Durch die hochfrequente Erregung der Prisynapse erfahrt der Spine ebenfalls
einen massiven Calciumeinstrom. In Folge dessen werden neue AMPA-Rezeptoren an der
Membranoberflache des Spines ausgebildet und somit die PSD des Spines ausgebaut. Dies
bewirkt insgesamt eine Verstarkung der synaptischen Verbindung von Pra- und Postsyn-
apse’%’1 (siehe Kapitel [[.1.5). Dabei konnte gezeigt werden, dass vor allem diinne Spines
solche VolumenvergréRerungen beibehalten und permanent potenziert bleiben kénnen”C.
Der hier beobachtete Riickgang in der Dichte pilzformiger Spines deutet somit auf eine
Beeintrachtigung in der Langzeit-Potenzierung hin, die weiter den verringerten morpholo-
gischen Ausbau der PSD der diinnen und neugebildeten Spines bedingt hat.

Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Studie mittels der in vivo 2-Photonen Mikrosko-
pie eine signifikante Beeintrachtigung der strukturellen Plastizitdt dendritischer Spines der
Pyramidenzellen des Stratum oriens der CA1-Region im Hippocampus in APP-Knock-In Ver-
suchstieren observiert. Bei der in vivo Untersuchung wurden Dendriten abseits von FSB ge-
farbten und somit fibrillaren A3-Ablagerungen analysiert, um so vorrangig den Einfluss von
A-Oligomeren auf die Spine-Kinetik zu untersuchen. Die in vivo Untersuchungen zeigten
einen signifikanten Rickgang in der Dichte neugebildeter Spines abseits von Af3-Ablage-
rungen im APP-Knock-In Mausmodell gegeniliber Wildtyptieren (siehe Abbildung fi3). Die
beeintrachtigte strukturelle Plastizitat dendritischer Spines, insbesondere die signifikant re-
duzierte Dichte neugebildeter Spines, unterstreicht die zuvor getroffene Hypothese, dass
eine Beeintrachtigung der Langzeit-Potenzierung im APP-Knock-In Mausmodell vorliegen
kdnnte. Eine Beeintrachtigung der Langzeit-Potenzierung duBerte sich somit im APP-Knock-
In Mausmodell abseits von A3-Ablagerungen in der vorliegenden Studie ex vivo in einem
Riickgang in der Dichte von pilzférmigen Spines und in vivo in einer verringerten Neubildung
von Spines®>2€, Zusitzlich wurde ein signifikanter Riickgang in der Dichte der abgebauten
Spines beobachtet. Dies kann dadurch erklart werden, dass sich unter physiologischen Be-
dingungen die Bildung und der Abbau von dendritischen Spines in einem homdostatischen
Gleichgewicht befinden®. Demnach kénnte der reduzierte Spine-Abbau einen kompensa-
torischen Mechanismus darstellen, um der verminderten Spine-Bildung entgegenzuwirken.
Zudem wurde auch in der Spine-Umsatzrate, die sich aus dem Anteil neugebildeter und
abgebauter Spines in Relation zur totalen Spine-Anzahl zusammensetzt, ein signifikanter
Riickgang gegeniliber Wildtyptieren observiert.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in vivo Untersuchungen zur strukturellen Plas-
tizitat dendritischer Spines der CA1-Region im APP-Knock-In Mausmodell haben bisher kei-
ne Vergleichsstudien in der aktuellen Literatur und stellen daher neue Erkenntnisse fiir das
Verstdandnis dieses AD-Mausmodells dar.

Die, basierend auf den in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse, aufgestellte Hypothese,
dass eine Beeintrachtigung der Langzeit-Potenzierung im APP-Knock-In Mausmodell vor-
liegt, konnte in einer weiteren Studie bestatigt werden. In sechs Monate alten APP-Knock-

In Versuchstieren wurden Beeintrachtigungen bei der Aufrechterhaltung sowie in der Ma-
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gnitude des CA1-LTPs observiert*%3, Als Ursache werden die neurotoxischen A{3-Oligomere,
aus denen die Ap3-Ablagerungen im APP-Knock-In Mausmodell vorrangig bestehen, ange-
sehen. Allerdings bedarf es zur endgiiltigen Kldarung noch weiteren Untersuchungen. Die
negative Wirkung von Af3-Oligomeren auf die synaptische Plastizitdt konnte allerdings in
friiheren Studien bereits gezeigt werden. Unter anderem wurde beobachtet, dass l6sliche
AB-Oligomere in Wildtyptieren LTP inhibieren kdnnen®1%20681L812 \n g stattdessen LTD in-
duzieren2%8126 7udem konnte in einem APP-transgenen Rattenmodell vor der Akkumula-
tion von Ap-Plaques gezeigt werden, dass A[3-Oligomere eine Hemmung des LTP an den
apikalen Synapsen in der CA1-Region bewirken®'3, Eine Erhdhung der AB-Konzentration
an den Endkopfen von Synapsen fuhrt dariber hinaus zu einer Beeintrachtigung der Inter-
aktion von Zelladhasionsmolekiilen, was morphologische und physiologische Veranderun-
gen wie Verdiinnung der synaptischen Endpunkte, Anderung der molekularen Zusammen-
setzung der PSD und schlussendlich die Unterbrechung der synaptischen Signalwege be-
dingt®1422281581681) Dag \Weiteren wurden A3-Oligomere in hohen Konzentrationen aus
den Gehirnen von AD-Patienten isoliert, wobei ihre Konzentration signifikant mit dem Grad
des Verlustes der kognitiven Fahigkeiten der AD-Patienten korrelierte®3154133 Dariiber
hinaus ist bekannt, dass Ap-Oligomere in AD-Patienten und Mausmodellen eine hohe Bin-
dungsaffinitit gegeniiber Synapsen aufweisen?93204
zahl von aberranten Signalwegen ausldsen (siehe Kapitel und [L.2.5). Unter anderem
bewirken gebundene A{3-Oligomere den Abbau von NMDA- und AMPA-Rezeptoren in der

und gebunden an Synapsen eine Viel-

PSD der Spines, was sich negativ auf die Signallibertragung sowie Plastizitat auswirkt223207,
Ein gravierender Verlust von AMPA und NMDA-Rezeptoren kann dariiber hinaus zum Abbau
der PSD sowie im weiteren Verlauf zur Degeneration des gesamten Spines fiihren2%3, Bei
einem Alter von finf Monaten ist die Af-Last im APP-Knock-In Mausmodell zwar deutlich
erhoht (siehe Abbildung [L0), allerdings wurden in vivo und ex vivo keine Beeintrachtigung
der Spine-Dichte abseits von fibrilldren Af3-Ablagerungen im Vergleich zu Wildtyptieren be-
obachtet (siehe Abbildung [ und [[4).

Die Abweichung in der absoluten Spine-Dichte des APP-Knock-In Mausmodells der ex vi-
vo (circa 1,7 um™1) und in vivo (circa 1,1 um™) Untersuchungen ist der unterschiedlichen
Methodik geschuldet. Die immunhistochemischen ex vivo Aufnahmen von dendritischen
Spines wurden mit einem inversen konfokalen Mikroskop (LSM780) durchgefiihrt (siehe
Kapitel f.6.4)). Die Konfokalmikroskopie ist zwar limitiert in ihrer Eindringtiefe, je nach Pra-
parat betragt diese 50 - 80 um, allerdings ermoglicht die hohe Tiefenscharfe sowie die Z-
Auflésung von circa 0,39 um sogar eine prazise morphologische Unterscheidung der Spi-
ne-Arten. Die in vivo 2-Photonen Mikroskopie mittels eines LSM880 ermdglicht dagegen
intravitalmikroskopische Analysen bis zu einer Tiefe von 800 um=2%28& D3 allerdings die
Z-Auflésung in vivo auf 1 um limitiert ist, wurden nur die Spines erfasst, die lateral vom
Dendriten abzweigen, was die niedrigere Spine-Dichte in vivo gegeniliber den ex vivo Un-
tersuchungen erklart.

Die zuvor diskutierten Ergebnisse wurden in mannlichen APP-Knock-In Versuchstieren ob-

serviert. Fir das APP-Knock-In Mausmodell wurde in der A3-Last allerdings ein Unterschied
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zwischen mannlichen und weiblichen Tieren beobachtet. In zwolf Monate alten Weibchen
war die Ap-Last doppelt so hoch wie bei ménnlichen Tieren2C, Im Folgenden wurde des-
halb tberprift, ob ebenfalls ein geschlechtsspezifischer Unterschied in der dendritischen
Spine-Plastizitat im APP-Knock-In Mausmodell vorliegt. Analog zu den Untersuchungen in
mannlichen APP-Knock-In Versuchstieren wurde die strukturelle Plastizitdt dendritischer
Spines des Stratum oriens der CA1-Region ab einem Alter von dreieinhalb Monaten Gber
sechs Wochen verfolgt. Dabei wurde festgestellt, dass die Spine-Kinetik abseits von A3-Ab-
lagerungen in weiblichen APP-Knock-In Versuchstieren ebenfalls beeintrachtigt war (siehe
Abbildung [L5). Allerdings konnte eine signifikant hohere Spine-Umsatzrate in weiblichen
gegeniber mannlichen APP-Knock-In Versuchstieren observiert werden.

Die hohere Spine-Umsatzrate ergab sich vorrangig aus dem ebenfalls signifikant erhéhten
Anteil abgebauter Spines. Der Anteil neugebildeter Spines unterschied sich tber die Zeit in
mannlichen und weiblichen Versuchstieren dagegen nicht.

In weiblichen APP-Knock-In Versuchstieren wurde in vivo allerdings eine hdhere FSB-posi-
tive Af3-Last beobachtet, was den gestiegenen Anteil abgebauter Spines erklaren kdénnte.
Einen signifikanten Unterschied in der Spine-Dichte in weiblichen APP-Knock-In Versuchs-
tieren wurde allerdings nicht beobachtet. In weiblichen APP-Knock-In Versuchstieren wur-
de zudem eine hohere Anzahl eGFP-positiver Neurone observiert, wodurch die mikroskopi-
sche Aufnahme von einzelnen Dendriten abseits von A3-Ablagerungen erschwert wurde.
Aus diesem Grund wurden in den nachfolgenden Therapiestudien nur mannliche Versuchs-
tiere verwendet.

Zusammenfassend zeigten die ex und in vivo Observierungen zur Spine-Morphologie und
Dichte sowie zur strukturellen dendritischen Spine-Plastizitat im Stratum oriens der CA1-
Region des Hippocampus abseits von Af-Ablagerungen, dass die strukturelle Plastizitat
der Spines des APP-Knock-In Mausmodells ab einem Alter von dreieinhalb Monaten be-
eintrachtigt sowie die Dichte der pilzformigen Spines signifikant erniedrigt war. Ein Verlust
von Spines wurde allerdings weder bei den in vivo noch ex vivo Untersuchungen beobach-
tet.

3.1.4 Fazit: Das APP-Knock-In Mausmodell eignet sich fiir die Evaluierung

praventiver therapeutischer Interventionen gegen AD

Die vorgenommene Charakterisierung der APP-Knock-In Linie im Rahmen dieser Arbeit
konnte herausstellen, dass dieses AD-Mausmodell ein valides Modell der Friihphase der
Alzheimer ahnlichen Demenz darstellt. Im Gegensatz zu vielen traditionell generierten trans-
genen AD-Mausmodellen, die Giberwiegend bereits nach wenigen Monaten eine sehr ho-
he fibrillire A3-Last aufweisen®!, zeigte die Untersuchung der diffusen AB-Ablagerungen
des APP-Knock-In Mausmodells, dass diese Uiberwiegend aus Af3-Oligomeren bestanden.
Zu einem sehr geringen Anteil wurden ebenfalls A3-Fibrillen observiert, die einen nicht
kompakten AB-Plaquekern bildeten (siehe Abbildung B). Es wird vermutet, dass die kom-
pakten und groRen fibrilliren AB-Plaques primar aufgrund der Uberexpression von APP
bereits nach wenigen Monaten bei transgenen AD-Mausmodellen entstehen und vorrangig
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die A-Plaque Pathologie von AD-Patienten im fortgeschrittenem AD-Stadium widerspie-
geln®8LE%2 Die vorwiegend aus AP-Oligomeren bestehenden AB-Ablagerungen im APP-
Knock-In Mausmodell dhneln in ihrer Beschaffenheit dagegen eher humanen AR-Ablage-
rungen des frithen AD-Stadiums®?“281 Die diffusen AB-Ablagerungen des APP-Knock-In
Mausmodells stellten zwar eine Limitation fiir das A3-uPET dar, da sich der verwendete Ra-
diotracer 181F-FBB hauptsachlich an Ap-Fibrillen anlagert, trotzdem konnte, durch eine ge-
eignete Pseudo-Referenzregion, eine robuste AR-uPET-Signal Auswertung erzielt werden.
Es wurde kortikal ein signifikanter Anstieg des A3-uPET-Signals ab siebeneinhalb Monaten
gegenilber dem Referenzwert bei zweieinhalb Monaten gemessen, wobei ein signifikanter
Anstieg im TSPO-UPET-Signal schon ab einem Alter von flinf Monaten beobachtet wurde.
Der Anstieg des TSPO-UPET-Signals zeigte sich iber das Alter starker ausgepragt als der An-
stieg des A3-pPET-Signals (siehe Kapitel B.1.7)). Die Aggregation von A342-Peptiden zu A3-

138133 ynd der

Oligomeren stellt den ersten Schritt in der Amyloid-Kaskaden-Hypothese dar
geringe Anteil an AB-Fibrillen im APP-Knock-In Mausmodell unterstreicht das friihe Stadi-
um der AD-Pathologie des APP-Knock-In Mausmodells.

Dariber hinaus wurde in vivo eine Beeintrachtigung der strukturellen Spine-Plastizitdt der
basalen Dendriten des Stratum oriens der CA1-Region des Hippocampus abseits von Af3-
Ablagerungen beobachtet, wohingegen die Spine-Dichte nicht reduziert war. Diese Obser-
vierung lasst vermuten, dass durch die akkumulierten Af3-Oligomere die synaptische Funk-
tion im APP-Knock-In Mausmodell zwar signifikant beeintrachtigt wurde, was sich im Riick-
gang der strukturellen Plastizitdt dendritischer Spines dul3erte, ein Verlust von Postsynap-
sen aber noch nicht stattgefunden hat, was ein spates Stadium der AD kennzeichnen wiir-
de?93:234,243,238 Als ein weiteres Charakteristikum der fortgeschrittenen AD werden Defizite
in der kognitiven Leistung angesehen®€. Im APP-Knock-In Mausmodell sind die Beobach-
tungen diesbeziiglich nicht ganz eindeutig (siehe Kapitel B.1.2). Im Rahmen dieser Studie
wurden allerdings Beeintrachtigungen in der hippocampusabhangigen Lernfahigkeit und
der Gedachtnisleistung observiert.

Fiir die vorklinische Untersuchung therapeutischer Ansatze gegen AD gilt es zu bedenken,
dass die Speziesunterschiede zwischen Nagetieren und Menschen in Bezug auf Neuroana-
tomie, Genetik und Verhalten bei jedem AD-Modell gegeben sind und sich im Mausmo-
dell gewonnene Erkenntnisse nie direkt auf den Menschen libertragen lassen®2420:421,422
Das APP-Knock-In Mausmodell entwickelt zudem, vermutlich aufgrund der kurzen Lebens-
zeit von durchschnittlich zweieinhalb Jahren, keine Tau-Pathologie®®¥2’2, Dadurch bildet
es auf der einen Seite zwar nicht das komplette Krankheitsbild der AD ab, allerdings un-
terstreicht das Fehlen der Tau-Pathologie auch das friihe AD-Stadium des Mausmodells.
Beim Menschen wird ebenfalls erst im spateren Verlauf der AD eine Tau-Pathologie beob-
achtet*&135138 pariiber hinaus wurden auch einige der multiplen Mutationen der APP-
Knock-In Linie im APP-Gen bei AD-Patienten nicht beobachtet und kénnten prinzipiell in
einigen Fallen miteinander interagieren und dadurch méglicherweise nicht exakt die klini-
sche FAD wiederspiegeln. Dies gilt es weiter zu untersuchen.

Zusammenfassend zeigte die im Rahmen dieser Arbeit vorgenommene Charakterisierung
des APP-Knock-In Mausmodells, dass dieses Mausmodell eine friihe Phase der AD wider-
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spiegelt, was ebenfalls im Einklang mit der Literatur ist>®1. Dadurch eignet es sich fiir die
Untersuchung praventiver Therapieansatze, die darauf abzielen, die AB42-Generation zu
hemmen und somit die Af3-Aggregation zu A3-Oligomeren und A{3-Fibrillen zu verringern,
wodurch deren toxische Wirkung auf Synapsen und Postsynapsen eingeddimmt werden
wirde. Nach dem aktuellen Forschungsstand wird der Erfolg der BACE-Inhibition zur Be-
handlung der Alzheimer Demenz in einem praventiven Therapieansatz gesehen. Im zwei-
ten Teil dieser Arbeit wurde deshalb unter Verwendung des APP-Knock-In Mausmodells die
Effektivitat einer praventiven BACE-Inhibitor Intervention mittels einer niedrigen und einer

hohen Inhibitor-Dosierung evaluiert.

3.2 Evaluierung der BACE-Inhibition mittels NB-360 als praventive

therapeutische Intervention im AD-Mausmodell APP-Knock-In

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese postuliert, dass die Akkumulation und Aggregation des
AP42-Peptides das initiale Ereignis der Alzheimer Erkrankung darstellt133138437 Wie im Ka-
pitel naher beschrieben, wird das A342-Protein durch die sequenzielle, proteolytische
Spaltung APPs generiert!33. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieses amyloidoge-
nen Prozessierungsweges ist die Spaltung APPs durch die 3-Sekretase BACE1. Auf Grund-
lage dieser Hypothese wurde in den letzten Jahrzehnten der Therapieansatz der BACE1-
Inhibition verfolgt. Allerdings scheiterten vielversprechende BACE-Inhibitoren verschiede-
ner Pharmafirmen in klinischen Studien daran, kognitive Stérungen, die im Verlauf der AD-
Pathologie auftreten, signifikant zu verbessern®/2272 Dariiber hinaus wurden wihrend den
klinischen Studien bei Probanden Nebenwirkungen, wie unter anderem Leiden an Leber-
insuffizienz2%2 oder eine Verschlechterung der kognitiven Leistung2/2282270 pedingt durch
die BACE-Inhibitor Behandlung beobachtet. Im Kontext der humanen klinischen Studien
konnte in Wildtyptieren ebenfalls ein signifikant negativer Effekt auf die strukturelle Plastizi-
tat sowie Dichte dendritischer Spines unter BACE-Inhibition im somatosensorischen Cortex
festgestellt werden2/8872873 Einen méglichen Erklarungsansatz fiir die im Wildtyp obser-
vierten Ergebnisse stellt die verminderte Prozessierung der weiteren circa 40 Substrate von
BACE1 unter BACE-Inhibition dar2®€. Ein exklusives BACE1-Substrat ist das postsynaptisch
lokalisierte Typ-1-Membranprotein Sez6, dessen genetische Deletion zu einer Reduktion in
der dendritischen Spine-Dichte fiihrt2Z2242 |m Wildtyp konnte allerdings gezeigt werden,
dass die Reduktion der Spine-Dichte im somatosensorischen Cortex unter BACE-Inhibiti-
on vorrangig durch eine verminderte Neubildung dendritischer Spines bedingt ist278273,
Die strukturelle Plastizitat dendritischer Spines, insbesondere ihre Neubildung, stellt einen
zentralen zellularen Mechanismus beim Prozess des Lernens und der Gedachtnisbildung
dar23245251 (siehe Kapitel [[.1.5). Die observierte Beeintréchtigung der Spine-Kinetik so-
wie die Reduzierung der Spine-Dichte unter BACE-Inhibition im Wildtyp wird ebenfalls als
potentieller Erklarungsansatz fiir die beobachteten kognitiven Defizite unter BACE-Inhibi-
tor Behandlung in den humanen klinischen Studien postuliert27&273,830374

Es gilt allerdings zu beachten, dass sich die Af3- und BACE1-Konzentrationen sowie die
Aktivitdat und Affinitdt der BACE1-Sekretase unter pathologischen AD-Bedingungen sehr
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wahrscheinlich von denen unter physiologischen Bedingungen unterscheiden®%. In dieser
Studie wurde deshalb davon ausgegangen, dass eine therapeutische Intervention mittels
BACE-Inhibition im AD-Kontext andere Effekte bewirkt als unter physiologischen Bedingun-
gen. Darliber hinaus wurde im ersten Teil dieser Studie eine signifikante Beeintrachtigung
der strukturellen Plastizitdt dendritischer Spines fiir das AD-Mausmodell APP-Knock-In im
Vergleich zu Wildtyptieren beobachtet (siehe Kapitel B.1.3). Im Rahmen dieser Arbeit wur-
de deshalb zunachst evaluiert ob und mit welcher Inhibitor-Dosierung eine praventive In-
tervention mittels BACE-Inhibition die zuvor observierte Beeintrachtigung der strukturellen
Plastizitat dendritischer Spines im APP-Knock-In Mausmodell verbessern konnte. Zu die-
sem Zweck wurden in dreieinhalb Monate alten, mannlichen APP-Knock-In Versuchstieren
dendritische Spines des Stratum oriens der CA1-Region des Hippocampus abseits von FSB-
positiven fibrillaren Ap3-Ablagerungen ( >50 um) lber einen Zeitraum von sechs Wochen
mittels der in vivo 2-Photonen Mikroskopie verfolgt. Nach dem zweiten Beobachtungszeit-
punkt startete die BACE-Inhibitor Behandlung mittels einer hohen (0,29 g/kg) sowie einer
niedrigen (0,05 g/kg) Dosierung des Inhibitors NB-360 von Novartis Gber einen Zeitraum
von vier Wochen.

Der Ansatz einer praventiven Intervention mittels BACE-Inhibition wiirde zukiinftig fir AD-
Patienten eine langfristige Therapiedauer bedeuten. Deshalb wurden anschliefend die Aus-
wirkungen einer langfristigen BACE-Inhibitionstherapie, mittels der zuvor im APP-Knock-In
Mausmodell als therapeutisch effektiv evaluierten NB-360-Dosierung, untersucht. Analog
zu dem im Kapitel dargestellten Versuch wurde mittels AR-uPET sowie TSPO-uUPET im
APP-Knock-In Mausmodell ab einem Alter von zweieinhalb Monaten longitudinal die A{3-
Last sowie die Neuroinflammation unter BACE-Inhibition detektiert. Die Behandlung mit
dem BACE-Inhibitor NB-360 erfolgte Giber acht Monate. AnschlieRend wurde die kognitive
Leistung der Versuchstiere anhand des Morris-Wasserlabyrinth-Tests untersucht.

Ziel war es zu evaluieren, ob eine praventive, langerfristige BACE-Inhibition die AD-Patho-

logie signifikant verlangsamt ohne das es zu Nebenwirkungen kommt.

3.2.1 Die negative Wirkung der BACE-Inhibition auf die strukturelle Plastizitit
dendritischer Spines des Stratum oriens der hippocampalen CA1-Region
von Wildtyptieren ist dosisabhangig

Zu Beginn wurde die Wirkung zweier unterschiedlicher BACE-Inhibitor Dosierungen auf die
strukturelle Plastizitdt dendritischer Spines der CA1-Region im Hippocampus in Wildtyptie-
ren untersucht, um die Ergebnisse dieser Arbeit im Kontext zu vorherigen Studien diskutie-
ren zu kénnen. In den vorherigen Studien wurde der Effekt der BACE-Inhibierung auf die
strukturelle Plastizitat dendritischer Spines im somatosensorischen Cortex in Wildtyptieren
analysiert®/6872873 |m Rahmen dieser Arbeit wurde in den untersuchten Wildtyptieren ei-
ne signifikante Abnahme in der Bildung von neuen dendritischen Spines der Pyramidenzel-
len der CA1-Region unter BACE-Inhibitor Behandlung mittels beider NB-360-Dosierungen
beobachtet (siehe Abbildung 7).
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Dieser Effekt ist moglicherweise dadurch bedingt, dass die Inhibition der BACE1-Sekretase
unter physiologischen Bedingungen eine unphysiologische Reduzierung des A(3-Peptides
an Synapsen bewirkte. Wie in Kapitel bereits beschrieben, konnten friihere Studien
zeigen, dass physiologische Konzentrationen von A3 forderlich fiir die Gedachtnisbildung
sind®®€. Durch Zugabe pikomolarer Konzentrationen von AB42-Monomeren sowie AP42-
Oligomeren wird LTP gesteigert, was sich positiv auf die synaptische Plastizitat ausibt. Da-
gegen fihren hohe AR42-Konzentrationen im nanomolaren Bereich zu einer Reduzierung
der LTP und dadurch zu einer Beeintrachtigung der synaptischen Plastizitit’€ (siehe Kapitel
f.1.5). Dartiber hinaus wurde fiir die BACE1-Sekretase, welche hauptsachlich prasynaptisch
lokalisiert ist®1€, gezeigt, dass ihre genetische Deletion sowie eine starke chronische phar-
makologische Inhibierung im Wildtyp ebenfalls zu einer LTP-Reduzierung zwischen den Syn-
apsen der Schaffer-Kollateralen und Pyramidenzellen in der CA1-Region im Hippocampus
fuhrt®4427€ pri- und Postsynapsen beeinflussen sich gegenseitig erheblich®. So bewirkt
die hochfrequente Erregung der Prasynapsen wahrend der LTP dauerhafte morphologische
Veranderungen an ihren Postsynapsen, wie die VergroRerung des Spine-Kopfes bis hin zur

0463565768 Deshalb liegt die Vermutung nahe, dass die observierten

Neubildung von Spines
Beeintrachtigungen der strukturellen Plastizitat der Postsynapsen in Wildtyptieren zumin-
dest zum Teil durch die unphysiologische Reduzierung des A[342-Peptides sowie der daraus
resultierenden Verminderung der LTP-Phase an den Prasynapsen bedingt wurde (siehe Ab-
bildung [[7). Dariiber hinaus wurden neben APP mehr als 40 weitere Substrate identifiziert
die von BACE1 gespalten werden=%€, Einige dieser Substrate sind wie BACE1 prasynaptisch
lokalisiert, wobei gezeigt werden konnte, dass sie teilweise flr die synaptische Funktion
und Plastizitit von entscheidender Bedeutung sind23#23:424,

Das prasynaptische BACE1-Substrat NRG1 beispielsweise bindet in seiner 16slichen Form
an den postsynaptischen Rezeptor ERBB4 (engl. human epidermal growth factor receptor
4)333334 Der NRG1-ERBB4-Signalweg reguliert Giber postsynaptische Glutamat-Rezeptoren
sowie der Interaktion zwischen ERBB4 und PSD-95 die synaptische Plastizitdt sowie die
Ausbildung kortikaler Interneurone®?2#28  pSD-95 (engl. postsynaptic density protein 95)
ist ein Protein in der PSD, welches eine wichtige Rolle bei der synaptischen Plastizitat und
der Stabilisierung von synaptischen Veranderungen wihrend LTP einnimmt*2/, Die geneti-
sche Deletion oder starke Inhibierung von BACE1 vermindert die Spaltung von NRG1 und
beeintrachtigt so den NRG1-ERBB4-Signalweg, was zu einer Destabilisierung der postsyn-
aptischen Glutamat-Rezeptoren und zu einer verminderten Interaktion zwischen ERBB4
und PSD-95 fiihrt*2€, Diese Beeintrachtigungen resultieren in einer Verminderung der syn-
aptischen Plastizitdt und fihren schlussendlich zu einem Verlust von dendritischen Spi-
nes®2222€ Ein weiteres prasynaptisches BACE1-Substrat ist das Zelladhesionsmolekiil CHL1
(engl. cell adhesion molecule L1-like protein) welches, neben seiner Rolle in der axonalen
Verschaltung®*2248 | die Exozytose und Clathrin-vermittelte Endozytose von synaptischen
Vesikeln reguliert*2*#3C_ Dije genetische Deletion des Molekiils bewirkte im Mausmodell
eine stark beeintrachtigte synaptische Ubertragungsleistung®3L. Dieser Effekt konnte auch
in BACE1-defizienten Mausen beobachtet werden®2!. Des Weiteren wurde BACE1 in gerin-

geren Konzentrationen auch postsynaptisch nachgewiesen®32. Wie im Kapitel bereits
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beschrieben, konnte gezeigt werden, dass BACE1 unter anderem exklusiv Sez6 postsynap-
tisch spaltet. Sez6 ist in zahlreichen neuronalen Vorgingen involviert*2 und die genetische
Deletion bzw. fehlende oder stark gchemmte Prozessierung von Sez6 durch BACE1 fiihrt zu
einer Reduktion in der dendritischen Spine-Dichte2’4,

Die Unterdriickung des eigentlich bei physiologischen Konzentrationen positiven Effekts
des A342-Proteins auf die synaptische Plastizitidt sowie die verminderte Prozessierung der
zahlreichen pra- und postsynaptischen Substrate von BACE1, welche teilweise eine kriti-
sche Rolle in der synaptischen Plastizitdt und/oder in der strukturellen Plastizitdt dendri-
tischer Spines einnehmen, bieten einen Erklarungsansatz fiir die observierte Beeintrachti-
gung der strukturellen Plastizitdt dendritischer Spines unter BACE-Inhibition mittels NB-360
in Wildtyptieren. Diese Hypothese wird dadurch unterstiitzt, dass die hohe NB-360-Dosie-
rung (0,29 g/kg) zu einer starkeren Beeintrachtigung in Wildtyptieren fihrte als die niedrige
NB-360-Dosierung (0,05 g/kg). Unter der hohen NB-360-Dosierung sank der Anteil neuge-
bildeter Spines um 35 % bis zum letzten Beobachtungszeitpunkt, was sich ebenfalls in ei-
ner signifikanten Reduzierung der Spine-Dichte um 6,9 % gegentiber der Kontrollgruppe am
letzten Beobachtungszeitpunkt widerspiegelte.

Bei der niedrigen Dosierung von NB-360 (0,05 g/kg) war der Effekt der BACE-Inhibierung
nicht eindeutig. Der Anteil der neugebildeten Spines ging nach der ersten Behandlungs-
woche ebenfalls zurlick, stieg dann aber bis zur dritten Behandlungswoche fast auf das
Niveau der Kontrollgruppe an, um danach erneut stark abzufallen. Insgesamt wurde eine
Reduktion im Anteil der neugebildeten Spines um 29,8 % gegeniiber der Kontrollgruppe
am letzten Beobachtungszeitpunkt observiert. Die Spine-Dichte stieg allerdings unter der
niedrigen NB-360-Dosierung gegentiber der Kontrollgruppe signifikant bis zum letzten Be-
obachtungszeitpunkt um 8,9 % an (siehe Abbildungen L7 und [L§).

Der Anstieg in der Spine-Dichte unter der niedrigen NB-360-Dosierung ldsst sich durch den
gestiegenen Anteil persistenter Spines erklaren. Der Anteil persistenter Spines im Wild-
typ war am letzten Beobachtungszeitpunkt gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant um
4,2 % erhoht. Persistente Spines bleiben nach ihrer Neubildung stabil, wohingegen transi-
ente Spines innerhalb von acht Tagen wieder abgebaut werden®? (siehe Kapitel [.1.4). Es
wird deshalb vermutet, dass unter der niedrigen NB-360-Dosierung im Wildtyp die Spines
die neugebildet wurden stabiler waren, was sich ebenfalls in der geringeren Dichte abge-
bauter Spines widerspiegelte (siehe Abbildung [L§).

Ein moglicher Erklarungsansatz flir die Zunahme der persistenten Spines bei der niedrigen
NB-360-Dosierung ware, dass bei dieser Dosis neben den zuvor besprochenen neurotoxi-
schen ebenfalls auch neuroprotektive BACE1-Inhbitionseffekte erzielt wurden. Durch die
Inhibierung der BACE1-Sekretase wird unter anderem die Prozessierung APPs durch die -
Sekretase indirekt gesteigert. Eine friihere Studie konnten zeigen, dass bei einer Inhibierung
von BACE1 das l6sliche APP-Spaltprodukt sAPP-c¢ an Synapsen akkumuliert und dort eine
neuroprotektive Funktion ausiibt sowie einen positiven Effekt auf dendritische Spines be-
wirkt®33. Unprozessiertes APP, dass durch die Inhibition von BACE1 vermehrt vorliegt, wirkt
sich ebenfalls positiv auf die synaptische Aktivitdt sowie auf die Formation und Stabilisie-

rung von Synapsen und Spines aus®>3. Bei diesem Prozess wird vor allem der extrazelluls-
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ren APP-Domane eine entscheidende Rolle zugeschrieben®33. Es ist anzunehmen, dass die
verminderte Prozessierung von BACE1-Substraten an Pra- und Postsynapsen unter BACE-
Inhibition mittels der niedrigen NB-360-Dosierung somit entgegengesetzte neurotoxische
und neuroprotektive Inhibitionseffekte zur Konsequenz hatten. Einerseits bewirkte die ver-
ringerte proteolytische BACE1-Aktivitat im Wildtyp die Beeintrachtigung der strukturellen
Plastizitat dendritischer Spines, welche vorrangig durch die unphysiologisch niedrige A342-
Konzentration und Sez6-Prozessierung ausgelost wurde. Andererseits bewirkten kompeti-
tive proteolytische Mechanismen, induziert durch die Akkumulation von sAPP-x sowie un-
prozessiertem APP an Pra- und Postsynapsen, die Stabilisierung der neugebildeten Spines,
was den erhdhten Anteil persistenter Spines und den Anstieg in der Spine-Dichte erklart.
Bei der hohen NB-360-Dosierung liberwiegten anscheinend die neurotoxischen BACE1-
Inhibitionseffekte, wodurch die neuroprotektiven BACE1-Inhibitionseffekte keine Wirkung
mehr zeigten. Darliber hinaus fallt bei der hohen NB-360-Dosierung die geringe Spezifitat
des Inhibitors fiir BACE1 gegentiber BACE2 ebenfalls schwerer ins Gewicht. Unter der ho-
hen NB-360-Dosierung wird neben BACE1 auch die Sekretase BACE2 starker inhibiert. Dies
bewirkt ebenfalls eine geringere Prozessierung der Substrate der BACE2-Sekretase, was die
neurotoxischen Inhibitionseffekte weiter verstarkt haben konnte (siehe Kapitel fL.3.2).

Des Weiteren kann durch eine starke BACE1-Inhibierung zudem die APP-Prozessierung durch
die n-Sekretase angeregt werden. Bei der 1-Prozessierung von APP wird gleichzeitig auch
eine Erhéhung der An-oc Aktivitat bewirkt, was sich im weiteren Verlauf unter anderem ne-
gativ auf die neuronale Aktivitit auswirkt®3€. Vorherige Studien zeigten bei einer niedrig
dosierten BACE-Inhibition nur einen positiven Trend aber keinen signifikanten Effekt auf
die Spine-Dichte sowie auf die Bildung neuer Spines im somatosensorischen Cortex von
Wildtyptieren2’€, Filser et al. verwendete allerdings einen BACE-Inhibitor der das AR40-
Level im Cortex um 45 % senkte. Die niedrige Dosierung des in dieser Arbeit verwende-
ten BACE-Inhibitors NB-360 verringerte das A340-Level allerdings um 78 % im Cortex von
Wildtyptieren=2Y. Als Limitation der vorliegenden Studie ist zu erwahnen, dass schon wih-
rend der ersten beiden Beobachtungszeitpunkte die Spine-Dichte der Versuchsgruppe der
niedrigen NB-360-Dosierung gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht war, obwohl noch keine
Therapie stattfand. Dieser Umstand ist der aufwandigen Methodik geschuldet. Die in vivo
2-Photonen Untersuchung ist sehr zeitintensiv und erstreckte sich bei der untersuchten
Anzahl an Versuchstieren im Rahmen dieser Studie auf knapp anderthalb Jahre. In dieser
Zeit musste der Laser des 2-Photonen Mikroskop gewartet werden, was wahrscheinlich zu
einer hoheren Laserleistung flihrte, was den Unterschied zwischen den Versuchsgruppen
an den ersten beiden Beobachtungszeitpunkten erklart.

Zusammenfassend deuten die erzielten Ergebnisse darauf hin, dass der negative Effekt der
BACE1-Inhibition auf die strukturelle Plastizitdt und teilweise auch auf die Dichte dendriti-
scher Spines im Wildtyp das Resultat eines A[342-Mangels an Synapsen sowie einer beein-
trachtigten Prozessierung weiterer pra- und postsynaptischer BACE1-Substrate darstellte
und im Einklang mit der Literatur ist2/&8208/4873 Des Weiteren wurde gezeigt, dass die-
ser Effekt von der NB-360-Dosierung abhangig war, wobei bei einer niedrigen Dosierung
sogar eine signifikante Zunahme in der Spine-Dichte observiert wurde. Deshalb wird ange-
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nommen, dass bei einer niedrigen BACE-Inhibierung neben neurotoxischen, ebenfalls neu-
roprotektive BACE1-Inhibitionseffekte im Wildtyp wirken. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
weiterfiihrend die dosisabhangige Wirkung einer praventiven BACE-Inhibition im patholo-

gischen AD-Kontext unter Verwendung des APP-Knock-In Mausmodells evaluiert.

3.2.2 Die priventive therapeutische Intervention mittels der hohen
NB-360-Dosierung steigerte die reduzierte strukturelle Plastizitit
dendritischer Spines der hippocampalen CA1-Region im APP-Knock-In
Mausmodell

Die BACE-Inhibierung mittels der hohen NB-360-Dosierung (0,29 g/kg) bewirkte eine signi-
fikante Steigerung in der Bildung neuer dendritischer Spines im Stratum oriens der CAl-
Region des Hippocampus abseits von fibrillaren A{3-Ablagerungen. Dieser Effekt spiegelte
sich ebenfalls in der Erhéhung der Spine-Umsatzrate im APP-Knock-In Mausmodell wieder.
Dagegen konnte die niedrige NB-360-Dosierung (0,05 g/kg) keinen signifikanten Effekt er-
zielen (siehe Abbildung [I9).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten somit, dass eine praventive BACE-Inhibierung
mittels einer Inhibitor-Dosierung, die das A342-Level in Wildtyptieren um circa 84 % senk-

te390

, potent genug war Beeintrachtigungen der Spine-Kinetik zu beheben und dadurch
dem Verlauf der AD-Pathologie im APP-Knock-In Mausmodell entgegenzuwirken. Dies steht
im Gegensatz zu den beobachteten neurotoxischen BACE-Inhibitionseffekten im Wildtyp,
wo mittels der hohen NB-360-Dosierung eine Erniedrigung im Anteil neugebildeter Spi-
nes zu beobachten war. Einen moglichen Erklarungsansatz bieten die signifikant erhéhten
AB40- sowie A342-Konzentrationen im APP-Knock-In Mausmodell gegeniiber dem Wild-
typ*3/. Das AB-Level liegt im APP-Knock-In Mausmodell weit {iber der neuroprotektiven
AB-Konzentration und wirkt dadurch neurotoxisch auf Prasynapsen, was sich unterande-
rem in einer Erniedrigung des LTPs widerspiegelt?®%#% (siehe Kapitel B.1.3). Zudem wurde
gezeigt, dass hohe Af3-Konzentrationen das Gleichgewicht reaktiver Sauerstoffspezies in
synaptischen Boutons storen sowie die Expression von Dynamin, ein fir die Endozytose
synaptischer Vesikel kritisches Protein, herunterreguliert. Dadurch wird das Recycling syn-
aptischer Vesikel unterbrochen sowie der Calcium-Einstrom in die Prasynapse gehemmt,
was zu einer verminderten synaptischen Funktion fiihrt?3&833,

Vorklinische Studien im Mausmodell zeigten schon kurz nach der Identifizierung der BACE1-
Sekretase, dass eine partielle BACE1-Inhibierung den Verlauf der AD-Pathologie signifikant
hemmt. Es konnte gezeigt werden, dass die genetische Deletion eines einzelnen BACE1-Al-
lels in transgenen APP-liberexpremierenden Mausmodellen ausreicht, um das Af3-Level si-
gnifikant zu senken®>%. Durch die Senkung des A3-Levels wurde das Voranschreiten der Af3-
assoziierten Pathologie verlangsamt. Beispielsweise wurden Beeintrachtigungen der hip-
pocampusabhdngigen Lern und Gedachtnisleistung, unter anderem durch die Erhéhung
des CA1-LTPs, signifikant verbessert?#284C841 ohne hierbei negative Effekte wie im homo-
zygoten BACE1-Knock-Out Mausmodell zu induzieren4221, Wie in Kapitel bereits be-
schrieben, fiihrt eine vollstandige Deletion des BACE1-Gens zu einem Phanotyp der von Hy-
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peraktivitat, epileptischen Anfdllen, Lern- und Gedachtnisstérungen sowie von Schizophre-
nie assoziierten Verhaltensinderungen gepragt ist®2¢221, Zudem zeigt das BACE1-Knock-
Out Mausmodell Defizite in der synaptischen Plastizitdt und der Signallibertragung zwi-
schen den hippocampalen Schaffer-Kollateralen zu Synapsen der CA1-Region®%4, als auch
eine Verkiirzung des Infrapyramidalen Biindel der Moosfasern®2#43_Allerdings wurde auch
gezeigt, dass die observierten Effekte einer genetischen BACE1-Deletion nicht gleichzuset-
zen sind mit der BACE1-Inhibition im adulten Alter, da die BACE1-Sekretase vor allem in der
Entwicklung und der Neurogenese eine bedeutende Rolle einnimmt und ihre Konzentration
in diesem Stadium deutlich erhoht ist®34. Das eine partielle Inhibition von BACE1 auch im
Menschen effektiv gegenliber AD wirken kann wurde spatestens nach der Entdeckung ei-
ner APP-Punktmutation (Ala673Thr) wissenschaftlich anerkannt. Diese Mutation ist an der
Schnittstelle von BACE1 lokalisiert und bewirkt im Menschen eine lebenslange Reduktion
der APB-Produktion um 28 %, wodurch das Risiko an der AD zu erkranken stark reduziert
wirdB534%
BACE1 zeigt allerdings generell eine hohere Affinitat zur Spaltung der nicht-amyloidoge-
nen Substrate wie NRG1 und Sez6, die eine wichtige Rolle in der synaptischen Plastizitat
einnehmen®. Dieser Aspekt kénnte die Inhibierung der Sekretase zur Hemmung der Ap-
Generierung teilweise in Frage stellen. Die zuvor beschriebenen und diskutierten Ergeb-
nisse im Wildtyp deuten allerdings darauf hin, dass dies vor allem unter physiologischen
Bedingungen gilt (siehe Kapitel B.2.7)). In AD-Patienten sowie AD-Mausmodellen konnte
dagegen gezeigt werden, dass das Expressionsniveau?’® und die Aktivitit der BACE1-Se-
kretase signifikant erhoht ist20412LB7€ Dies liegt unter anderem daran, dass die Ubiquiti-
nierung von BACE1, was den Abbau der Sekretase einleiten wiirde, in AD signifikant be-
eintrachtigt ist®*%#4/ Dariiber hinaus wurde festgestellt, dass Ap42-Peptide die Calpain-
vermittelte Spaltung von p35 bis p25 aktivieren kdnnen®*¢, die wiederum die mRNA- und
Proteinexpression der BACE1-Sekretase hochregulieren®*##¢_ |m weiteren Verlauf der AD-
Pathologie akkumuliert BACE1 zudem an dystrophen Neuronen die von A3-Ablagerungen
umgeben sind und treibt dort die AR-Generierung weiter an®3#22423 Des Weiteren fiihrt
die schwedische FAD-Mutation (K670M671- zu N670L671-Mutation auf der Schnittstelle
von BACE1), die ebenfalls vom APP-Knock-In Mausmodell exprimiert wird, sowie die Ita-
lienische FAD-Mutation (A673V)*4 zu einer Verschiebung der Prozessierungsaffinitat von
BACE1. Die BACE1-Affinitat wird durch die Mutationen weg von nicht-amyloidogenen Sub-
straten wie NRG1 oder Sez6 und hin zu APP verschoben. Dabei wurde eine mutationsbe-
dingte Steigerung der APP-Prozessierung um das 10-50-fache beobachtet, was zu einem
friiheren Ausbruch der AD-Pathologie fiihrt4/,

Deshalb liegt die Vermutung nahe, dass durch die partielle Inhibierung der BACE1-Sekreta-
se mittels der hohen NB-360-Dosierung im APP-Knock-In Mausmodell zunachst vor allem
die Prozessierung von APP gehemmt wurde. Dies bewirkte eine signifikante Erniedrigung
der zuvor erhohten Af3-Generierung, die unter anderem mutationsbedingt durch die ge-
stiegene Affinitat der BACE1-Sekretase gegenliber APP bedingt war, sowie durch die all-
gemein gesteigerte Aktivitat der BACE1-Sekretase im APP-Knock-In Mausmodell. Die Hem-
mung der zuvor erhéhten APP-Prozessierung flihrte wahrscheinlich zu einer Reduzierung
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der AB-Konzentration an den Synapsen, wodurch die Af3-induzierte neurotoxische Wir-
kung, wie beispielsweise Reduzierung des CA1-LTP2%2, an Pri- sowie Postsynapsen weg-
fiel. Diese Effekte spiegelten sich im signifikant gesteigerten Anteil neugebildeter Spines
um 16,7 % gegenlber Kontrolltieren bis zum letzten Beobachtungszeitpunkt wider (siehe
Abbildung [I9). Durch Steigerung der Bildung neuer Spines wurde zudem eine héhere Spi-
ne-Dichte unter der héheren NB-360-Dosierung um 5 % bis zum letzten Beobachtungszeit-
punkt gegeniiber Kontrolltieren observiert. Die niedrige NB-360-Dosierung bewirkte dage-
gen keinen signifikanten Effekt auf die Neubildung der Spines im APP-Knock-In Mausmodell,
wodurch ebenfalls kein Effekt auf die Spine-Dichte zu beobachten war. Die ausbleibende
Wirkung liegt wahrscheinlich darin begriindet, dass die niedrige NB-360-Dosierung nicht
potent genug war, um die Af3-Konzentration an den Synapsen soweit zu senken, als dass
ein sichtbar positiver Effekt auf die beeintrachtigte strukturelle Plastizitdt dendritischer Spi-
nes im APP-Knock-In Mausmodell erwirkt werden konnte.

Zusammenfassend zeigten die vorgenommenen Untersuchungen, dass unter BACE-Inhibi-
tion mittels der hohen NB-360-Dosierung (0,29 g/kg) die Umsatzrate sowie vor allem die
Neubildung von Spines im APP-Knock-In Mausmodell signifikant gesteigert werden konn-
ten. Da das APP-Knock-In Mausmodell eine friihe Phase der AD dhnlichen Pathologie wider-
spiegelt, bei der ein Verlust von Spines nicht im Vordergrund steht, zeigte sich zudem eine
Erhohung der Spine-Dichte. Die Steigerung der zuvor reduzierten strukturellen Spine-Kine-
tik im APP-Knock-In Mausmodell |dsst Riickschliisse darauf ziehen, dass die pathologisch
hohe A3-Konzentration an den Synapsen durch die BACE-Inhibierung soweit reduziert wer-
den konnte, dass die AB-induzierten neurotoxischen Wirkungen an den Synapsen®® zu-
mindest teilweise aufgehoben werden konnten. Die praventive BACE-Inhibition mittels der
hohen NB-360-Dosierung wirkte somit dem weiteren Verlauf der AD-Pathologie des APP-
Knock-In Mausmodell entgegen. Zudem ist denkbar, dass bedingt durch die schwedische
Mutation im APP-Knock-In Mausmodell, die zu einer Affinitatsverschiebung der BACE1-Se-
kretase hin zu APP flhrt, sich die Inhibierung der BACE1-Sekretase nicht so gravierend auf
die Prozessierung der nicht-amyloidogenen BACE1-Substrate wie Sez6 und NRG1 auswirk-
te, wie im Wildtyp. Dies bietet auch einen Erkldrungsansatz dafiir, dass die hohe NB-360-
Dosierung im APP-Knock-In Mausmodell eine signifikante Steigerung der strukturellen Plas-
tizitat dendritischer Spines erzielte, obwohl diese im Wildtyp eine Reduktion der Spine-Ki-
netik bewirkte.

Nachdem eine effektive NB-360-Dosierung im APP-Knock-In Mausmodell evaluiert wurde,
wurde anschlieRend die Auswirkungen einer praventiven, langfristigen Applikation dieser

auf die AB3-Last, die Neurinflammation sowie auf die kognitive Leistung untersucht.
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3.2.3 Die priventive sowie langfristige therapeutische Intervention mittels
BACE-Inhibition induziert eine Aktivitatssenkung der Mikrogliazellen
durch Reduktion der fibrilliren Af3-Last und bedingt eine signifikante
Verbesserung der kognitiven Leistung im APP-Knock-In Mausmodell

Die Langzeittherapie Uber acht Monate mittels der hohen NB-360-Dosierung (0,29 g/kg)
konnte den kortikalen Anstieg der im A(3-uPET gemessenen fibrilliren A{3-Last im APP-
Knock-In Mausmodell signifikant reduzieren. Im Hippocampus unterschied sich die A3-Last
zwischen den Gruppen nicht signifikant. Dariiber hinaus wurde das TSPO-pPET-Signal im
Cortex sowie im Hippocampus unter der BACE-Inhibitor Behandlung Uber die Zeit signifi-
kant gesenkt (siehe Abbildung 1 und P2)). Der MWM-Test zeigte einen positiven Effekt der
BACE-Inhibitor Behandlung auf die kognitive Leistung im APP-Knock-In Mausmodell. Des
Weiteren wurde (iber den Behandlungszeitraum von acht Monaten keine erhéhte Mortali-
tatsrate der NB-360 behandelten Versuchstiere im Vergleich zu Kontrolltieren festgestellt.
Wie im Versuch zur strukturellen Plastizitit dendritischer Spines, wurde allerdings eine An-
derung in der Fellpigmentierung nach siebentagiger NB-360-Behandlung observiert.

Die im A3-uPET gemessene Reduktion der fibrillaren A3-Last im Cortex von NB-360 behan-
delten APP-Knock-In Versuchstieren ist auf eine verminderte A3-Generierung liber den Be-
handlungszeitraum zuriickzufiihren. In der Literatur wird postuliert, dass die Bildung neuer
fibrillarer A3-Plaques einen Aggregationskeim voraussetzt. Dieser Aggregationskeim be-
steht vorwiegend aus aggregierten Ap3-Oligomeren. Die Entstehung eines Keimes ist ther-
modynamisch allerdings unvorteilhaft und findet nur statt, wenn die A3-Konzentration si-
gnifikant erhéht ist?!. Nach Bildung dieses Keimes ist die weitere Polymerisation zu Ap-
Fibrillen thermodynamisch vorteilhaft. Eine exponentielle Wachstumsphase, bei der sich
stetig weitere A3-Peptide an die bestehenden AB-Fibrillen anlagern, schlieBt sich an. Nach
einer kurzen Ubergangsphase wird schlussendlich eine Sittigung erreicht?33. Die Vermu-
tung liegt nahe, dass im APP-Knock-In Mausmodell, welches bei Therapiestart mit zwei-
einhalb Monaten eine sehr geringe fibrillare Af3-Last aufwies, durch die friihe therapeu-
tische Intervention mittels BACE-Inhibition die Ap3-Generierung soweit gehemmt wurde,
dass die Bildung neuer Aggregationskeime ebenfalls signifikant reduziert wurde. Diese Hy-
pothese sowie die im Rahmen dieser Arbeit observierten Ergebnisse sind mit der Literatur
im Einklang. Friihere Studien konnten zeigen, dass unter NB-360-Behandlung die Bildung
neuer Af3-Plaques im transgenen AD-Mausmodell verhindert werden konnte, wohingegen
das Wachstum bestehender Af3-Plaques nur reduziert, nicht aber vollstdndig gestoppt wur-
de?34, Zudem postuliert eine weitere uPET-Studie, dass eine therapeutische Intervention
mittels BACE-Inhibition das Fortschreiten einer Amyloidose nur in Hirnregionen mit einer
geringen initialen AP-Last effektiv reduzieren kann®22. Diese Observierungen unterstrei-
chen die Notwendigkeit einer friihen, wenn nicht sogar praventiven Verabreichung eines
BACE-Inhibitors.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde keine signifikante Reduzierung des Ap-uPET-Signals im
Hippocampus unter BACE-Inhibition beobachtet. Wie im Kapitel bereits diskutiert, ist
dies teilweise der verwendeten Methodik geschuldet. Aufgrund der diffusen Beschaffen-
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heit der A3-Ablagerungen des APP-Knock-In Mausmodells wurden diese mittels des Af3-
1PET-Tracers [181F-FBB nicht vollstandig detektiert, weshalb im Hippocampus ein nur ge-
ringfligig hoherer Anstieg der AP3-Last Uiber das Alter in APP-Knock-In Versuchstieren im
Vergleich zu Wildtyptieren beobachtet wurde. Es wird weiter angenommen, dass durch
die geringe Detektion der hippocampalen A3-Ablagerungen der therapeutische Effekt der

BACE-Inhibierung im Hippocampus nicht eruiert werden konnte.

Dariiber hinaus wurde eine signifikante Reduktion der Neuroinflammation unter BACE-In-
hibition im Cortex sowie im Hippocampus in APP-Knock-In Versuchstieren observiert. Es ist
anzunehmen, dass der Riickgang der Neuroinflammation aus der direkten Senkung der fi-
brillaren A3-Last resultiert. Aus der Literatur ist bekannt, dass aktivierte anti-inflammatori-
sche Mikrogliazellen zu A3-Ablagerungen hinwandern?®4, um dort die Phagozytose des A3 -
Peptides einzuleiten?®4286283 |n den meisten AD-Mausmodellen wurde des Weiteren ein
nahezu identischer Anstieg des Af3- sowie TSPO-UPET-Signals observiert?®>2%€_ Beij einer
fortgeschrittenen Amyloidose wurde allerdings eine Stagnation im Anstieg des TSPO-uPET-
Signals sowie ein signifikanter Aktivitatsverlust der anti-inflammatorischen Mikrogliazellen
beobachtet??>#62%€ |m weiteren Verlauf der AD-Pathologie gehen anti-inflammatorische
Mikrogliazellen, bedingt durch die wachsende fibrillare Ap3-Last, in einen pro-inflammato-
rischen Aktivierungszustand tibert2&228298 |m pro-inflammatorischen Zustand verstirken
aktivierte Mikrogliazellen die von Af3-Plaques induzierte Neurotoxizitat, wodurch die toxi-
sche Umgebung des AB-Plaques noch weiter verstarkt wird2222%, Es wird postuliert, dass
der Ubergang in die zweite Aktivititsphase aus einer Uberforderung der Mikrogliazellen
resultiert. Diese These wird dadurch unterstrichen, dass sich Plaque-assoziierte Mikroglia-

zellen durch eine erniedrigte Prozessmobilitat?2/

sowie einer erniedrigten Expression von
AB-bindenden Rezeptoren auszeichnen®?€. Zudem zeigen Plaque-assoziierte Mikrogliazel-
len eine dreifach hohere Sterblichkeit als nicht Plaque-assoziierte Mikrogliazellen®24. Dar-
Uber hinaus wurde gezeigt, dass die AD-Pathologie keine erhéhte Bildungsrate von Mikro-
gliazellen bedingt sondern, ausgeldst durch die Abwanderung der Mikrogliazellen zum Af3-
Plaque, zu einer Reduktion der Mikroglia-Dichte in der Peripherie fiihrt?22, Im APP-Knock-
In Mausmodell konnte ebenfalls eine starke Aktivitaitszunahme der Mikrogliazellen bis zu
einem Alter von zehn Monaten kortikal um 22,5 % und hippocampal um 14,2 % gegeniber
Wildtyptieren beobachtet werden. Eine Stagnierung des TSPO-UPET-Signals wurde Uber
den Beobachtungszeitraum noch nicht beobachtet. Parallel zur steigenden A(3-Last ware
allerdings eine weitere Aktivitatszunahme der Mikrogliazellen (iber den Beobachtungszeit-
raum hinaus zu erwarten, die fortfiihrend eine Stagnation und einen Wechsel der Mikro-
gliazellen in einen pro-inflammatorischen Zustand bedingen wiirde. Die therapeutische In-
tervention mittels BACE-Inhibition senkte indirekt die starke Aktivitaitszunahme der Mikro-
gliazellen bis zu einem Alter von zehn Monaten im APP-Knock-In Mausmodell kortikal um
11,3 % und hippocampal um 11,5 % und wirkte somit dem Wechsel der Mikrogliazellen in
den pro-inflammatorischen Zustand entgegen (siehe Abbildung 7).

Die Reduktion der kortikalen Af3-Last und der Neuroinflammation unter BACE-Inhibition

bewirkte zudem eine Verbesserung der kognitiven Leistung, wie anhand des MWM-Tests
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im Rahmen dieser Studie gezeigt werden konnte. Im APP-Knock-In Mausmodell wurde zu-
nachst eine beeintrachtigte hippocampusabhdngige Lernfahigkeit sowie eine verminderte
Abrufbarkeit des Referenzgedachtnisses im Vergleich zum Wildtyp beobachtet. Die hippo-
campusabhangige Lernfahigkeit wurde im APP-Knock-In Mausmodell durch die langfristige
therapeutische BACE-Inhibitor Intervention mittels NB-360 gesteigert und ebenfalls eine
signifikante Verbesserung der Gedachtnisleistung erzielt (siehe Abbildung 23). Einen Er-
klarungsansatz fiir die observierten positiven Auswirkungen der BACE-Inhibierung auf die
Lern- und Gedachtnisleistung bieten die beobachteten Effekte der BACE-Inhibition mittels
NB-360 auf die strukturelle Plastizitat dendritischer Spines. Wie im vorherigen Kapitel
bereits diskutiert, bewirkte die BACE-Inhibition im APP-Knock-In Mausmodell eine signifi-
kant gesteigerte Neubildung dendritischer Spines der CA1-Region im Hippocampus. Dendri-
tische Spines gelten als physikalisches Korrelat fiir die Gedachtnisformation und ihre Plasti-
zitat sowie vor allem die Neubildung von Spines korreliert signifikant mit dem Erlernen und
Abspeichern neuer Fihigkeiten im Wildtyp®&22,

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der uPET-Studie, dass eine friihe und langfristige
BACE-Inhibitor Intervention mittels der NB-360-Dosierung von 0,29 g/kg das Voranschrei-
ten der AD-Pathologie im APP-Knock-In Mausmodell durch Reduzierung der A3-Last sowie
der daraus bedingten Senkung der Neuroinflammation hemmen sowie signifikant die ko-

gnitiven Fahigkeiten verbessern konnte.

3.2.4 Herausforderungen der pharmakologischen BACE1-Inhibition als
praventive Intervention gegen AD

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese ist seit vielen Jahren der Eckpfeiler fir die Entwicklung
von Pharmazeutika gegen die Alzheimer Demenz. Die umfangreiche Forschung hat zur Ent-
wicklung potenter, nicht-peptidischer, niedermolekularer BACE-Inhibitoren gefiihrt, deren
Effektivitat beziliglich ihrer senkenden Wirkung auf die A-Generierung in zahlreichen vor-
klinischen und klinischen Studien getestet und bewiesen wurden. Dennoch scheiterten bis-
her ausnahmslos alle klinischen BACE-Inhibitor Studien bis Ende des Jahres 2019 an unvor-
hergesehenen Nebenwirkungen und/oder am Verfehlen des angestrebten Zieles bei der
Behandlung von AD. Dennoch bleibt die BACE-Inhibition trotz der Riickschlage ein erfolgs-
versprechender Therapieansatz gegen AD. Deshalb ist eine fundierte Evaluierung, welche
Anforderungen an einen zukiinftigen BACE-Inhibitor gestellt werden miissen und welche
Anderungen in der Applikation des Therapeutikums erfolgen miissen, um eine méglichst
zielgerichtete, erfolgreiche therapeutische Intervention zu gewahrleisten, elementar.

Wie in Kapitel bereits angesprochen, inhibieren pharmakologische BACE-Inhibitoren
des aktuellen Forschungstandes, aufgrund der hohen Sequenzhomologie zwischen BACE1
und BACE2, stets beide 3-Sekretasen. Die hochste Selektivitat von klinisch getesteten, nicht-
peptidischen BACE-Inhibitoren zeigte CNP520 von Novartis. Dieser weist eine dreifach ho-
here Affinitat zu BACE1 gegeniiber BACE2 auf2®4. Die klinische Studie musste allerdings
in Phase 2/3 aufgrund von kognitiven Verschlechterungen der Probanden vorzeitig abge-
brochen werden®2’. Uber die Funktion der BACE2-Sekretase ist vergleichsweise wenig be-
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kannt. Es konnte gezeigt werden, dass BACE2 eine wichtige Funktion in der Melanogenese
und Prozessierung von PMEL einnimmt%Z (siehe Kapitel f[.3.2)). In vorklinischen Studien zur
therapeutischen Intervention mittels BACE-Inhibition wurde als Nebenwirkung eine Depig-
mentierung beobachtet?’8#2¢ Eine Anderung der Fellpigmentierung wurde auch in Rah-
men dieser Studie nach einer siebentagigen Behandlung mit dem BACE-Inhibitor NB-360
observiert (siehe Abbildung [L8). Darliber hinaus konnten in vitro Studien belegen, dass so-
wohl BACE1- als auch BACE2-Substrate zumindest teilweise durch beide BACE-Sekretasen
prozessiert werden kdnnen®>2. Bei einer erhdhten Selektivitit der Inhibitoren gegeniiber
BACE1 ware es somit moglich, dass die Prozessierung von BACE1-Substraten teilweise durch
BACE2 ausgefiihrt werden. Im Umkehrschluss liegt deshalb auch die Vermutung nahe, dass
die gleichzeitige Hemmung der BACE2-Sekretase zu einigen der beobachteten Nebenwir-
kungen wéahrend der BACE-Inhibition beitrdgt. Eine Studie an humanen Gerhirnschnitten
konnte zudem zeigen, dass BACE2 womaglich selbst eine Rolle in der Pathophysiologie von
AD einnimmt*®Y, Huentelman et al. observierten, dass einige Variationen am BACE2-Lo-
cus mit dem AD-Risiko assoziiert sind und eine verdanderte Prozessierung von A3 bewirken
kénnen. In vitro konnte gezeigt werden, dass die A3-Domane von APP durch BACE2 unter
physiologischen Bedingungen proteolytisch auf einem nicht-amyloidogenen APP-Prozes-
sierungsweg gespalten wird*®!, Fiir den Erfolg zukinftiger Studien wird es zudem wichtig
sein die Funktionsweise sowie Rolle von BACE2 in vivo und im AD-Kontext besser zu verste-
hen. Vom aktuellen Forschungsstand aus betrachtet wiirde eine gesteigerte BACE1-Selekti-
vitat der BACE-Inhibitoren erstens Nebenwirkungen senken, welche durch die gleichzeitige
Hemmung von BACE2 bedingt werden, sowie zweitens die Prozessierung einiger BACE1-
Substrate durch BACE2 steigern konnen. Peptidische BACE-Inhibitoren zeigten beispiels-
weise eine tausendfach hohere Selektivitat zu BACE1 gegeniliber BACE2. Aufgrund ihrer ge-
ringen Stabilitdt sowie einer mangelhaften Liquorgangigkeit schafften es peptidische BACE-
Inhibitoren allerdings nicht in die klinische Testphase®®22¢€ (siehe Kapitel [[.3.2).

Neben der Selektivitat muss ebenfalls die Applikation zukiinftiger BACE-Inhibitoren grund-
legend lGberdacht werden. Die bisherigen wissenschaftlichen Befunde sprechen dafiir, dass
eine Behandlung mit BACE-Inhibitoren am effektivsten praventiv und noch vor der Aggrega-
tion und Akkumulation des A3-Proteins wirken wiirde. Die Akkumulation des A[3-Proteins
beginnt mindestens zwei Jahrzehnte vor der kortikalen Tau-Pathologie und dem Auftreten
klinischer Symptome®1€. Bei der Manifestierung erster klinischer Symptome, wie dem Ver-
lust kognitiver Fahigkeiten und Stimmungsveranderungen, ist davon auszugehen, dass eine
Degenerierung von Neuronen sowie die Beeintrachtigung neuronaler Schaltkreise bereits
stattfand. Das Aufhalten der Ekrankung ist nach dem aktuellen Wissensstand in diesem Sta-
dium nicht mehr realisierbar®222%€ Der Ansatz einer praventiven BACE-Inhibitor Therapie
wird durch eine kirzlich veroffentliche Studie unterstiitzt, die zeigen konnte, dass die thera-
peutische Intervention mittels BACE-Inhibition die Neubildung von AR-Plaques signifikant
hemmt. Das Wachstum bestehender A3-Plaques dagegen wurde zwar reduziert aber nicht
vollstandig gestoppt?34. Um den Ansatz der praventiven BACE-Inhibitor Intervention weiter
zu untersuchen wurde im Rahmen dieser Arbeit das APP-Knock-In Mausmodell verwendet.

In der vorliegenden Studie konnte zunachst gezeigt werden, dass das APP-Knock-In Maus-
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modell eine friithe Phase der AD widerspiegelt. Zu Therapiebeginn wiesen APP-Knock-In
Versuchstiere eine sehr geringe fibrilldre Af3-Last sowie eine Beeintrachtigung der struk-
turellen Plastizitat dendritischer Spines der CA1-Region des Hippocampus auf (siehe Kapi-
tel B.1.4). Die praventive Behandlung unter der hohen Dosierung des BACE-Inhibitors NB-
360 bewirkte im APP-Knock-In Mausmodell eine signifikante Reduktion der Af3-Last gegen-
Uber unbehandelten Kontrolltieren sowie eine signifikante Hemmung der Neuroinflamma-
tion. Darliber hinaus wurde mittels der friihen BACE-Intervention die Beeintrachtigung der
strukturellen Plastizitdt dendritischer Spines behoben und dadurch insgesamt dem weite-
ren Verlauf der AD-Pathologie im APP-Knock-In Mausmodell entgegenwirkt (siehe Kapitel
undB.2.3). Dieim Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse unterstreichen somit die
Wirksambkeit einer BACE-Inhibitor Behandlung im friihen AD-Stadium. Bei fortgeschrittenen
Stadien der AD wurden, bedingt durch die fortgeschrittene neuronale und synaptische De-
generation, zudem stark verminderte BACE1-Konzentrationen beobachtet?02:463.464 Beij ge-
ringen BACE1-Konzentrationen ist damit zu rechnen, dass eine BACE-Inhibitor Intervention
ebenfalls die Prozessierung der nicht-amyloidogenen BACE1-Substrate starker beeintrach-
tigt, wodurch die Effizienz einer BACE-Inhibitor Behandlung bei einer fortgeschrittenen AD-
Pathologie weiter in Frage gestellt wird.

Neben dem Zeitpunkt stellt die richtige Dosierung der BACE-Inhibitoren einen entschei-
denden Faktor dar. Die bisherigen Forschungsergebnisse zeigen, dass eine therapeutische
BACE1-Inhibitor Dosierung evaluiert werden muss, die Wirksamkeit sowie klinische Sicher-
heit gewahrleisten kann. Die Vermutung wurde gedulRert, dass die bisherigen Dosierungen
der BACE-Inhibitoren moglicherweise zu hoch waren und dass eine flinfzigprozentige Hem-
mung der Sekretase ausreichen wiirde, um dieses Gleichgewicht zu erreichen2#2240,841,368
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse weisen allerdings darauf hin, dass es von entschei-
dendem Vorteil sein kdnnte, die Dosierung des BACE-Inhibitors an den Grad der Af3-Last,
der Neuroinflammation sowie der synaptischen Schadigung individuell anzupassen. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine zu niedrige Dosierung des BACE-In-
hibitors NB-360 bei erhohter Af3-Konzentration keinen signifikant positiven Effekt auf die
bereits beeintrachtigte strukturelle Plastizitdt dendritischer Spines im APP-Knock-In Maus-
modell erzielen konnte. Eine héhere Dosierung, die im Wildtyp einen signifikant negativen
Effekt auf die Plastizitat dendritischer Spines auslibte, hatte im APP-Knock-In Mausmodell
dagegen einen signifikant positiven Effekt.

Neben der Mdoglichkeit einer ausbalancierten sowie individuell angepassten BACE-Inhibi-
tor Dosierung ware eine Zellkompartiment gerichtete BACE1-Inhibition in friihen Endoso-
men eine weitere denkbare Option. Wie in Kapitel bereits beschrieben, prozessiert
die pH-abhéngige BACE1-Sekretase APP aufgrund des sauren Milieus im Endosom (pH 4,5-
6,0)228216222830 pie Prozessierung der nicht-amyloidogenen BACE1-Substrate ist vom Pro-
zess der Endozytose unabhangig und wiirde bei einer gerichteten BACE-Inhibition nicht be-
eintrachtigt werden®*2. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass eine sterolverkniipf-
te, membranstandige Version eines ansonsten I6slichen Inhibitors die APP-Prozessierung
spezifisch im Endosom hemmen konnte?>866467  Ajlerdings wurden die meisten Vorver-

suche in vitro durchgefiihrt, weshalb der aktuelle Forschungsstand noch weit von klinischen
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Studien entfernt ist. Dagegen konnte die Ermittlung einer effektiven BACE-Inhibitor Dosie-
rung, die das bendtigte Gleichgewicht zwischen Inhibition und Aktivitat der BACE1-Sekre-
tase bietet, durch eine individuelle Spaltproduktmessung nicht-amyloidogener BACE1-Sub-
strate bereits in den nichsten klinischen Studien angewendet werden®®&282_ Eine in vorkli-
nischen Studien etablierte Methode ware beispielsweise das Messen von Sez6-Spaltpro-
dukten in der Cerebrospinalfliissigkeit (CSF)2’C. Durch das individuelle Anpassen der BACE-
Inhibitor Dosierung sowie die stetige Uberpriifung ihrer Effektivitat mittels Sez6-Spaltpro-
duktmessungen im CSF, wiirde ein wichtiger Grundstein fiir eine therapeutische Sicherheit
zukiinftiger klinischer BACE-Inhibitor Studien gelegt werden.

Zukiinftige humane BACE-Inhibitor Studien sollten zudem stets mit zwei Patientengruppen
durchgefiihrt werden. Dabei sollte zwischen Patienten der familiaren Alzheimer Demenz
(FAD) sowie Patienten der sporadischen Alzheimer Demenz (SAD) unterschieden werden.
Die molekularen Mechanismen, die zu einer erhéhten AR-Last fiihren, unterscheiden sich
zwischen den beiden AD-Formen=%€. Der Hauptunterschied besteht darin, dass die FAD
durch bestimmte Mutationen und somit genetisch bedingt ist. Die schwedische Mutation
beispielsweise verschiebt die Affinitdat der BACE1-Sekretase fort von seinen nicht-amylo-
idogenen Substraten und hin zu APP, wodurch die A3-Generierung erheblich gesteigert
wird®#4, Bei der SAD ist ein verminderter A3-Abbau wahrscheinlich die Hauptursache fiir
die steigende AB-Last*”, Die Wahrscheinlichkeit an der sporadischen AD zu erkranken wird
durch den Einfluss bestimmter genetischer Faktoren zudem erhoht®3Y. Obwohl| FAD-Fille

> sind die in der vorklinischen For-

weniger als 1% der gesamten AD-Fille ausmachen?2
schung verwendeten Krankheitsmodelle, wie auch das in dieser Arbeit verwendete APP-
Knock-In Mausmodell, Modelle welche die Mechanismen der FAD widerspiegeln. Diese
Aspekte erklaren teilweise die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen vorklinischen und kli-
nischen BACE-Inhibitor Studien. Deshalb ist eine strikte Differenzierung zwischen FAD und
SAD sowie die Einflihrung zweier AD-Patientengruppen fiir den Erfolg klinischer BACE-Inhi-
bitor Studien wichtig.

Damit eine praventive Intervention mittels BACE-Inhibition fiir SAD-Patienten realisiert wer-
den kann miissen zudem die Diagnoseverfahren verbessert werden. Die Verwendung der
Kombination verschiedener Biomarker, die in vivo noch vor dem Auftreten klinischer De-
menzsymptome eine AD-Diagnose ermoglichen, sind im klinischen Umfeld aufgrund der
fehlenden Therapieoption, der hohen Kosten und der Invasivitdt mancher Beurteilungsme-
thoden noch kein Standard®’2. Die limitierten Diagnosemdglichkeiten beim asymptomati-
schen Patienten flihren jedoch dazu, dass SAD liberwiegend in einem zu spaten Stadium
festgestellt wird, als dass die BACE-Inhibition nach dem aktuellen Forschungsstand erfolg-

reich sein kdnnte®/3268
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3.2.5 Fazit: Eine individualisierte, priventive BACE-Inhibition kénnte eine
therapeutische Intervention bei Patienten mit hohen Risiko eine AD zu
entwickeln darstellen

Die hier vorgestellten Ergebnisse demonstrieren, dass die praventive BACE-Inhibitor In-
tervention mittels einer hohen NB-360-Dosierung den Verlauf der AD Pathologie im APP-
Knock-In Mausmodell, welches eine friihe Phase der AD widerspiegelt, entgegenwirken
kann. Der BACE-Inhibitor NB-360 in hoher Dosierung fiihrte zu einer signifikanten Steige-
rung der strukturellen Plastizitidt dendritischer Spines der CA1-Region. Des Weiteren wurde
die Akkumulation und Aggregation von AB-Fibrillen gechemmt sowie die Neuroinflammati-
on eingedammt. Dies steht im Zusammenhang mit der insgesamt signifikant verbesserten
kognitiven Leistung im APP-Knock-In Mausmodell. Diese Observierungen unterstreichen
die Hypothese, dass eine praventive therapeutische Intervention mittels BACE-Inhibition
effektiv den Verlauf der AD-Pathologie hemmen kann. Fiir zukiinftige klinische BACE-In-
hibitor Studien wird es allerdings unerlasslich sein zwischen FAD- und SAD-Patienten zu
unterscheiden und diese unabhangig voneinander zu untersuchen. Darliber hinaus ist hin-
langlich bekannt, dass BACE1 eine wesentliche physiologische Rolle in der Regulation syn-
aptischer und kognitiver Funktionen erfillt, die durch eine zu starke therapeutische Inhi-
bition beeintrachtigt wird. Fir eine erfolgreiche Therapie sollte die Dosierung des BACE-
Inhibitors flir FAD und SAD-Patienten individuell und abhangig von der individuellen Af3-
Last und Neuroinflammation angepasst werden. Therapiebegleitend sollte der Inhibitions-
grad der BACE1-Sekretase durch Sez6-Spaltproduktmessung im CSF Gberprift und verfolgt
werden. Dieses Vorgehen wiirde ein Gleichgewicht zwischen Wirksamkeit und klinischer
Sicherheit der BACE-Inhibitor Behandlung gewahrleisten kdnnen. Wie im vorherigen Kapi-
tel ausfihrlich dargelegt, steht die BACE-Inhibition als pharmakologische AD-Therapie
vor einigen Herausforderungen und muss weiterentwickelt werden. Doch auch nach dem
Scheitern von vielversprechenden BACE-Inhibitoren in klinischen Studien sollte BACE1 als
pharmakologisches Ziel nicht aufgegeben werden. Es sollte allerdings zukiinftig beriicksich-
tigt werden, dass eine Therapie mittels BACE1-Inhibition wohl nicht in der Lage sein wird in
symptomatischen Patienten eine Verbesserung der Kognition zu bewirken, da die Ablage-
rung von Af3 sowie der Verlust von Synapsen und Neuronen in den meisten Fallen bereits
zu fortgeschritten ist. Im friihen AD-Stadium kann allerdings durch eine therapeutische In-
tervention mittels BACE1-Inhibition der AD-Pathologie noch signifikant entgegengewirkt
werden, weshalb die BACE1-Inhibition unter individueller therapeutischer Dosierung als

praventiver Therapieansatz bei AD moglicherweise eine Chance darstellt.
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4 Material und Methoden

4.1 Transgene Mduse und deren Genotypisierung
4.1.1 Maushaltung

Die Mause wurden in einem pathogenfreien Zuchtbereich einer zentralen Tierhaltung ver-
paart und aufgezogen, bis sie in einen ebenfalls pathogenfreien Experimentalbereich tber-
flihrt wurden. Im Zuchtbereich wurden sie in GreenLine-IVC GM500-Kafigen in einer Grup-
pe von bis zu sechs Tieren gehalten. Es wurde ein zw6lf-Stunden Tag/Nacht-Rhythmus si-
muliert und sie hatten standigen Zugang zu Futter (Sniff) sowie Wasser ad libitum. Durch
optische Kontrollen tiberpriften Tierpfleger taglich den Gesundheitszustand der Tiere. Zur
Identifizierung wurden die Mause mit Ohrmarken versehen, wobei das ausgestanzte Ge-
webe zur Genotypisierung verwendet wurde. Mit einem Alter von ungefdhr anderthalb
Monaten wurden die Tiere in den pathogenfreien Experimentalbereich der zentralen Tier-
haltung Uberfihrt, wo die gleichen Bedingungen herrschten wie im Zuchtbereich. Nach
der Implantation des hippocampalen Fensters wurden die Tiere jedoch einzeln gehalten.
Der Gesundheitszustand der Mause wurde im Experimentalbereich taglich Gberprift. Fir
den Umgang mit den Tieren und fiir alle Versuche galt der Grundsatz, die Mause moglichst
schonend und mit moglichst geringer Schmerzbelastung zu untersuchen. Es wurde entspre-
chend den Richtlinien des Deutschen Zentrums fiir Neurodegenerative Erkrankungen e. V.

(DZNE) und der Regierung von Oberbayern zum Schutz der Tiere gearbeitet.

4.1.2 Transgene Mauslinien

C57BL/6)

Unter den Laborméusen stellt die C57BL/6J-Line den am haufigsten verwendeten Inzucht-
stamm zur Untersuchung von menschlichen Krankheiten dar. Die Mauslinie zeichnet sich
durch eine hohe Fertilitdt sowie einem definierten genetischen Hintergrund aus, wobei
das gesamte Genom dieses Stammes entschliisselt und publiziert wurde®’4. Der C57BL/6)-

Stamm wurde von Jackson Laboratory (Maine, Vereinigte Staaten) bezogen.

Thy1.2 GFP-M

Die transgene Mauslinie B6.Cg-Tg (Thy1.2 GFP-M)MJrs/J (Synonym: GFP-M) wurde eben-
falls von Jackson Laboratory bezogen und auf dem Hintergrund der C57BL/6J-Linie geziich-
tet. Die Mduse exprimieren das griin fluoreszierende Protein eGFP (engl. enhanced green
fuorescent protein) unter der Kontrolle des neuronenspezifischen Thy1.2-Promotor. Da-
bei handelt es sich bei Thy1.2 um ein Glycosylphosphatidylinositol verankertes Zelloberfla-
chen-Glykoprotein, welches vor allem im Thymus und im Nervensystem exprimiert wird.
Die Mauslinie zeichnet sich durch eine starke eGFP-Expression in hippocampalen und korti-
kalen Nervenzellen, besonders der neokortikalen Schicht-V, sowie der hippocampalen CA1-
Region aus®/4,
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APPN-¢"F.Mausmodell

Dieses Mausmodell wurde 2014 in Takaomi Saido’s Labor in Japan mittels eines Knock-in
Verfahrens generiert. |hr grofSter Vorteil ist, dass APP auf einem endogenen Niveau expri-
miert wird. Beim Knock-in wurde zwischen Exon 16 und 17 des endogenen murinen APP-
Gens die A3-Sequenz humanisiert sowie drei AD-assoziierte Mutationen: Die schwedische,
die Beyreuther/iberische sowie die arktische Mutation ausgeldst2’2. Die schwedische Mu-
tation (APP KM670/671NL) initiiert die Erhdhung der totalen AR-Generierung. Die Beyreu-
ther/iberische (I716F) Mutation bewirkt ein erhdhtes Verhaltnis von A342 gegeniiber A340
und die arktische (APP E693G) Mutation verursacht die Aggregation des A3-Peptides was
zusatzlich zu einem verminderten Abbau von A fiihrt2”>273_ Fiir eine eigene Zucht am In-
stitut wurden zwei Zuchtpaare von Saito bezogen. Die Mause wurden homozygot auf dem
genetischen Hintergrund C57BL/6J wie in der Originalpublikation®”® geziichtet.

APPN-6-FGEP-M und APPV'GFP-M

Fir die Intravitaluntersuchung dendritischer Spines wurden die APPN“"¢~F_Linie mit der
Thy1.2-GFP-M-Mauslinie verkreuzt. In dieser Arbeit wird diese Verkreuzung als APPN"6~FGFp-
M-Linie oder APP-Knock-In Linie bezeichnet. Als Kontrolllinie wurden fiinffach auf C57BL/6)J
zuriickgekreuzte APPN"6F-M3use (APP"Y) gekreuzt mit der Thyl.2-GFP-M-Linie verwen-
det. Diese Verkreuzung wird in dieser Arbeit weiter als APP"'GFP-M-Linie oder Wildtyp be-
zeichnet. Die APPY'GFP-M-Linie war nur noch fiir eGFP transgen. Fiir den Therapieversuch
mittels BACE-Inhibition wurden ausschliefSlich mannliche Tiere verwendet.

4.1.3 Genotypisierung

DNS Isolierung aus Ohrstanzbiopsien

Die Genotypisierung der Mauslinien erfolgte mittels genomischer Desoxyribonukleinsdu-
re (DNS) die mit dem Invisorb® Spin Tissue Mini Kit (Invitek Molecular GmbH, Deutschland)
aus entsprechenden Ohrstanzbiopsienisoliert wurde. Alle in diesem Protokoll verwendeten
Puffer stammen aus diesem Kit. Die Gewebeproben wurden in Mikrotiterplatten transfe-
riert und mit 400 pL Lyse-Puffer-G tiber Nacht bei 52 °C lysiert. Nach zehnminUtiger Zentri-
fugation, mittels der Eppendorf-Zentrifuge 508 (Eppendorf, Deutschland) bei 10 000 min~!
wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR tiberfithrt und 200 puL DNS-Bindepuffer
wurden hinzugefiigt. Das Lysat wurde im Anschluss auf DNS-Bindungsplatten transferiert
und erneut bei 10 000 min™! fiir fiinf Minuten abzentrifugiert. Danach wurden die Proben
mit 550 uL Waschpuffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verwor-
fen. Nach einer erneuten Abzentrifugation ohne Waschpuffer und bei 15 000 min~* fiir 15
Minuten erfolgte die Elution der gefallten DNS durch 200 L vorgewarmtem Elutionspuffer.
Die extrahierte DNS wurde fiir zehn Minuten bei 10 000 min~! von der Siule getrennt und
bis zur weiteren Verarbeitung bei 4 °C gelagert.

Amplifikation von DNS-Fragmenten mittels PCR und deren Auftrennung

Die Gensequenzen der Mauslinien wurden mittels PCR (engl. polymerase chain reaction)
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amplifiziert und elektrophoretisch der GrofRe nach aufgetrennt. Anhand des Bandenmus-
ters liel sich der jeweilige Genotyp bestimmen. Die PCR wurden mit dem Thermozykler
Mastercycler Pro (Eppendorf) durchgefiihrt. Fiir den PCR-Ansatz der APPN“"~F_Linie wur-
den die Primerl und Primer2 (Sigma-Aldrich, Deutschland) verwendet und fiir den PCR-
Ansatz der GFP-M-Linie die Primer IMR-872 und IMR-1416 (Eurofins, Deutschland).

Tabelle 1: Primer fiir die Genotypisierung der APPN"SF_Linie

Primer | Hin/zuriick | Sequenz (5'— 3')

P1 hin CTCCTT GTG GCT GGC GGT CACAC

P2 zurick CTA TCG TGG ACC GAG AAT GGT CAT G
IMR 872 hin AAG TTCATCTGCACCACCG

IMR 1416 | zurlick TCCTTG AAG AAG ATG GTG CG

Der PCR-Ansatz pro Probe der APPN"C"F_Linie sowie der GFP-M-Linie wurden getrennt an-

gesetzt und anschlieRend direkt zur Vervielfidltigung in den Thermozykler gegeben.

Tabelle 2: Reagenzien und Konzentration fiir die Genotypisierung von APPN""5F_ sowie der GFP-M-

Linie
Reagenzien Volumen [pL] ‘ Konzentration [uM]
Template DNA 1
P1/IMR 872 0,5 10
P2/IMR 1416 0,5 10
OneTaq HotStart QuickLoad Polymerase | 12,5
ddH,0 ad 25

Die PCR-Protokolle sind in Tabelle § und [ aufgelistet:

Tabelle 3: PCR-Programm zur Verifizierung der APPN“"®F_Linie

Temperatur [°C] ‘ Zeit [s] ‘ Wiederholungen

94°C 3 min

98°C 10s 27x
60 °C 30s 27x
68 °C 50s 27x
68 °C 2 min

10°C o0
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Tabelle 4: PCR-Programm zur Verifizierung GFP-M-Linie

Temperatur [°C] ‘ Zeit [s] ‘ Wiederholungen

94 °C 3 min

94°C 30s 27x
60 °C 1 min 27x
68 °C 20s 27x
68 °C 2 min

10°C o0

Auf einem SYBR-Gold-Agarosegel wurden die PCR-Proben elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Agarose (1,5 % w/v) wurde dazu in 1x TAE-Puffer (Roth, Deutschland) durch Aufkochen
gel6ést und mit 0,1 pg/mL SYBR-Gold (New England Biolabs, Vereinigte Staaten) versetzt. Die
Lésung wurde im Anschluss in eine Gelkammer (Fisher Scientific, Vereinigte Staaten) Uber-
flhrt und mit einem Geltaschenkamm bestiickt. Die dadurch entstandenen Kammern wur-
den mit TAE-Puffer befillt. In einem Verhaltnis von 1:5 wurden die PCR-Produkte mit einem
sechsfachen Ladepuffer versetzt und zusammen mit einem Quick-Load” Purple 1kb-DNS-
Marker (New England Biolabs) auf das Gel aufgetragen. Bei einer Spannung von 40 mV er-
folgte die elektrophoretische Auftrennung der DNS-Fragmente (iber zwei bis vier Stunden.
Das Bandenmuster wurde im Anschluss durch I[llumination auf dem UV-Tisch UV-Transillu-
minator (Fisher Scientific) mit einer Anregungswellenlange von 258 nm sichtbar gemacht.

Dokumentiert wurden sie durch das Kamerasystem Canon Powershot G1 (Canon, Japan).

4.2 Applikation, Formulierung und Wirksamkeit des BACE-Inhibitors
NB-360

Der BACE-Inhibitor NB-360 wurde von Novartis synthetisiert und freundlicherweise fir die
vorklinischen Studien zur Verfligung gestellt. Die pharmakologischen Eigenschaften des In-
hibitors wurden von Neumann und Kollegen charakterisiert®3. Den Versuchstieren standen
zu jeder Zeit Futterpellets zur Verfligung, die eine Kontrollsubstanz ohne Inhibitor enthiel-
ten oder den Inhibitor NB-360 mit einer hohen Dosierung von 0,29 g/kg oder mit einer nied-
rigen Dosierung von 0,05 g/kg. Die in vivo Wirksamkeit der verschiedenen BACE-Inhibitor
Dosen wurde durch Quantifizierung des BACE1-Spaltproduktes A[340 im Blutplasma und
Gehirngewebe von Novartis ermittelt, wobei die vergleichbare Dosis 0,25 g/kg des BACE-
Inhibitors NB-360 eine Af40-Hemmung von 84,4 % und die niedrige Dosis von 0,05 g/kg
NB-360 eine AB40-Hemmung von 78 % nach einer sechstagigen Behandlung in Wildtyptie-

ren bewirkte22¢,

4.3 Intravitalmokroskopie

Bei der in vivo 2-Photonen Mikroskopie handelt es sich um ein lichtmikroskopisches Fluo-
reszenzverfahren, dass die nichtlineare Anregung von Fluorophoren durch quasi gleichzei-

tige Absorption zweier energiearmer Photonen nutzt. Dafiir ist eine hohe Intensitat bezie-
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hungsweise eine hohe Photonenflussdichte notwendig. Zudem wird energiearmes infra-
rotes Licht verwendet (870 - 1000 nm), welches sehr tief in lebendes Gewebe eindringen
kann28Z. Bei der herkémmlichen Fluoreszenzmikroskopie besitzt das anregende Photon ei-
ne kiirzere Wellenlange, eine hhere Frequenz und damit mehr Energie als das abgestrahlte
Photon. Der Wellenldangenabstand der beiden Photonen wird als Stokes-Verschiebung be-
zeichnet. Bei der 2-Photononen Mikroskopie wird mit Photonen angeregt, die eine deutlich
groBere Wellenlange, eine niedrigere Frequenz und somit pro Photon weniger Energie ha-
ben. Durch die quasi simultane Anregung der zwei Photonen kommt es zu einer Summie-
rung der Anregungsenergien. Die Anregungswahrscheinlichkeit nimmt mit dem Quadrat
der Photonendichte zu, weshalb eine Fluoreszenz nur in dem winzigen Volumen des Laser-
fokus erzeugt wird. Um die notwendige Photonendichte zu erreichen wird ein pulsierender
Laser verwendet. Ein solcher Laser sendet sehr kurze intensive Laserpulse aus (<100 fs), die
z.B. 80 Millionen Mal pro Sekunde wiederholt werden. Dabei werden Spitzenleistungen von
mehreren 100 kW erzielt, wahrend die Durchschnittsleistung mit weniger als 2,5 W niedrig
bleibt. So wird eine hohe Photonendichte erzielt, ohne dass die Probe unter dem Mikroskop
beschadigt wird. Als groBer Vorteil gegeniiber der Fluoreszenzmikroskopie ist zu nennen,
dass sich die Anregung der Fluorophore auf ein sehr begrenztes Volumen beschrankt, wo-
durch sich die unspezifische Anregung der Probe auRerhalb der Fokusebene minimiert und
Gewebeschaden durch Phototoxizitat verhindert werden. Um neuronale Strukturen mikro-
skopieren zu kénnen, muss die Gehirnoberflache optisch zuganglich gemacht werden. Dies
kann unter anderem durch die Implantation eines hippocampalen Fensters realisiert wer-
den. Im Folgenden wird die Methodik der hippocampalen Fensterimplantation, welche im
Rahmen dieser Arbeit im Labor erstmalig etabliert wurde, erortert sowie der Ablauf der in

vivo 2-Photonen Mikroskopie ndher beschrieben.

4.3.1 Implantation eines hippocampalen Fensters

Fiir das hippocampale Fenster wurden Tunnel aus rostfreiem Edelstahl benétigt die eine
Langevon 1,7 mm, einen Aulendurchmesser von 3 mm sowie einen Innendurchmesser von
2,5 mm aufwiesen. Zudem besaflen die Tunnel an einer Seite einen 0,5 mm breiten Rand,
der nach der Implantation planar auf der Schadeldecke auflag. Die Tunnel wurden in der in-
stitutseigenen Werkstatt hergestellt. Am randlosen Ende des Tunnels wurden runde Deck-
glaschen mit einem Durchmesser von 3 mm (Paul Marienfeld, Deutschland) durch einen
UV-Licht aushartenden Kleber (Norland Products, Vereinigte Staaten) befestigt. Die Tunnel
mit den aufgeklebten Deckglaschen wurden 20 min in einem DIAS-III (Serva, Deutschland)
mit UV-Licht bestrahlt, bis der Kleber vollkommen ausgehéartet war. Vor der Implantation
wurden die Tunnel bei 250 °C sterilisiert (Hot Bead Sterilizer, Fine Science Tools, Vereinigte
Staaten). Die Implantation des hippocampalen Fensters wurde unter Offnung der Schidel-
decke durchgefiihrt®/€,

Im Vorfeld wurde das Operationsbesteck sowie die hippocampalen Tunnel sterilisiert. An-
schlieBend wurde das zu operierende Versuchstier gewogen und durch eine intraperitonea-
le (ip) Injektion mit einem Ketamin/Xylazin-Gemisch ( 13,0 /1,0 ug/g, Bayer, Deutschland)
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andsthesiert. Nach zehn Minuten wurde die Tiefe der Narkose durch den Zwischenzehen-
reflex Gberprift. Bei einer ausreichenden Narkose wurde der Kopf des Versuchstiers in ei-
nem selbst angefertigten Stereotakten eingespannt. Zudem wurde dem Versuchstier Ri-
madyl (7,5 ug/g, Pfizer, Deutschland) und Baytil (2,5 ug/g, Pharmore, Deutschland) zur an-
algetischen bzw. antibiotischen Behandlung subkutan verabreicht. Die Kérpertemperatur
des Versuchstieres wurde wahrend der Operation mithilfe eines Heizkissens (Fine Science
Tools) konstant gehalten. Zudem wurden die Augen durch das Auftragen von Bepanthen-
Salbe (Bayer) vor dem Austrocknen geschiitzt.

Zunachst wurde der Kopf des Versuchstieres oberflachig rasiert und mit 70 % Ethanol (Sigma-
Aldrich) gesdaubert. Anschliefend wurde unter einem Stereomikroskop (SZ51 mit Kaltlicht-
schwanenhalslampe KL1500LED, Olympus, Japan) die Kopfhaut mithilfe einer Pinzette und
einer Operationsschere (beides Fisher scientific) angehoben und trapezférmig entfernt. Da-
bei wurde darauf geachtet, dass das Muskelgewebe des Versuchstiers nicht verletzt wurde.
Die Schnittstelle wurde mit in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, Fisher scientific) ge-
trankten Wattestdbchen (Bottger, Deutschland) gesdubert, sowie restliches Gewebe vom
Schadelknochen mit einem Skalpell entfernt. Zusatzlich wurde der Schadelknochen mit
dem Skalpell aufgeraut und mit einer Schicht Dentalkleber (Cyano Veneer, Hager Werken,
Deutschland) (iberzogen. Die Stelle des hippocampalen Fensters wurde dabei ausgespart.
Mit einer Hautstanze (McFarlane, Vereinigte Staaten), mit einem Durchmesser von 3 mm,
wurde das Fenster Giber dem Hippocampus markiert. Anhand der Markierung wurde der
Schadelknochen mit einem Dentalbohrer (Schick C1-Master, Weithas; mit rundem Stahl-
bohrer, Komet Dental, Deutschland) soweit ausgediinnt, dass der Knochen vorsichtig mit
einer Pinzette entfernt werden konnte. Knochenspéne sowie Blut wurden regelmaRig mit
Hilfe einer Vakuumpumpe (KNF Laboport, Deutschland) mit aufgesetzter Pipettenspitze
entfernt. Die Kraniotomie wurde ebenfalls mit sterilem PBS gesdubert und die Dura ma-
ter, die dulRere Hirnhaut, mit einer spitzen Pinzette entfernt. Auf die Vakuumpumpe wurde
nun eine sterile, stumpfe Spitze (Cellink, Vereinigte Staaten) angebracht und der Cortex,
bis zum Erreichen des kapselférmigen Hippocampus, abgesaugt. Die Blutungen wurden mit
Hilfe von sterilen Tupfern (Kettenbach, Deutschland) und kontinuierlicher Spilung mit PBS
gestoppt.

Die Hippocampus-Kapsel wird von zwei gegensatzlich verlaufenden Myelinschichten um-
geben, die beide vorsichtig entfernt wurden. Sobald keine Blutungen mehr auftraten, wur-
de der Tunnel so eingelassen, dass das Deckgldschen auf dem Hippocampus auflag. Dabei
musste darauf geachtet werden, dass sich weder Blut noch Luftblaschen unter dem Deck-
glaschen befanden. Auftretende Blutungen wurden ebenfalls mit sterilen Tupfern entfernt.
Der Tunnel wurde durch Sekundenkleber (Pattex, Deutschland) fixiert. Sobald der Sekun-
denkleber vollstéandig getrocknet war, wurde dieser zusatzlich mit Dentalzement (Cyano
Veneer, Hager Werken) fixiert, bevor die gesamte freigelegte Schadeldecke mit dem Den-
talzement bedeckt wurde. Um das Versuchstier spater unter dem Mikroskop zu fixieren,
wurde ein Stift aus Metall parallel zur Oberflache des Fensters ausgerichtet und mit Den-
talzement fixiert. Es wurde versucht die Operation innerhalb einer Stunde durchzufihren.
Nach der Operation wurde das Versuchstier im Heimkafig noch mindestens zwei Stunden
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auf einem Heizblock (Fine Science Tools) gewarmt, damit es sich von der Operation erholen
konnte.

Abbildung 24: Implantation des hippocampalen Fensters. A) die Position des Fensters wurde an-
hand der interhemisphérischen Fissur sowie Bregma und Lambda bestimmt. B) Mar-
kierung des Fensters mittels einer Hautstanze. C) Ausdlinnung des Schadelknochens
mittels eines Dentalbohrers. D) Nach Entfernung des Schadelknochens wurde die du-
Rere Hirnhaut sichtbar. E) Die dulRere Hirnhaut wurde mit einer Pinzette entfernt und
der Cortex unter Verwendung einer Vakuumpumpe abgesaugt. F) Die zwei gegen-
satzlich verlaufenden Myelinschichten der Hippocampus-Kapsel. G) Nach Entfernung
dieser Myelinschichten wurde der Hippocampus sichtbar. H) Einlassen des Tunnels.
1) Fixieren des Tunnels.

4.3.2 Invivo 2-Photonen Mikroskopie

Nach der Operation wurde dem Versuchstier, aufgrund der erhéhten Gefahr einer Glio-
se, eine Erholungszeit von vier Wochen eingerdumt bevor der erste Aufnahmezeitpunkt
durchgefiihrt wurde. Dadurch wurde auch gewahrleistet, dass die intrinsische Immunre-
aktion auf die Implantation des Tunnels abgeklungen war?4. Vor der in vivo 2-Photonen
Mikroskopie wurden die Tiere mittels eines Gasgemisches aus 5 % Isofluran (Abbot, Verei-
nigte Staaten) in 95 % O, und 5% CO, anasthesiert (Isofluranverdampfer: Trajan 808, Dra-
ger, Deutschland). AnschlieRend wurde das Versuchstier in eine spezielle Halterung mittels
des angebrachten Metallstiftes am Kopf fixiert (siehe Abbildung P5B). Die Augen wurden
hierbei wieder zum Schutz mit Bepanthen-Salbe (Bayer) bedeckt. Der hippocampale Tunnel
wurde mit Hilfe einer Pipette und destilliertem Wasser von Verschmutzungen gesdubert.
AnschliefRend wurde das Versuchstier, eingespannt in der speziellen Halterung, unter dem
Mikroskop positioniert. Experimentbegleitend wurde dem Versuchstier durch ein um die
Schnauze gelegtes Kunststoffrohr 1 % Isofluran zugefiihrt. Um die Kérpertemperatur kon-
stant bei 37 °C zu halten wurde das Versuchstier, wahrend des maximal einstliindigen Versu-
ches, auf ein Heizkissen (Fine Science Tools) gelegt. Die Kérpertemperatur wurde rektal mit
einem Sensor (Fine Science Tools) stetig kontrolliert. Der Aufbau des Mikroskop setzte sich
wie folgt zusammen: Ein LSM-880 (Zeiss, Deutschland) in Verbindung mit einem Axio Ex-
aminer Z1 Stativ samt integrierten, in X-, Y- und Z-verstellbaren, motorisiertem Tisch (Zeiss),
einem CFl LWD Plan Fluorite 16x/0,8 DIC Immersionsobjektiv (Nikon, Japan) und einem
eingekoppelten Ti:Sapphire Laser Chameleon Vision S (Coherent, Vereinigte Staaten). Die
2-Photonenanregung von eGFP erfolgte bei einer Wellenlange von 920 nm. Die Anregung
von FSB bei 800 nm. Die emittierten Fluoreszenzsignale wurden durch einen Hauptfarbtei-
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ler (dichroitischer Spiegel Kurszpass 690, Zeiss) und im Detektionsstrahlengang durch einen
Sperrfilter (Kurzpassfilter 690, Zeiss) vom Anregungslicht getrennt. Die Detektion erfolgte
Uber einen direkt nachgeschalteten Galliumarsenidphosphid (GaAsP)-Detektor (Zeiss).

Insgesamt wurden drei Positionen je Versuchstier ausgewahlt und dreidimensionale Uber-
sichtsaufnahmen in der Grof3e von 209 x 209 x 180 pum mit 0.205 x 0.205 x 1.0 pum in X-,Y-
und Z-Auflésung angefertigt. In diesen Ubersichtsaufnahmen wurden die Somata der Pyra-
midenzellen der hippocampalen CAl-Region erfasst, sodass der Ursprung und der Verzwei-
gungsgrad der basalen Dendriten des Stratum oriens der CA1-Region durch Nachverfolgen
bis zum Zellkorper unterschieden werden konnte. Dabei wurde darauf geachtet, dass Den-
driten des zweiten Verzweigungsgrad aufgenommen wurden (siehe Abbildung P5C). Zudem
wurde Uberprift ob sich A3-Ablagerungen im Umkreis der Dendriten befanden und vorwie-
gend Positionen ausgewahlt, wo keine FSB-positiven A3-Ablagerungen detektiert werden
konnten. Innerhalb der Ubersichtsaufnahmen wurden nun einzelne, zur Gehirnoberfliche
parallel verlaufende, basale Dendriten des Stratum Oriens ausgewahlt und hochauflésende
Aufnahmen (0.082 x 0.082 x 1.0 um in X, Y und Z bei 15-fachen Zoom) ihrer Spines ange-
fertigt (siehe Abbildung R5C1). Zum Wiederfinden der ausgewahlten Dendriten wurde am
rechten Rand des Tunnels eine Markierung angebracht, anhand derer die Koordinaten der
aufgenommenen Ubersichtsaufnahmen bestimmt wurden (siehe Abbildung R5A). Zudem
wurde wochentlich die spezifische Anordnung und Position der Zellkérper und Dendriten
der eGFP-markierten Neurone der aufzunehmenden Ubersichtsaufnahme, anhand eines
selbsterstelltes Gitternetzes, mit der Ubersichtsaufnahme der vorhergegangenen Woche
verglichen und falls notwendig die Position angepasst. Dieses Vorgehen gewahrleistete,
dass die ausgewahlten Dendriten und ihre Spines zu jedem Aufnahmezeitpunkt wiederge-

funden wurden.

Abbildung 25: Chronische in vivo 2-Photonen Aufnahmen von Pyramidenzellen der CA1-Region des
Hippocampus. A) Das operierte Versuchstier mit eingelassenem hippocampalen Tun-
nel. An der rechten Seite des Tunnels wurde eine Markierung angebracht (siehe
Pfeil). B) Das Versuchstier wurde mittels eines Metallstiftes in einer speziellen Hal-
terung unterm Objektiv des 2-Photonen Mikroskops fixiert. C) Ubersichtsaufnahme
der Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippocampus. C1) Hochaufgeldste Aufnah-
me eines basalen Dendriten des Stratum oriens nach der zweiten Verzweigung zur
Analyse der Plastizitat dendritischer Spines. D) 3D-Ubersichtsaufnahme eGFP-positi-
ver Pyramidenzellen der CA1-Region. Die MaRstabe entsprechen 5 um in C1, 50 um
in Cund 15 pm D.
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4.3.3 Invivo Firbung von A3-Aggregaten

Fur die Farbung der AB-Ablagerungen im APPN"6FGFP-M-Mausmodell wurde den Mé&u-
sen fuinf Tage vor dem ersten sowie nach dem zweiten, vierten und nach dem fiinften Auf-
nahmezeitpunkt (siehe Abbildung 26) ein 1:10 Gemisch aus einer 1% FSB ((E,E)-1-Fluoro-
2,5-bis(3-hydroxycarbonyl-4-hydroxy)styrylbenzene)-Lésung (Sigma-Aldrich) und einer 2%
Albumin in PBS-L6sung (Sigma-Aldrich) ip injiziert.

4.3.4 Versuchsablauf der In vivo 2-Photonen Mikroskopie

In der folgenden Abbildung R§ ist der Versuchsablauf der In vivo 2-Photonen Mikrosko-
pie dargestellt. Von beiden Genotypen APPN“"SFGFP-M sowie APP'GFP-M wurden jeweils
sechs Versuchstiere mit der Kontrollsubstanz sowie mit der hohen (0,29 g/kg) und der nied-
rigen (0,05 g/kg) NB-360-Dosis behandelt. Der Behandlungszeitraum erstreckte sich tber
28 Tage. Vor der Behandlung wurden zwei Zeitpunkte aufgenommen, die als Referenzwert
dienten. Um AP-Ablagerungen zu detektieren wurden den APPNI"6FGFP-M-Versuchstie-
ren finf Tage vor dem ersten sowie nach dem zweiten, vierten und nach dem fiinften Auf-
nahmezeitpunkt ein FSB-Albumin-Gemisch injiziert. Nach dem Versuch wurden die Tiere
perfundiert. Der Versuchsablauf war fiir alle Versuchsgruppen gleich, den APPV'GFP-M-
Versuchstieren wurde allerdings kein FSB injiziert.

FSB Injektion Perfusion

R

4 Wochen
2.5 Monate 1 7 14 21 28 35
Implantation des BACE-Inhibitor Behandlung
hippocampalen
Fensters Zeit [T]

Abbildung 26: Versuchsablauf der In vivo 2-Photonen Mikroskopie. Der Versuchsablauf ist exempla-
risch fur BACE-Inhibitor behandelte APPN"SFGFP-M-Versuchstiere dargestellt. Der
Behandlungszeitraum der BACE-Inhibition erstreckte sich Gber 28 Tage, zuvor wur-
den zwei Zeitpunkte ohne Behandlung als Referenzwert aufgenommen.

4.3.5 Bildanalyse und quantitative Auswertung dendritischer Spines in vivo

Um eine unvoreingenommene Auswertung zu gewahrleisten, erfolgte die Datenauswer-
tung des in vivo Datensatz zur Plastizitat dendritischer Spines verblindet. Die Daten wurden
so unbenannt, dass nicht daraus hervorgehen konnte welche die Kontroll- und welche die
Versuchsgruppe war. Mit Hilfe der ZEN-Software (black edition 2011, Zeiss,) wurden die Spi-
nes manuell markiert. Durch den Vergleich der aufeinanderfolgenden Aufnahmezeitpunkte
wurden stabile, neugebildete und abgebaute Spines, durch die Vergabe von verschiedenen
Farben, unterschieden. Dabei wurde weil fir die stabilen Spines, rot fir die abgebauten
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Spines und griin fiir die neugebildeten Spines verwendet. Neugebildete Spines erfuhren, je
nachdem ob sie in der darauffolgenden Woche noch vorhanden waren, eine Farbverande-
rung zu Weils oder zu Rot. Je nach Bedarf wurde die Helligkeit und der Kontrast der Rohda-
ten angepasst. Als stabile Spines wurden diejenigen definiert, deren Position sich Gber zwei
Aufnahmezeitpunkten nicht mehr als 1 um entlang des Dendriten verdanderten. Es wurden
primar die lateral von den Dendriten ausgehenden Fortsatze erfasst, da die Z-Auflésung
auf 1 um limitiert war. Um die Spine-Dichte (Spines/um) zu bestimmen, wurde zudem die
Lange des Dendriten definiert. Durch das Programm SpineMiner XT2ZZ wurden die Spines
ausgezahlt und so die Spine-Dichte und die strukturelle Plastizitdt der dendritischen Spines
im Hippocampus ausgewertet. Dabei setzte sich die Spine-Umsatzrate aus folgender For-
mel zusammen: [(Nneue + Nabgebaute)/2XNiotall/IT. Nneue gibt dabei die Anzahl neugebildeter
Spines, Napgebaute die Anzahl abgebauter Spines, Niotai die Anzahl aller vorhandenen Spines
eines Zeitpunktes und IT die Anzahl an Tagen zwischen den Aufnahmezeitpunkten an®%#/8,
Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad PRISM 7 (Graphpad Software, Ver-

einigte Staaten).

4.4 Kleintier-PET-Untersuchungen

Die speziell entwickelten Kleintier-Positronen-Emissions-Tomographen (LLPET) ermoglichen
trotz kleiner Untersuchungsvolumina eine hohe Sensitivitat und eine hohe raumliche Auf-
l6sung®”2. Zudem bietet die nicht invasive tPET-Untersuchung die Méglichkeit im Maus-
modell, neben der Analyse von Ausgangs- und Endwerten, wie bei histologischen Unter-
suchungen, in vivo die individuelle Kinetik zu erfassen und dadurch die hohe Variabilitat in
Einzeltieren zu beriicksichtigen®C,

Alle uPET-Untersuchungen wurden in Kooperation mit Matthias Brendel, AG Molekulare
Bildgebung Neurodegenerativer Erkrankungen der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin,
sowie Christian Sacher durchgefiihrt und mit ihrer freundlichen Genehmigung in die Arbeit

aufgenommen.

4.4.1 Radiosynthese

Die Radiosynthese fur [*8F-GE180 erfolgte nach einem standardisierten Verfahren unter
der eine radiochemische Reinheit von iber 98 % und eine spezifische Aktivitat von 400 -
1400 + 500 GBg/umol am Ende der Synthese erreicht werden konnte22%. Mit dem ver-
wendeten standardisierten Protokoll fiir die Radiosynthese von 18IF-FBB wurde ebenfalls
eine Reinheit groRer als 98 % erzielt sowie eine finale spezifische Aktivitdt von 30 - 80 +
20 GBg/mmol®eC,

4.4.2 pPET-Datenakquisition, Bildrekonstruktion und Co-Registrierung

Die WPET-Untersuchungen wurden anhand eines etablierten und standardisierten Proto-
kolls durchgefiihrt®22. Die Versuchstiere wurden zunéchst mit Isofloran (1,5 %, Flussgeschwin-

digkeit von 3,5 L/min in Sauerstoff) betdubt, zu viert in die speziell angefertigte Kleintier-
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untersuchungsbox gelegt und anschlieRend in den uPET-Scanner (Inveon DPET, Siemens,
Deutschland) platziert®Y. Den narkotisierten Versuchstieren wurde ein Schwanzvenenka-
theter in eine der beiden lateralen Schwanzvenen implantiert. Uber den Schwanzvenen-
katheter wurden den vier Versuchstieren zeitgleich die Radiotracer [18/F-GE180 mit einer
Aktivitat von 13,4 + 1,6 MBq in 150 pL Kochsalz, sowie ['8/F-FBB mit einer Aktivitat von
12,9 4+ 1,7 MBq in 150 pL Salin injiziert. Zundchst wurden dynamische Messungen mit elf
Monate alten APPN"6~F_versuchstieren mit einem Zeitfenster von 0- 90 min nach [*8IF-
GE180-Injektion sowie 0 - 60 min nach 8F-FBB-Injektion durchgefiihrt, um das optimale
Zeitfenster nach der Injektion fiir das Mausmodell APPNS"6~F zu definieren. Es konnte ge-
zeigt werden, dass sich ab 50 Minuten nach [18IF-GE180-Injektion und 25 Minuten nach
[181F_FBB-Injektion das pPET-Signal stabilisierte. Dariiber hinaus zeigten die Messungen,
dass sich ein Zeitfenster von 60 - 90 min nach 8/F-GE180-Injektion sowie ein Zeitfenster
von 30 - 60 min nach '8/F-FBB-Injektion am besten eignet, um APPN-"C~F.versuchstiere von
Kontrolltieren (C57BL/6J) zu unterscheiden.

Des Weiteren wurden statische Untersuchungen mit einem Emissionsfenster von 60 — 90 min
fur 181F-GE180 und mit einem Emissionsfenster von 30 - 60 min Minuten fiir 18IF-FBB und
anschlieBend ein 15-minltiger Transmissionsscan zur Schwachungskorrektur unter Benut-
zung einer rotierenden [°7Co]-Quelle durchgefiihrt. Die Versuchstiere blieben bis zum Ver-
suchsende in Narkose und wurden nach dem Aufwachen in ihre Kafige zuriickgebracht.
Vor der weiteren Verarbeitung der uPET-Daten zur Bildrekonstruktion wurden zahlreiche
Korrekturen angewandt. Unter anderem wurde die Detektorsensitivitat normiert, eine Tot-
zeitkorrektur fir die Detektoren sowie Streuungs- und Schwachungskorrekturen durchge-
flhrt, um dadurch Integrale der Radiotracerverteilung zu erhalten. Die Bildrekonstrukti-
on der WPET-Daten erfolgte nach den Korrekturen anhand des dreidimensionalen OSEM
(engl. ordered-subsets-expectation maximization) -Algorithmus mit vier Iterationen sowie
dem MAP (maximum a posteriori) -Algorithmus mit 32 Iterationen. Es wurde ein Zoom-
faktor von 1,0 angewendet, wodurch final eine BildpunktgrofRe von 0.78 x 0.78 x 0.8 mm
erzielt wurde®®€, Die dynamischen und statischen uPET-Bilddaten wurden anschlieRend,
nach individueller Bewegungskorrektur, durch eine rigide manuelle Co-Registrierung mit-
tels des Programms PMOD (Version 3,303, PMOD Technologies Ltd., Zirich, Schweiz) auf
ein standardisiertes anatomisches Template des kranialen Magnetresonanztomografie-At-
las des Mausegehirnes fusioniert®®!, Daraufhin wurden die Versuchstierdaten verblindet
und die exakte Erstausrichtung, zwecks weiterer Verblindung, von jemandem durchgefiihrt,
der nicht am Experiment beteiligt war.

Im zweiten Schritt wurden die rdumlich normalisierten uPET-Bilddaten auf die injizierte Ra-
diotracer-Dosis skaliert und mit dem individuellen Kérpergewicht multipliziert um den stan-
dardisierten Aufnahmewertanteil SUV (engl. standardized uptake value) zu erhalten. Fir
das APB-UPET wurde anschlieRend eine Co-Registrierung auf Radiotracer-spezifische Tem-
plates anhand eines etablierten Protokolls durchgefiihrt®>¢. Dabei wurden zunichst, alters-
gruppenabhangig, die raumlich normalisierten Daten summiert. Dadurch wurde ein Tem-
plate geschaffen, welches fiir die exakte Co-Registrierung der Folgedaten verwendet wer-
den konnte. Dabei wurden die anfénglichen manuellen WPET-zu-MRT-Fusionsbilder mit-
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tels des Programms PMOD nichtlinear und mit standardisierten Einstellungen auf das [18IF-
FBB-Radiotracer spezifische Template normalisiert®®8. Fur [181F-GE180 wurde eine Norma-
lisierung mittels der standardisierten, extrazerebralen Myokardkorrekturmethode durch-
gefiihrt®82,

4.4.3 uPET-Studienablauf

In dieser longitudinalen Studie wurden die beiden radioaktiv markierten Tragerstoffe [181F-
Florbetaben ([*81F-FBB) sowie [8]F-GE180 verwendet. (18IF-FBB erméglichte die Untersu-
chung von AB-AbIagerungen und [*8F-GE180 die Untersuchung der Neuroinflammati-
on, wobei der Radiotracer [*8lF-GE180 das 18kDa Translokator-Protein (TSPO) bindet®83,
TSPO ist ein Transmembranprotein der dueren Mitochondrienmembran und wird im ge-
sunden Gehirn unter anderem von Mitochondrien der Mikrogliazellen auf einem geringen
Niveau exprimiert. Bei neuroinflammatorischen Prozessen wird die Expression von TSPO
allerdings stark hochreguliert@, weshalb das Expressionsniveau von TSPO in einer engen
Verbindung zur Neuroinflammation steht?9,

Zunachst wurde mittels LPET longitudinal die Neuroinflammation sowie die Af3-Ablage-
rungen von homozygoten APPN"6~F_viersuchstieren (n=20) gegeniiber gleichaltrigen Wild-
typtieren (C57BL/6J, n=6) untersucht und dadurch das APPN""5F-Mausmodell weiter cha-
rakterisiert. Zudem wurden gemischtgeschlechtliche APPNY"6~F.versuchstiere (n=16), ab ei-
nem Alter von neun Wochen und Uber einen Zeitraum von acht Monaten, mittels der ho-
hen Dosis des BACE-Inhibitors NB-360 (0,29 g/kg) behandelt und der Effekt auf die Neu-
roinflammation sowie auf die Af3-Ablagerungen untersucht. Die erste uPET-Untersuchung
bei APPN-"6F_versuchstieren mit zweieinhalb Monaten diente als Vergleichswert fir die
darauffolgenden Untersuchungen mit fiinf sowie siebeneinhalb Monaten. Die finale Un-
tersuchung wurde mit zehn Monaten durchgefihrt (siehe Abbildung 7). Zwei Wochen
nach der finalen Untersuchung wurde die Gedachtnisleistung des APPN“"SF-Mausmodells
gegeniiber Wildtyptieren sowie gegeniiber den behandelten APPN"6~F_versuchstieren im
Morris-Wasserlabyrinths (engl. Morris Water Maze (MWM)) getestet (siehe Kapitel f.5).
Anschliefend wurden die Versuchstiere perfundiert um immunhistologische ex vivo Ana-
lysen anfertigen zu kénnen (siehe Kapitel £.6.3).

BACE-Inhibitor Behandlung

TSPO-pPET 1

Perfusion

Abbildung 27: TSPO und AB-uPET-Untersuchungen im APPN“"F-Mausmodell. Die erste Untersu-
chung der longitudinalen uPET-Studie erfolgte mit einem Alter von zweieinhalb Mo-
naten und diente als Vergleichswert fir die darauffolgenden Untersuchungen mit
funf, siebeneinhalb und zehn Monaten. Die BACE-Inhibition erfolgte in APPN:"6~F-
Versuchstieren ab neun Wochen und (iber einen Zeitraum von acht Monaten. Zwei
Wochen nach der letzten pPET-Untersuchung wurden die Versuchstiere im MWM
getestet und anschliefend perfundiert.
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4.4.4 pPET-Datenanalyse

Fir die uPET-Datenanalyse wurden zunachst dreidimensionale Zielvolumina (engl. volu-
mes of interest (VOI)) in der Anatomie des MRT-Atlas festgelegt (siehe Abbildung R8A). Da-
bei wurden im frontalen Cortex bilateral Zielvolumina mit einem jeweiligen Volumen von
22 mm?3 gewihlt. Bilateral im Hippocampus wurden VOI mit einem jeweiligen Volumen von
10 mm? bestimmt. Die ermittelten SUVs der uPET-Untersuchung wurden anhand einer Re-
ferenzregion normalisiert. Dies ermdglicht eine verbesserte Vergleichbarkeit der erfassten
Werte bei einer longitudinalen Studie®®3. Zudem kénnen dadurch die Varianzen der ermit-
telten Messwerte verringert werden®®4. Eine geeignete zerebrale Vergleichsregion zeichnet
sich dadurch aus, dass sie keine spezifische Radiotracer-Bindung zeigt bzw. frei von jegli-
cher Pathologie ist. Dadurch kann diese Region als Divisor zur Berechnung des standardi-
sierten Aufnahmewertanteil SUVR dienen. Anhand dieser Kriterien wurde fiir das Maus-
modell APPN"6F das Kernkomplex periaquiduktales Grau (PAG) im Mittelhirn als Pseudo-
Referenzregion, mit einer VOI von 20 mm3, in Rahmen dieser Arbeit etabliert®3.

Durch SUV-Analysen nach der finalen Untersuchung mit zehn Monaten, konnte gezeigt wer-
den, dass das periaquaduktale Grau eine sehr geringe Tracer-Bindung fur ['8/F-GE180 (SUV
nach Myokardkorrektur APPNS"6F = 0,22 + 0,02 vs. Wildtyptiere (Wt) = 0,23 + 0,02) sowie
fur [181F-FBB (SUV APPN"6-F= 0,47 4+ 0,08 vs. Wt = 0,46 + 0,09) im Vergleich zu Wildtyp-
tieren aufweist (siehe Abbildung P8E). Diese Beobachtung wurde mittels Immunfloures-
zenzfarbungen gegen fibrillares AR (Methoxy-X04) und Mikroglia Aktivierung (IBA-1-An-
tikdrper) in zehn Monate alten APPN“"C~F.versuchstieren validiert. Die Farbungen zeigten
eine weit verbreitete fibrillare A-Ablagerungen und aktivierte Mikrogliazellen vor allem
in den Regionen des Vorderhirns (siehe Abbildung 28B,C), wahrend im periaquaduktalen
Grau kaum IBA-1 sowie Methoxy-X04-Signal detektiert wurde (siehe Abbildung R§D). Der in
dieser Arbeit verwendete Zielparameter besteht aus dem Verhaltnis des standardisierten
Aufnahmewertes im Cortex/Hippocampus gegenuber dem Aufnahmewert der Referenzre-
gion dem periaquaduktalen Grau (SUVRcrx/pac; SUVRHip/pac)- Um diskrete Verdnderungen
auBerhalb der festgelegten Zielvolumina feststellen zu kénnen, wurden statistische para-
metrische Bildpunkt-basierte Vergleiche der auf die Referenzregion skalierten SUVR-Bild-
daten zwischen APPN"6~F und gleichaltrigen Wildtyptieren mittels des Programms SPM5
(Statistical Parametric Mapping; Wellcome Department of Cognitive Neurology, Vereinigtes
Konigreich) anhand eines etablierten Protokolls*2#%8 durchgefiihrt. Bei dieser Methodik
wurden die einzelnen Bildpunkte (Voxel) untersucht und festgelegt, inwieweit die Wahr-
scheinlichkeit bestand, dass es sich um graue oder weille Substanz handelte. Diese Wahr-
scheinlichkeitskarten wurden dann, nach einer Glittung, zwischen gleichaltrigen APPN-G-F-
und Wildtyptieren mit einfachen statistischen Verfahren (Zweistichproben-t-Test) vergli-
chen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad PRISM7 (Graphpad Software).
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Abbildung 28: Bestimmung der VOIs sowie einer geeigneten Referenzregion fir die uPET-Daten-
analyse im Mausmodell APPN“"GF A) Definitionen der kortikalen (CTX) und hip-
pocampalen (HIP) dreidimensionalen Zielregionen (VOI) in koronalen und axialen
Schnitten anhand eines MRT-Atlas. B) Immunfloureszenzfarbungen gegen aktivier-
te Mikrogliazellen (IBA-1) sowie fibrillares A3 (Methoxy-X04) zeigten eine erhéhte
Aktivierung der Mikrogliazellen sowie eine weitgestreute Amyloidosis im gesamten
Hirn von zehn Monaten alten APPNS"CF_Versuchstieren. B, C) Besonders im Cortex
(CTX) wurde ein hohes Signal der beiden Antikérper detektiert, wohingegen im pe-
riaquaduktalen Grau (PAG) nur eine sehr geringe Anzahl IBA-1-positive Mikrogliazel-
len, sowie nahezu kein Methoxy-X04-Signal observiert wurde. D) Die Eignung des
PAG als Pseudo-Referenzgewebe wurde zudem durch den Vergleich von SUVs von
AB- und TSPO-UPET-Daten zwischen APPN"5F und Wildtyptieren weiter tiberpriift
[18]F.GE180 (SUV nach Myokardkorrektur APPN"6~F = 0,22 4+ 0,02 vs. Wt = 0,23 +
0,02) sowie fiir [181F-FBB (SUV APPN"6-F 0,47 + 0,08 vs. Wt = 0,46 + 0,09).
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4.5 Verhaltensversuche MWM-Test

Um die hippocampusabhéangige Lernfahigkeit und das Referenzgedachtnis von Nagetieren
zu untersuchen wurde, in einer etwas modifizierten Version, der 1984 von Richard Morris
etablierte Versuchsaufbau des MWM verwendet. Dabei wurde ein grof3es, rundes Becken
(d=100cm, h=60 cm) bis zu einer Héhe von 29 - 31 cm mit Wasser geflllt. Innerhalb des
Beckens befand sich ca. 1 cm Gber und ab dem ersten Trainingstag unter der Wasserober-
flache eine durchsichtige Plattform (d=10 cm, h=30cm). Das Becken wurde methodisch in
vier gleich groRe Quadranten eingeteilt, wobei mittig in jedem Quadranten an der Innen-
wand des Beckens sichtbare Markierungen gehangt wurden. Mittels dieser Markierungen
sollte sich das Versuchstier im Wasser orientieren und sich die Position der Plattform im
Becken merken, um diese in nachfolgenden Durchlaufen wieder zu finden. Alle Wande im
Raum waren weild und eventuelle Steckdosen oder dhnliches wurden abgeklebt um nicht
als Orientierungspunkte dienen zu kénnen. An der Decke war eine Kamera angebracht, die
eine volle Einsicht in den gesamten Versuchsbereich hatte und alle Bewegungen im Was-
serbecken mit Hilfe des Programms EthoVision (Noldus, Niederlande) aufzeichnete. Der
Versuchsleiter sowie der angeschlossene Computer wurden vom Wasserbecken durch ei-
nen weilRen Sichtschutz getrennt, sodass das Versuchstier nicht abgelenkt wurde. Mit dem
MWM-Test wird vor allem das raumliche Denkvermoégen sowie die Merk- bzw. Lernfahig-
keit der Versuchstiere analysiert®*2€. Der MWM-Test hat sich als robuster und zuverlassiger
Verhaltenstest etabliert, der stark mit der synaptischen Plastizitdt des Hippocampus und
der NMDA-Rezeptorfunktion korreliert ist*<€.

4.5.1 Versuchsablauf des MWM-Tests

Nach einer langeren Eingewdhnung der Versuchstiere an den Versuchsleiter wurde zu-
nachst Gberprift, ob die Versuchstiere schwimmen konnten oder ob motorische Unter-
schiede zwischen den Versuchstiergruppen vorlagen. Zu diesem Zweck wurde ein Probelauf
durchgefiihrt. Bei diesem Probelauf hatten die Versuchstiere im Wasserbecken fiinf Minu-
ten Zeit, um die noch sichtbare Plattform im Wasser zu finden. Nach Ablauf der Zeit wurden
die Versuchstiere vom Versuchsleiter zur Plattform gefiihrt. Wurden keine motorischen Be-
eintrachtigungen festgestellt, wurden die Versuchstiere weiter im MWM-Test analysiert.
Am nachsten Tag startete das flinftagige Training mit jeweils vier Durchldaufen, wobei die
Startposition des Versuchstieres bei jedem Lauf anhand des Schemas in Abbildung 29 vari-
iert wurde. An Tag Null war das Wasser durchsichtig und die Plattform ragte 1 cm Uber der
Wasseroberflache heraus. Dieser Eingewdhnungstag wurde in der Auswertung spater nicht
mit reingenommen. Ab dem ersten statistisch ausgewerteten Trainingstag wurde das Was-
ser weiR gefarbt und der Wasserspiegel soweit angehoben, dass die Plattform gerade 1 cm
unter der Wasseroberflache lag. Jeder Lauf im Labyrinth hatte in dieser Versuchskonstella-
tion ein Zeitfenster von 70 Sekunden. In dieser Zeit sollte das Versuchstier die versteckte
Plattform finden. Gelang dies nicht, wurde die Zeit mit 71 Sekunden bewertet und das Ver-

suchstier fiir 15 Sekunden auf die Plattform in das Becken gesetzt*€,
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60 cm

100 cm
B Einlassstelle je Tag pro Durchlauf
Probelauf |Tag0 |Tagl [Tag2 |Tag3 |Tag4 |Tag5
1 SO NO SW SW NW
2 SW SO NW NO SO
SW
3 NW NW NO SO NO
4 NO SW SO NW SW

Abbildung 29: Versuchsaufbau des Morris-Wasserlabyrinths. A) Das Versuchsbecken wurde in vier
gleichgroRe Quadranten eingeteilt, in dessen Mitte ein visuelles Zeichen (Ein X,
ein Dreieck, ein Viereck und ein Kreis) angebracht wurde. Die Plattform besal} ei-
nen Durchmesser von 10cm und eine Hohe von 30cm. B) Die Einlassstelle des
Versuchstieres variierte an jedem Tag sowie bei jedem Durchlauf. SO=Suidosten,
SW=Sudwesten, NW=Nordwesten und NO=Nordosten. Wahrend des Trainings wur-
de die Plattform im Quadranten Nordosten platziert. Beim Transfer-Test (Tag 5) wur-
de die Plattform aus dem Becken entfernt.

Am fiinften Tag fand der Transfer-Test statt, um das Referenzgedachtnis des Versuchstieres
zu testen. An diesem Tag wurde die Plattform entfernt und nur ein Durchlauf durchgefiihrt.
Das Versuchstier startete beim Transfer-Test im SW-Quadranten. Dieser Quadrant lag der
friheren Plattformposition gegeniiber und wies somit die weiteste Strecke zur friiheren
Plattformposition auf. Das Versuchstier wurde 70 Sekunden im Becken gelassen.

4.5.2 Auswertung des MWM-Tests

Die Auswertung fand mittels des Programms EthoVision (Noldus) statt. Dabei erfolgte die
Auswertung der im Versuch aufgezeichneten Videos der Versuchstiere im Wasserlabyrinth,
mittels zuvor festgelegter Parameter im Programm, automatisiert und dementsprechend
verblindet. Neben der benotigten Zeit zur Plattform (Latenzzeit) wurde die zuriickgelegte
Schwimmstrecke der Versuchstiere analysiert. Beim Transfer-Test wurde zudem festgestellt
wie oft die Versuchstiere die Stelle kreuzten wo friiher die Plattform war. Es wurde stets der
Median der vier Durchldufe eines Tieres pro Tag zur Auswertung herangezogen@. Da am
Tag Null die Plattform noch zu sehen war, wurden die Ergebnisse nicht in die Statistik mit
aufgenommen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad PRISM7 (Graphpad

Software).
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4.6 Immunfluoreszenz
4.6.1 Transkardinale Perfusion

Um die Erhaltung der Probenstruktur zu gewahrleisten wurde eine Gewebefixierung mit-
tels transkardinaler Perfusion durchgefiihrt. Bei dieser Methodik wurden zudem Erythrozy-
ten entfernt, deren Autofluoreszenz lichtmikroskopische Untersuchungen beeintrachtigen
kénnten. Die Versuchstiere wurden mit einem Gemisch aus Ketamin/Xylazin (13,0 /1,0 pug/g)
per Injektion in die Bauchhohle anésthesiert. Nach der Uberpriifung der Narkosetiefe, mit-
tels Zwischenzehenreflex, wurden die Versuchstiere auf dem Riicken liegend an allen vier
GliedmaRen fixiert. Durch 6ffnen des Brustkorbes wurde das Herz freigelegt und in die linke
Herzkammer eine Fliigelkaniile eingefiihrt. Die absteigende Aorta wurde durchtrennt, um
den Abfluss des Blutes zu ermdglichen. Mittels einer peristaltischen Pumpe (Harvard Ap-
paratus, Vereinigtes Konigreich) wurden nun tber einen Zeitraum von finf Minuten 40 mL
PBS durch die Flugelkaniile in den Blutkreislauf eingeleitet. Das gesamte Blut des Organis-
mus wurde so mit der isotonischen PBS-Losung ersetzt. Im Anschluss erfolgte eine achtmi-
nitige Perfusion mit 70 mL Formaldehydlosung (4 % Paraformaldehyd in 0,1M PB, Roth).
Formaldehyd ist ein additives Fixativ, welches mittels seiner Aldehyd-Gruppe eine kovalen-
te Quervernetzung der Proteine im Gewebe durch Bildung von Methylenbriicken bewirkt
und dadurch das Gewebe fixiert. Nach Abschluss der Perfusion wurde der Kopf des Ver-
suchstiers abgetrennt, das Gehirn freiprapariert und Gber Nacht bei 4 °C in 4 % Formalde-
hydlosung postfixiert. AnschlieRend wurden die fixierten Gehirne in PBS Uberfiihrt und bei
4°C gelagert.

4.6.2 Anfertigung von Gehirn-Schnitten mittels Vibratom

Mit Hilfe eines VT1000S Vibratom (Leica Microsystems, Deutschland) konnten von den fi-
xierten Gehirnen Schnitte angefertigt werden. Dazu wurde zunachst das Gehirn mit Hilfe
einer Rasierklinge zurechtgetrimmt und mit Sekundenkleber auf der Vibratombiihne fixiert.
Die Wanne des Vibratoms wurde mit PBS gefiillt, um zu gewahrleisten, dass das Praparat
stets mit Flissigkeit bedeckt war. Bei niedriger Schnittgeschwindigkeit und hoher Vibrati-
onsfrequenz wurden sagittale 50 um dicke Schnitte vom Gehirn angefertigt. Diese wurden
in PBS beflillte Multiwell-Platten (VWR, Vereinigte Staaten) Uberfliihrt um anschlieRend fir
immunbhistochemische-Farbungen verwendet zu werden.

4.6.3 IF-Farbeprotokolle

Um in der APPN“SF_[inje die Spine-Dichte ex vivo am und abseits von A3-Ablagerungen zu
bestimmen, wurde zur Verstarkung des intrinsischen eGFP-Signals der Antikorper Anti-GFP
gekoppelt mit Alexa488 (A-21 311, Invitrogen, Vereinigte Staaten) verwendet. Zur Farbung
der AB-Ablagerungen selbst, wurde der Antikorper NAB228 (sc-32 277, Santa Cruz, Verei-
nigte Staaten)®2€ sowie FSB (CAS 891 180931, Merck, Deutschland) eingesetzt, wobei der
NAB228-Antikorper Ap3-Oligomere immunofarbt und FSB an A[3-Fibrillen bindet. Zunachst

wurden die Schnitte auf einem Plattformschttler (Titramax 1000, Heidolph, Deutschland)
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Uber Nacht bei Raumtemperatur mittels 2 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS permeabi-
lisiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden anschlieRend durch eine einstiindige Inkuba-
tion in einer Lésung aus 5 % Normalziegenserum (Vector Laboratories, Vereinigte Staaten)
und 0,5 % Triton X-100 in PBS blockiert. Der Primarantikorper NAB228 wurde im Verhalt-
nis 1:500 hinzugegeben und zwei Nachte bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS wurde anschlieBend der Zweitantikorper Alexa647 (Abcam, Vereinigtes Kdnigreich)
1:500 gegen Maus in einer Losung aus 5% Normalziegenserum und 0,5 % Triton X-100 fir
vier Stunden inkubiert und der ungebundene Antikérper wieder durch dreimaliges Wa-
schen mit PBS entfernt. Der Alexa488 gebundene Primarantikdrper anti-GFP wurde an-
schlieRend im Verhéltnis 1:300 hinzugegeben. Nach einer zweistlindigen Inkubation und
drei folgenden Waschschritten wurde zudem 500 pL einer FSB-Losung (FSB 1:1000 in PBS)
auf die Schnitte gegeben. Nach erneuten 30 Minuten Inkubationszeit wurden die Schnitte
zweimal gewaschen und anschliefend lichtgeschitzt auf Objekttrager aufgezogen und mit
einem Eindeckmedium (Dako Fluorescence Mounting Medium, Aligent, Vereinigte Staa-
ten) bedeckt. Anstelle der FSB-Losung wurde teilweise auch 10 ug/mL Methoxy-X04 (Tocris,
Vereinigtes Konigreich) in 50 % Ethanol verwendet. Zudem wurden noch Farbungen gegen
aktivierte Mikrogliazellen angefertigt. Dazu wurde der IBA-1 Antikorper (Wako, Vereinig-
te Staaten) 1:500 in einer Losung aus 5% Normalziegenserum und 0,5 % Triton X-100 in
PBS flr zwei Nachte bei 4 °C inkubiert. Als Zweitantikdrper wurde Alexa555 (Abcam) ge-
gen Kaninchen 1:500 in einer Lésung aus 5 % Normalziegenserum und 0,5 % Triton X-100 in
PBS verwendet und fir vier Stunden inkubiert. Nach erneuten 30 Minuten Inkubationszeit
wurden die Schnitte zweimal gewaschen und anschlieRend lichtgeschiitzt auf Objekttrager
(Objekttrager Superfrost Plus, VWR) aufgezogen und mit dem Eindeckmedium bedeckt.
Um die Prdparate vor Austrocknung zu schiitzen wurden die Objekttrager mit Nagellack

versiegelt. Die Lagerung erfolgte lichtgeschiitzt bei 4 °C.

4.6.4 Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie

Die Aufnahmen der immunhistochemisch gefarbten Gehirnschnitte wurden an einem in-
versen Konfokalmikroskop LSM780 (Zeiss) durchgefiihrt. Bei den Aufnahmen zur ex vivo
Analyse der dendritischen Spines wurden Anregungswellenlangen von 405, 488 und 633 nm
verwendet. Die Emission von Methoxy-X04 und FSB lag bei 410 - 585 nm, fiir NAB228 bei
638-755 nm und fiir GFP bei 490-633 nm. Pro Versuchstier wurden drei Positionen am so-
wie drei Positionen abseits von A{3-Ablagerungen aufgenommen, wobei ein PlanApochro-
mat 40x/1,4 Olimmersionsobjektiv (Zeiss) verwendet wurde. Zundchst wurden Ubersichts-
bilder in der GréRe von 216.37 x 216.37 x 90 um mit 0,423 x 0,423 x 1,0 um in X-, Y- und
Z-Aufldsung angefertigt. In diesen Ubersichtsaufnahmen wurden die Somata der Pyrami-
denzellen erfasst, sodass der Ursprung der basalen Dendriten des Stratum oriens der CA1-
Region durch Nachverfolgen bis zum Zellkorper unterschieden werden konnte. Innerhalb
der Ubersichtsaufnahmen wurden nun einzelne, zur Gehirnoberfliche parallel verlaufen-
de, basale Dendriten des Stratum oriens ausgewdahlt und hochauflésende mikroskopische
Aufnahmen (0,104 x 0,104 x 0.395 pum in X-, Y- und Z-Auflésung bei einem vierfachen Zoom)
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angefertigt. Fir die Ubersichtsbilder zur uPET-Studie zur Uberpriifung der Aktivitit der Mi-
krogliazellen sowie der A3-Ablagerungen im gesamten Maushirn wurden Bildstapel mit ei-
ner GroRRe von 216.37 x 216.37 x 90 um mit 0,423 x 0,423 x 1,0 umin X-, Y- und Z-Auflésung
angefertigt, wobei die Emission von IBA-1 bei 540 - 560 nm lag. Dariber hinaus wurden fir
die Analyse zur Beschaffenheit von AB-Ablagerungen im APPNY"6F-Mausmodell Bildstapel
von NAB228 und Methoxy-X04-Farbungen mit einer Grofle von 216.37 x 216.37 x 90 um
mit 0,423 x 0,423 x 1,0 um in X-, Y- und Z-Auflosung angefertigt.

4.6.5 Bildanalysen und quantitative Auswertung dendritischer Spines ex vivo

Die Datenauswertung erfolgte verblindet und mittels des Programmes ZEN black (siehe
Kapitel #.3.5). In den dreidimensionalen konfokalen Bildstapeln wurde zundachst die Lange
des Dendriten definiert. Die Spines wurden anschlieBend manuell einzeln markiert, wo-
durch eine Maske (.ovl) entstand, die spater durch das Programm SpineMiner (Ochs, 2014)
ausgewertet wurde. Im Gegensatz zum in vivo Datensatz konnte bei dem ex vivo Datensatz
ebenfalls die Morphologie der Spines bestimmt werden. Die Spines wurden in pilzformige,
stummelférmige sowie diinne Spines anhand der im Kapitel beschriebenen Merkmale

unterteilt.

4.6.6 Bildanalysen und Quantitative Auswertung von A(3-Plaques ex vivo

Ein speziell geschriebenes MATLAB-Skript (MathWorks, Vereinigte Staaten) wurde zur Iden-
tifizierung von AB-Plaques in dreidimensionalen Bildstapeln mit NAB228 sowie Methoxy-
X04-Immunfluoreszenzintensitaten angewendet. Kurzzeitig wurden Intensitatsschwankun-
gen zwischen verschiedenen Stapeln und in verschiedenen Tiefen durch Normalisierung
der Voxel-Intensitat in jeder Z-Schicht auf die 70igste-Perzentile ausgeglichen. Anschlie-
Rend wurde die 90igste-Perzentile als Schwellenwert angewandt und eine Analyse der ver-
bundenen Komponenten durchgefiihrt, um einzelne AB-Plaques zu identifizieren. Es wur-
de eine quasieuklidische dreidimensionale Distanztransformation mit einer Auflésung von
1 um vom Rand jedes A3-Plagues in das umgebende Gewebe sowie in das Innere jedes Af3-
Plaques durchgefiihrt. Voxeln innerhalb der Af3-Plaques wurde ein negativer Abstand vom
Rand des A3-Plaques zugewiesen. Anschliefend wurde die mittlere NAB228- und Methoxy-
X04-Fluoreszenzintensitat in unterschiedlichen Abstanden zum A3-Plaque-Kern berechnet
und das normalisierte mittlere Intensitatsprofil angegeben. Fiir jedes Versuchstier wurden
mindestens 41 A3-Plaques analysiert.

4.7 Statistische Auswertung

Die erhobenen Messdaten wurden mittels Prism Software 7 (Graphpad, Vereinigte Staa-
ten) statistisch ausgewertet. Zunachst wurden die Daten stets auf Normalverteilung (Gaul3-
Verteilung) Gberpriift. Dazu wurde der D’Agostino & Pearson-Test sowie Shapiro-Wilk-Test
angewendet. Nach Bestatigung der Normalverteilung wurden parametrische Tests ange-

wendet. Unterschiede zwischen zwei Versuchsgruppen wurden mittels ungepaarten, Zwei-
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stichproben-t-Test gepriift. Verdnderungen lber die Zeit einer Versuchsgruppe wurde mit-
tels einfaktorieller Varianzanalyse mit Messwiederholung (ANOVA, engl. analysis of vari-
ance) mit anschlieBendem Turkey-post-hoc-test evaluiert. Wurden mehr als zwei Gruppen
Uber einen zeitlichen Verlauf miteinander verglichen, wurde eine zweifaktorielle Varianz-
analyse mit anschlieBendem Bonferroni-post-hoc-test durchgefiihrt. Soweit nicht anders
deklariert, wurden die Ergebnisse als Mittelwert der Versuchsgruppen =+ Standardfehler
des Mittelwertes (SEM, engl. standard error of mean) dargestellt. Die ermittelten P-Werte
geben an mit welcher Wahrscheinlichkeit sich zwei Ereignisse signifikant unterscheiden. Als
statistisch signifikant wurde ein P-Wert von <0,05 definiert.

4.8 Programme

Tabelle 5: Programme

Bezeichnung ‘ Hersteller
Adobe lllustrator CS4 Adobe Systems
Adobe Photoshop CS4 Adobe Systems
EthoVision (Noldus) Noldus
GraphPad PRISM 7 Graphpad Software
Imagel) 1.52v Wayne Rasband national institutes of health
Latex
LSM Image Browser 4.2.0 | Zeiss
MATLAB MathWorks
Microsoft Excel Microsoft
PMOD Version 3.303 PMOD Technologies Ltd., Ziirich, Schweiz
SpineMiner XT (Ochs 2014)
SPM5 Statistical Parametric Mapping;
Wellcome Department of Cognitive Neurology
Zen 2011 Zeiss
Zen 2016 Zeiss
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