
 

 

 

Aus der Klinik und Poliklinik für Nuklearmedizin Klinikum 

der Ludwig-Maximilians-Universität München 

Vorstand: Prof. Dr. Peter Bartenstein   

  

  

  

In vivo Untersuchungen zerebraler β-Amyloidose und 

Neuroinflammation mittels Positronen-Emissions-Tomographie in 

einem Amyloid Mausmodell ohne APP Überexpression 

  

  

  

Dissertation  

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin an 

der Medizinischen Fakultät der  

Ludwig-Maximilians-Universität zu München  

  

  

  

vorgelegt von  

  

  

Christian Alexander Sacher 

aus  

Kumhausen  

  

  

2022 

 

 

 

 



1 

  

 

Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät 

der Universität München  

  

  

  

  

  

Berichterstatter:       

  

  

Priv.-Doz. Dr. med. Matthias Brendel 

 

 

Prof. Dr. Oliver Pogarell  

Mitberichterstatter:     

Mitbetreuung durch den    

Prof. Dr. Johannes Levin 

Prof. Dr. Harald Steiner     

 

promovierten Mitarbeiter:   

  

Dr. Leonie Beyer 

Dekan:         

  

  

  

Prof. Dr. med. Thomas Gudermann   

Tag der mündlichen Prüfung:      17.02.2022 

  

  

  

  

 

 

 

 

 

 



2 

  

 

I. Eidesstattliche Versicherung  

  

  

  

Sacher, Christian Alexander   

___________________________________________________________________  

Name, Vorname  

  

  

Ich erkläre hiermit an Eides statt, dass ich die 

vorliegende Dissertation mit dem Titel 

  

  

In vivo Untersuchungen zerebraler β-Amyloidose und Neuroinflammation 

mittels Positronen-Emissions-Tomographie in einem Amyloid Mausmodell ohne 

APP Überexpression 

  

  

selbständig verfasst, mich außer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient 

und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annähernd übernommen 

sind, als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der 

Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.  

  

  

Ich erkläre des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder 

in ähnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen 

Grades eingereicht wurde.  

  

  

  

Landshut, 17.02.2022                                        Christian Sacher           

 __________________________     __________________________    

Ort, Datum            Unterschrift Doktorandin bzw. Doktorand 

 

 

 



3 

  

 

Kumulative Dissertation gemäß § 4a der Promotionsordnung 

  

II. Inhaltsverzeichnis  

  

I. Eidesstattliche Versicherung .................................................................................... 2 

II. Inhaltsverzeichnis .................................................................................................... 3 

III. Abkürzungsverzeichnis........................................................................................... 4 

IV. Publikationen der kumulativen Dissertation ........................................................... 5 

1. Einführung ............................................................................................................... 6 

1.1 Pathophysiologie der Amyloidakkumulation und der Neuroinflammation im 

Rahmen der Alzheimer Krankheit ............................................................................ 7 

1.2 Bildgebung der Amyloidakkumulation und der Neuroinflammation .................... 9 

1.3 Kleintier PET .................................................................................................... 11 

1.4 Mausmodelle der Alzheimer Krankheit ............................................................. 12 

1.5 Kleintier PET Studien zur Detektion der Amyloidakkumulation und der 

Neuroinflammation ................................................................................................. 13 

1.6 Asymmetrisches Auftreten der Neuropathologie bei Alzheimer Krankheit ....... 14 

2. Inhalte der Promotionsarbeit ................................................................................. 15 

2.1 Longitudinale Evaluierung eines knock-in Mausmodelles mittels Amyloid- und 

TSPO-PET ............................................................................................................. 15 

2.2 Asymmetrie der fibrillären Plaque-Last in Amyloid Mausmodellen ................... 25 

3. Zusammenfassung ................................................................................................ 31 

4. Summary ............................................................................................................... 34 

5. Literaturverzeichnis ............................................................................................... 38 

6. Danksagung .......................................................................................................... 42 

  



4 

  

III. Abkürzungsverzeichnis  

  

APP  Amyloid Vorläuferprotein 

 

Aβ 

 

AI 

 

 

 

 

Amyloid Beta Peptid, β-Amyloid 

 

Asymmetrie-Index 

 
11C 

 

CTX 

 

FAD 

 
18F 

 

HIP 

 

KI 

 

mo 

 

MWM 

 

PET 

 

PAG 

 

SUV 

 

SUVR 

 

Trem2 

 

TSPO 

 

WT 

 

µPET 

 

 Kohlenstoff-Isotop mit der Massenzahl 11 

 

Frontaler Cortex 

 

Familiäre Alzheimer Krankheit 

 

Fluor-Isotop mit der Massenzahl 18 

 

Hippocampus 

 

Konfidenzintervall 

 

Monate 

 

Morris-Wasserlabyrinth  

 

Positronen-Emissions-Tomographie  

 

Periaquäduktales Grau 

 

Standard-Aufnahmewert  

 

relativer Standard-Aufnahmewert  

 

Triggering receptor expressed on myeloid cells 2 

 

18-kDa-Translokator-Protein 

 

Wildtyp 

 

Kleintier PET 

   

  

 



5 

  

IV. Publikationen der kumulativen Dissertation   

 

Die vorliegende kumulative Dissertation umfasst zwei bereits publizierte Manuskripte:   

Sacher, C.; Blume, T.; Beyer, L.; Peters F.; Eckenweber, F.; Sgobio, C.; Deussing, M.; Albert, N.L.; 
Unterrainer, M.; Lindner, S.; Gildehaus F.; von Ungern-Sternberg, B.; Brzak, I.; Neumann, U.;  

Saito, T.; Saido, T.C.; Bartenstein, P.; Rominger, A.; Herms, J.; Brendel, M.; Longitudinal PET 
Monitoring of Amyloidosis and Microglial Activation in a Second-Generation Amyloid-β 
Mouse Model. J Nucl Med. 2019 60(12):1787-179 

 

Sacher, C.; Blume, T.; Beyer, L.; Biechele, G.; Sauerbeck, J.; Eckenweber, F.; Deussing, M.; 

Focke, C.; Parhizkar, S.; Lindner, S.; Gildehaus F.; von Ungern-Sternberg B.; Baumann, K.; 
Tahirovic, S.; Kleinberger, G.; Willem, M.; Haass, C.; Bartenstein, P.; Cumming, P.; Rominger, 
A.; Herms, J.; Brendel, M.; Asymmetry of Fibrillar Plaque Burden in Amyloid Mouse Models. J 

Nucl Med. 2020 61(12):1825-1831 

 

 

Beschreibung des Eigenanteiles an der Publikation „Longitudinal PET Monitoring of 

Amyloidosis and Microglial Activation in a Second-Generation Amyloid-β Mouse 

Model“: 

Konzeption des Studiendesigns gemeinsam mit dem AG-Leiter. Selbständige 

Durchführung aller PET-Experimente sowie anschließende Analyse und statistische 

Auswertung der erhobenen PET-Daten. Selbständige statistische Auswertung der 

erhobenen histochemischen und biochemischen Daten sowie der erhobenen Daten 

der Verhaltensversuche. Abschließend selbständige Interpretation aller ausgewerteten 

Daten sowie Verfassung des ersten Manuskript-Drafts. Mitbeteiligung bei der 

Überwachung der Pflege und Gesundheit der Versuchstiere.   

 

Beschreibung des Eigenanteiles an der Publikation „Asymmetry of Fibrillar Plaque 

Burden in Amyloid Mouse Models“: 

Selbständige primäre Konzeption des Studiendesigns unter Supervision des AG-

Leiters. Selbständige Recherche aller erhobenen Rohdaten der PET Scans aus 

vorherigen internen Studien mit anschließend selbständiger standardisierter Analyse 

und statistischer Auswertung. Abschließend selbständige Interpretation der 

ausgewerteten PET-Daten sowie Verfassung des ersten Manuskript-Drafts. 

 



6 

  

1. Einführung   

Im Jahr 2015 waren weltweit etwa 47 Millionen Menschen an einer Demenz erkrankt, 

wobei 50-70% auf die Alzheimer Erkrankung entfielen (Winblad, Amouyel et al. 2016). 

Den Hauptrisikofaktor an Alzheimer zu erkranken stellt das steigende Lebensalter dar 

(Querfurth and LaFerla 2010). In diesem Zusammenhang wird es vor allem in 

Industrienationen aufgrund des demographischen Wandels zukünftig zu einer enormen 

sozioökonomischen Belastung der Gesundheitssysteme kommen (Ziegler-Graham, 

Brookmeyer et al. 2008). Angesichts dieser ernstzunehmenden epidemiologischen 

Prognose werden präventive Arzneimittel dringend benötigt. Bisher konnten aber 

lediglich symptomatische Therapeutika in Form von Acetylcholinesterasehemmern und 

NMDA-Antagonisten etabliert werden, welche die Progression der Erkrankung nur 

geringfügig verzögern (Schneider 2013). Hinsichtlich krankheitsmodifizierender 

Medikamente konnte die Pharmaindustrie jedoch trotz einer hohen Anzahl 

vielversprechender Arzneimittelkandidaten bisher keine  Arzneimittelzulassungen 

erreichen (Pardridge 2020). Zuletzt befand sich der gegen Amyloid Beta Peptid (β-

Amyloid) gerichtete monoklonale Antikörper Aducanumab in den USA kurz vor einer 

möglichen Zulassung. Jedoch konnte nur in einer von zwei groß angelegten klinischen 

Studien eine grenzwertig signifikante Verbesserung im Vergleich zu Placebo gezeigt 

werden (Sabbagh and Cummings 2020).  Die Diskrepanzen in den Ergebnissen 

zwischen den beiden Studien wurden von externen Beratern der US 

Arzneimittelbehörde „Food and Drug Administration“ (FDA) letztlich als zu groß 

eingestuft, um eine Wirksamkeit von Aducanumab zu belegen (Combined FDA and 

applicant PCNS Drugs Advisory Committee Briefing document. 

https://www.fda.gov/media/143502/download. November 6, 2020). Den Misserfolgen 

der Pharmaindustrie hinsichtlich der Zulassung krankheitsmodifizierender 
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Medikamente können viele Ursachen zu Grunde liegen. Hierzu zählen beispielsweise 

falsch gewählte Zeitpunkte therapeutischer Interventionen. Studien an Inhibitoren des 

Enzyms Beta-Sekretase 1 (BACE1) wie Verubecestat zeigten auf, dass bereits bei 

Auftreten leichter kognitiver Symptome kein krankheitsmodifizierender Effekt mehr 

erzielt werden kann (Egan, Kost et al. 2018). Weitere Probleme ergeben sich durch den 

Mangel an präzisen Biomarkern zur Evaluation präklinischer und klinischer 

Medikamentenstudien. Dies wurde in Phase-III-Studien zum anti-β-Amyloid Antikörper 

Bapineuzumab ersichtlich, wobei weder die in-vitro Quantifizierung der 

Liquorkonzentration von phosphoryliertem Tau-Protein, noch die in-vivo 

Quantifizierung von β-Amyloid mittels [11C]-Pittsburgh Compound B (PiB) Amyloid- 

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) als verlässlicher Screening-Parameter 

geeignet war (Salloway, Sperling et al. 2014).  

Um geeignete Biomarker und letztlich potentiell krankheitsmodifizierende Medikamente 

zu erproben, spielen präklinische Studien unter dem Einsatz geeigneter Alzheimer 

Mausmodelle eine entscheidende Rolle (Sasaguri, Nilsson et al. 2017).  

 

1.1 Pathophysiologie der Amyloidakkumulation und der Neuroinflammation im 

Rahmen der Alzheimer Krankheit   

Klinisch ist die Alzheimer Erkrankung durch frühe Gedächtnisdefizite gekennzeichnet, 

gefolgt von einem Rückgang weiterer kognitiver Funktionen (Dubois, Padovani et al. 

2016). Die Neuropathologie beginnt sich jedoch bereits bis zu 20 Jahre vor dem 

Einsetzen der ersten Symptome zu manifestieren (Bateman, Xiong et al. 2012). Diese 

umfasst die Akkumulation von β-Amyloid (Aβ) zu extrazellulären β-Amyloid-Plaques, 

hyperphosphoryliertem Tau-Protein zu intrazellulären Neurofibrillen-Bündeln sowie die 

Aktivierung mehrerer neuroinflammatorischer Signalkaskaden, gefolgt von dem Verlust 
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neuronaler Zellen hauptsächlich in der Großhirnrinde und  im Hippocampus (Braak and 

Braak 1991, Querfurth and LaFerla 2010). β-Amyloid entsteht aus der Proteolyse des 

Amyloid-Vorläuferproteins (engl.: Amyloid Precursor Protein, APP) durch die 

aufeinanderfolgenden enzymatischen Spaltungen mittels β-Sekretase und  γ-

Sekretase (Querfurth and LaFerla 2010). Die beiden wichtigsten Isoformen sind 

einerseits das zur Aggregation neigende Aβ42 sowie andererseits Aβ40, bei welchem 

ein neuroprotektiver Effekt vermutet wird (Kim, Onstead et al. 2007, Nilsson, Saito et 

al. 2014). Ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und Abbau führt zu einer 

Akkumulation von β-Amyloid, welches spontan zu Fibrillen aggregieren kann. Diese 

Fibrillen wiederum bilden die unlöslichen faserartigen Anteile der fortgeschrittenen, 

kompakten Plaques. β-Amyloid kann jedoch auch zu löslichen Oligomeren 

aggregieren, die wiederum zu frühen, intermediären β-Amyloid-Aggregaten 

verschmelzen. Lösliche Oligomere und intermediäre β-Amyloid-Aggregate gelten als 

die neurotoxischsten Formen von β-Amyloid (Querfurth and LaFerla 2010). Im Gehirn 

befinden sich phagozytierende Zellen, sogenannte Mikroglia, welche Infektionen, 

beschädigte Zellen oder toxisches Material wie beispielsweise β-Amyloid erkennen und 

aus dem Gehirn entfernen können. Aktivierte Mikroglia exprimieren bestimmte 

Zelloberflächenrezeptoren, um den Abbau und die Phagozytose von β-Amyloid zu 

fördern. Beispielsweise agiert der „Triggering receptor expressed on myeloid cells 2“ 

(Trem2) als Mediator und Biomarker des phagozytischen Abbaus von β-Amyloid 

(Heneka, Carson et al. 2015). Mutationen in mikroglialen Alzheimer Risikogenen  wie 

Trem2 oder Apolipoprotein E (APOE) spielen eine entscheidende Rolle bei der 

Pathogenese der Alzheimer Erkrankung, da sie die Aggregation von  β-Amyloid und 

somit die Fibrillarität und Toxizität der β-Amyloid-Plaques  beeinflussen (Cuyvers and 

Sleegers 2016, Parhizkar, Arzberger et al. 2019). In einer kürzlich erschienen 
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präklinischen Studie konnte zudem gezeigt werden, dass insbesondere dichte, fibrilläre 

Plaques zu einer verstärkten Migration von krankheitsspezifischer Mikroglia führen, 

welche eine reduzierte phagozytäre Funktion aufweisen und zudem eine Vielzahl 

neurotoxischer Proteine exprimieren (Sebastian Monasor, Muller et al. 2020).  

  

1.2 Bildgebung der Amyloidakkumulation und der Neuroinflammation 

Im Jahr 2018 wurden von der Arbeitsgruppe des National Institute on Aging (NIA) und 

der Alzheimerʼs Association (AA) neue Kriterien zur Diagnostik der Alzheimer 

Erkrankung publiziert. Dabei sind nicht mehr klinische Symptome wie 

Orientierungslosigkeit oder Gedächtnisverlust im Verbund mit neuropsychologischen 

Testbatterien diagnostisch entscheidend, sondern zunehmend die Biomarker-

Information von Relevanz. Wegweisend ist dabei die immunchemische Quantifizierung 

von β-Amyloid und phosphoryliertem Tau-Protein im Liquor cerebrospinalis (engl.: 

Cerebrospinal fluid, CSF) oder im Blutplasma. Zu weiteren CSF- und 

Plasmabiomarkern zählen Neurogranin zum Nachweis synaptischer Dysfunktion, 

Neurofilament light chain (NFL) zum Nachweis der Neurodegeneration sowie YKL-40 

zur Detektion neuroinflammatorischer Prozesse. Neben invasiven Biomarkern spielen 

auch bildgebende Verfahren eine entscheidende Rolle. Einerseits können Zeichen der 

Neurodegeneration mittels struktureller Magnetresonanztomographie (MRT) oder in 

der Fluorodeoxyglucose (FDG)-PET erfasst werden.  Zusätzlich ist es möglich, 

krankheitstypische Ablagerungen in Form von parenchymalen Neurofibrillen und β-

Amyloid mittels PET zu detektieren.(Jack, Bennett et al. 2018, Palmqvist, Insel et al. 

2019).  

In der Hoffnung präventive Medikamente zu entwickeln, hat sich im Laufe der letzten 

Jahrzehnte der Schwerpunkt der Alzheimer-Forschung auf die Charakterisierung der 
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frühen Stadien der Erkrankung fokussiert (Sepulcre, Sabuncu et al. 2013).  

Insbesondere die in vivo Quantifizierung von β-Amyloid mit Hilfe molekularer 

Bildgebung mittels PET könnte eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung 

krankheitsmodulierender Medikamente spielen, initial zur frühzeitigen 

Diagnosesicherung und sekundär zur Evaluation eines Therapieansprechens. Der 

erste zugelassene Amyloid-Radiotracer [11C]-Pittsburgh Compound B (PiB) bindet 

selektiv an fibrillärem β-Amyloid, hat jedoch nur eine relativ kurze Halbwertszeit von 20 

min. Dadurch beschränkt sich sein Einsatz auf Zentren mit unmittelbarer Anbindung an 

ein Zyklotron (Fodero-Tavoletti, Brockschnieder et al. 2012). Folglich wurden die [18F]-

markierten Substanzen  [18F]-florbetapir, [18F]-flutemetamol und  [18F]-florbetaben mit 

einer längeren Halbwertszeit von 110 min erfolgreich in der klinischen Diagnostik 

etabliert (Vandenberghe, Van Laere et al. 2010, Clark, Schneider et al. 2011). Für  [18F]-

florbetaben wird ebenfalls eine verstärkte Bindungsaffinität an fibrillärem β-Amyloid 

beschrieben (Barthel and Sabri 2011).  

Des Weiteren ermöglicht die PET die in vivo Detektion neuroinflammatorischer 

Prozesse, die damit eine Schlüsselrolle bei der Testung potenziell anti-

inflammatorischer Interventionen einnimmt.  Dafür verwendet man Radiotracer, die an 

das 18-kD-Translokator-Protein (TSPO) binden. Dieses Membranprotein wird an der 

äußeren Mitochondrienwand aktivierter Mikroglia hoch exprimiert und dient somit als 

weiterer Biomarker der Neuroinflammation (Heneka, Carson et al. 2015). Primär 

wurden zunächst ebenfalls [11C] markierte Substanzen zur molekularen Bildgebung der 

Neuroinflammation im Rahmen von Patientenstudien eingesetzt. Häufig verwendet 

wurde dabei der Radiotracer [11C]-PK11195, dessen erhöhte Aufnahme in das Gehirn 

bei Alzheimer Patienten erstmals 2001 durch Cagnin und Koautoren beschrieben 

wurde (Cagnin, Brooks et al. 2001). Dieser Tracer wies jedoch einige Nachteile auf, wie 
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etwa eine geringe Bindungsaffinität sowie eine niedrige Bindungsspezifität für TSPO, 

die wiederum zu einem geringen Signal-Rausch-Verhältnis führten. Darüber hinaus 

ergaben sich die oben beschriebenen logistischen Schwierigkeiten aufgrund der kurzen 

Halbwertszeit  von [11C]  (Edison, Donat et al. 2018).  In Folge dessen wurde eine Reihe 

neuerer TSPO-Liganden entwickelt. Der Radiotracer [18F]-GE-180 lieferte dabei die 

vielversprechendsten Ergebnisse hinsichtlich der Aufnahme in das Gehirn sowie 

hinsichtlich Bindungsaffinität und Bindungsspezifität (Zanotti-Fregonara, Pascual et al. 

2018). 

 

1.3 Kleintier PET   

Die Bildgebung mittels Kleintier PET stellt eine optimale Schnittstelle zwischen 

Tiermodell und humaner Forschung dar. Aufgrund vergleichbarer 

radiopharmazeutischer Eigenschaften hinsichtlich Hirnpermeabilität und 

Bindungsaffinität eröffnet sich die Möglichkeit der translationalen Bildgebung  

humanpathologischer Phänotypen in genetisch veränderten Tiermodellen (Zimmer, 

Parent et al. 2014). In Bezug auf die Alzheimer Erkrankung ermöglicht die Anwendung 

von Amyloid- und TSPO-Tracern die Durchführung präklinischer Längsschnittstudien 

in Mausmodellen zur in vivo Verlaufsbeurteilung möglicher Arzneimittelinterventionen. 

Die Anwendung der PET im Kleintierbereich wird durch speziell konfigurierte PET-

Scanner realisiert. Bereits in den späten 1990er Jahren wurden die ersten Prototypen 

entsprechender PET Systeme getestet. Dabei zeigten sich signifikante Vorteile 

hinsichtlich räumlicher Auflösung, Sensitivität und Bildqualität. Seit 2000 etablierte sich 

eine Vielzahl unterschiedlicher kommerziell nutzbarer Kleintier PET-Scanner, deren 

räumliche Auflösung sowie Sensitivität sich kontinuierlich verbessern (Goertzen, Bao 

et al. 2012). Zusätzlich ermöglichen spezielle aus Plexiglas konfigurierte Mehrfach-
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Maushalterungen ein verbessertes ökonomisches Arbeiten, wobei bis zu acht Mäuse 

gleichzeitig gemessen werden können (Rominger, Mille et al. 2010). Zur Auswertung 

der PET Daten erfolgt in präklinischen Studien eine relative Quantifizierung mittels 

Bestimmung des relativen Standard-Aufnahmewertes (engl.: Standardized-Uptake-

Value-Ratio, SUVR). Dieser berechnet sich anhand der Division eines bestimmten 

Zielvolumens durch ein möglichst pathologiefreies Referenzvolumen. Als zerebrale 

Vergleichsregionen ohne spezifische Tracer-Bindung dienten bisher beispielsweise die 

weiße Substanz oder das Cerebellum (Brendel, Probst et al. 2016).  

 

1.4 Mausmodelle der Alzheimer Krankheit   

Alzheimer Mausmodelle gelten als wichtige Mittel zur Erforschung der zugrunde 

liegenden molekularen Mechanismen der Erkrankung sowie der Testung potenzieller 

Therapeutika in präklinischen Studien (Webster, Bachstetter et al. 2014, Puzzo, 

Gulisano et al. 2015). Die Identifikation familiärer Alzheimer (engl.: Familial Alzheimer 

Disease, FAD) Mutationen im APP-Gen bildete die Grundlage für die Entwicklung einer 

Vielzahl transgener Amyloid Mausmodelle (Hardy and Allsop 1991, Hsiao 1998). 

Dadurch, dass die genetisch veränderte APP-Sequenz an einer zufälligen Stelle ins 

Empfänger-Genom integriert wird („random-integration“), kann diese auch in sehr 

transkriptionsaktiven Bereichen der DNA zu liegen kommen. Die daraus resultierende 

APP-Überexpression führt nach deren Spaltung durch die verschiedenen Sekretasen 

nicht nur zur gewünschten Überproduktion von β-Amyloid, sondern auch zu vielen 

weiteren Spaltprodukten. Da deren Einfluss auf die Alzheimer Erkrankung noch nicht 

ausreichend erforscht ist, können dabei auch verfälschte Phänotypen entstehen 

(Sasaguri, Nilsson et al. 2017).  
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Um das Problem der APP-Überexpression zu umgehen, wurden knock-in Amyloid 

Mausmodelle der “zweiten Generation“ entwickelt. Für das Modell APP-NL-G-F wurde 

zunächst die murine β-Amyloid-Sequenz mittels eines Austauschs von drei 

Aminosäuren (G601R, F606Y und R609H) humanisiert. Zusätzlich setzte man drei 

FAD-assoziierte Mutationen in den endogenen APP-Lokus ein (Saito, Matsuba et al. 

2014): Eine schwedische Mutation (KM595 / 596NL), welche die gesamte β-Amyloid-

Produktion erhöht (Citron, Oltersdorf et al. 1992). Eine Beyreuther / Iberische Mutation 

(I641F), welche das Verhältnis von Aβ42/Aβ40 erhöht  sowie eine arktische Mutation 

(E618G), welche die Aggregation von β-Amyloid fördert (Lichtenthaler, Wang et al. 

1999, Tsubuki, Takaki et al. 2003). Abschließend wurde dieses gesamte Genkonstrukt 

mittels knock-in gezielt in den APP-Genlokus eingefügt. Unter Kontrolle des korrekten 

Promotors wird APP in physiologischer Quantität exprimiert. Homozygote APP-NL-G-

F Mäuse zeigen eine fortschreitende β-Amyloid-Akkumulation und eine reaktive 

mikrogliale Aktivierung ab einem Alter von zwei Monaten und 

Verhaltensveränderungen in Form einer verringerten räumlichen Lernfähigkeit im Alter 

von 8 bis 12 Monaten (Saito, Matsuba et al. 2014, Masuda, Kobayashi et al. 2016). 

Neuste Studien konnten zeigen, dass sich dabei die Morphologie der β-Amyloid-

Plaques im Vergleich zu transgenen Mausmodellen unterscheidet. Statt kompakter, 

[18F]-florbetaben-affiner, fibrillärer Plaques, bilden sich im APP-NL-G-F Modell eher 

lockere, baumwollartige Plaques (Sebastian Monasor, Muller et al. 2020). In wieweit 

diese mittels Amyloid-PET erfasste werden können, ist bisher noch nicht bekannt. 

 

1.5 Kleintier PET Studien zur Detektion der Amyloidakkumulation und der 

Neuroinflammation  

Sowohl in Bezug auf die Amyloid-Pathologie als auch auf die Neuroinflammation 

konnten bisherige präklinische Kleintierstudien bereits überzeugende quantitative 
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Ergebnisse durch die PET Bildgebung liefern. Während zu knock-in Amyloid 

Mausmodellen bislang noch keine Ergebnisse vorlagen, konnten  diverse transgene 

Mausmodelle schon erfolgreich mittels [18F]-florbetaben Amyloid-  und  [18F]-GE-180 

TSPO-Kleintier PET untersucht werden. Hierzu zählen beispielsweise die Modelle 

APP/PS1, PS2APP und APP-SL70. Bei diesen durch eine Überexpression von APP-

gekennzeichneten Amyloid Mausmodellen waren im Vergleich mit Kontrolltieren jeweils 

ein ansteigendes PET-Signal bei steigendem Lebensalter nachweisbar. Durch die 

duale Bildgebung konnte dabei außerdem ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

β-Amyloid-Ablagerungen und aktivierter Mikroglia gezeigt werden. Darüber hinaus 

lieferte die Validierung durch immunhistochemische und zum Teil biochemische 

Analysen eine exzellente Korrelation. Standardmäßig wurden dabei die Mäuse nach 

dem letzten Nachverfolgungsscan euthanasiert und je eine Hirnhemisphäre für die 

jeweilige Analyse verwendet (Brendel, Probst et al. 2016, Blume, Focke et al. 2018, 

Focke, Blume et al. 2019, Parhizkar, Arzberger et al. 2019). 

Ziel dieser Arbeit war es, insbesondere vor dem Hintergrund eines niedrigen Anteils an 

kompakten, [18F]-florbetaben-affinen, fibrillären β-Amyloid-Plaques im Mausmodell 

APP-NL-G-F, die genannte Methodik erstmals auf ein knock-in Mausmodell zu 

übertragen. 

 

1.6 Asymmetrisches Auftreten der Neuropathologie bei Alzheimer Krankheit 

Bei klinischen PET-Untersuchungen am Menschen wird häufig ein asymmetrisches 

Auftreten der Alzheimer Neuropathologie beobachtet. Aufgrund der möglichen 

Auswirkung auf den Phänotyp existieren bereits einige klinische PET-Studien zu dieser 

Thematik (Ossenkoppele, Schonhaut et al. 2016, Tetzloff, Graff-Radford et al. 2018). 

Eine 2015 erschiene PET-Studie konnte zeigen, dass die asymmetrische räumliche 
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Verteilung von β-Amyloid-Plaques positiv mit einer ipsilateral asymmetrischen 

Neurodegeneration korreliert. Zusätzlich wurde dabei eine linksseitige Prädominanz 

der β-Amyloid-Plaques mit einer signifikant stärker ausgeprägten Sprachstörung in 

Zusammenhang gebracht (Frings, Hellwig et al. 2015). Obwohl es bereits auch erste 

Hinweise auf ein asymmetrisches Auftreten der β-Amyloid-Plaques in Amyloid 

Mausmodellen gibt, wurde dieses Phänomen bisher noch nicht systematisch 

untersucht (Rominger, Brendel et al. 2013).  

In diesem Zusammenhang ergab sich als weiteres Ziel dieser Arbeit, mittels Amyloid-

Kleintier PET das asymmetrische Auftreten von β-Amyloid-Plaques in bereits 

etablierten Amyloid Mausmodellen zu untersuchen und eine damit assoziierte 

Altersabhängigkeit der Versuchstiere zu eruieren. Darüber hinaus wurde überprüft, ob 

ein Zusammenhang zwischen asymmetrischer Amyloid-Pathologie und ipsilateraler 

Neuroinflammation besteht. 

 

 

2. Inhalte der Promotionsarbeit   

2.1 Longitudinale Evaluierung eines knock-in Mausmodelles mittels Amyloid- und 

TSPO-PET  

Die APP-Überexpression in bereits etablierten transgenen Amyloid Mausmodellen wird 

im Modell APP-NL-G-F mithilfe eines Knock-ins umgangen. Aufgrund der damit 

verbundenen Abnahme verfälschender Phänotypen könnte sich dieses Mausmodell 

besonders für zukünftige präklinische Therapiestudien sehr gut eignen. Das Ziel dieser 

wissenschaftlichen Arbeit bestand in dem erstmaligen longitudinalen in vivo Monitoring 

der Amyloid-Pathologie und der Neuroinflammation im knock-in Amyloid Mausmodell 

APP-NL-G-F.  



16 

  

Hierbei wurden gemischtgeschlechtliche Gruppen von homozygoten (N = 20) und 

heterozygoten (N = 21) APP-NL-G-F Mäusen in einem longitudinalen Versuchsaufbau 

zu Studienbeginn (Alter: 2,5 Monate) sowie zu drei späteren Zeitpunkten (Alter: 5 

Monate, 7,5 Monate und 10 Monate) unter Verwendung des Amyloid-Tracers [18F]-

florbetaben und des TSPO-Tracers [18F]-GE-180 gescannt. Als Kontrollgruppe dienten 

Wildtyp-Mäuse, welche im Alter von 2,5 und 10 Monaten (jeweils N = 6) gescannt 

wurden. Nach dem finalen PET Scan durchliefen alle verfügbaren Mäuse eine kognitive 

Testung mit Hilfe eines Morris-Wasserlabyrinths. Nach den Verhaltenstests wurden die 

Tiere mittels einer tiefen Betäubung euthanasiert, anschließend transkardial perfundiert 

und das Gehirn für die abschließenden biochemischen und (immun)histochemischen 

Analysen extrahiert. Mindestens vier Hirnhemisphären pro Genotyp wurden für die 

jeweiligen Analysen verwendet, wobei die Auswahl der jeweiligen Hirnhemisphäre nach 

dem Zufallsprinzip erfolgte. Biochemisch wurden Aβ40 und Aβ42 sowie Trem2 

bestimmt.  Die fibrilläre β-Amyloid-Plaque-Last wurde histochemisch mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Methoxy-X04 (Tocris) nachgewiesen. Die immunhistochemische 

Quantifizierung der aktivierten Mikroglia erfolgte durch den Antikörper Iba1 (Wako). 

Zunächst musste bei der Auswertung der Ergebnisse ein modellspezifisches Problem 

gelöst werden: Histochemische Analysen konnten eine ubiquitäre Plaque-Last im 

Gehirn der APP-NL-G-F Mäuse zeigen. Dadurch war es primär nicht möglich, die bisher 

etablierte weiße Substanz oder das Cerebellum als Referenzregion zur Berechnung 

des SUVR zu verwenden. Unter Zusammenschau mit voxelbasierten Vergleichen von 

SUV-Bildern zwischen APP-NL-G-F Mäusen und Wildtypen konnte schließlich das 

periaquäduktale Grau im Mesencephalon als geeignete pathologiefreie 

Pseudoreferenzregion bestimmt werden (Abb. 1). 
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Abbildung 1: (Immun)histochemische Analysen von 10 Monate alten APP-NL-G-F Mäusen zeigten im Bereich des 

periaquäduktalen Graus (PAG) eine geringere mikrogliale Aktivierung (links, Iba-1) sowie weniger Aβ-Ablagerungen 

(rechts, Methoxy-X04) im Vergleich zum Cortex (CTX). Die Eignung des PAG (weiße Pfeile) als 

Pseudoreferenzregion wurde mit voxelbasierten Vergleichen des SUV von TSPO- (unterste Reihe, links) und Aβ-

PET Bildern (unterste Reihe, rechts) zwischen APP-NL-G-F Mäusen und Wildtypen (WT) bestätigt. 
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Als Zielvolumina wurden der frontale Cortex (CTX) und der Hippocampus (HIP) 

gewählt, welche zur Berechnung des SUVR ins Verhältnis zu dem als 

Referenzvolumen dienende PAG gesetzt wurden (SUVRCTX/PAG; SUVRHIP/PAG) (Abb. 

2). 

 

 

Abbildung 2: Definitionen von kortikalen (CTX) und hippocampalen (HIP) Zielvolumina sowie des periaquäduktalen 

Graus (PAG) als Referenzvolumen im MRT-Atlas des Mausgehirnes in coronalen und axialen Schnitten.  

 

Homozygote APP-NL-G-F Mäuse zeigten zwischen dem ersten (Alter: 2,5 Monate) und 

letzten Nachverfolgungsscan (Alter: 10 Monate) einen signifikanten Anstieg des SUVR 

im Bereich des frontalen Cortex sowie des Hippocampus sowohl im Amyloid-PET 

(SUVRCTX/PAG +9,1%; SUVRHIP/PAG +3,8%; Abb. 3 A, C) als auch im TSPO-PET 
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(SUVRCTX/PAG +19,8%; SUVRHIP/PAG +14,2%; Abb. 3 B, D). Heterozygote APP-NL-G-F 

Mäuse zeigten wiederum keinen signifikanten SUVR-Anstieg mit zunehmendem Alter. 

 

 

 

Abbildung 3: Altersabhängigkeit der Aβ-  und TSPO-Radiotracer Aufnahme in den frontalen Cortex (CTX) (A, B)  

und in den Hippocampus (HIP) (C, D) von homozygoten (HOM) und heterozygoten (HET) APP-NL-G-F Mäusen. mo 

= Monate; WT = Wildtyp; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. 

 

Darüber hinaus konnte ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen den 

Amyloid- und den TSPO-PET Ergebnissen sowohl im Bereich des frontalen Cortex 

(Abb. 4 A) als auch im Bereich des Hippocampus (Abb. 4 B) gezeigt werden.  
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Abbildung 4: Korrelationen zwischen Aβ-Ablagerungen und mikroglialer Aktivierung im Cortex (A) und 

Hippocampus (B), gemessen mittels Kleintier PET. HOM = Homozygot; HET = Heterozygot; R = Pearson-

Korrelationskoeffizient; *P < 0,05; ***P < 0,001. 

 

Um auch Veränderungen außerhalb der festgelegten Zielvolumina zu detektieren, 

wurden zusätzlich statische parametrische voxelbasierte Vergleiche mittels SPM 8 

(Statistical Parametric Mapping; Wellcome Department of Cognitive Neurology) 

durchgeführt. Cluster mit signifikant höherer Tracer Aufnahme sowohl von [18F]-

florbetaben also auch von [18F]-GE-180 waren in homozygoten APP-NL-G-F Mäusen 

bereits ab einem Alter von 5 Monaten zu beobachten. β-Amyloid-Ablagerungen zeigten 

sich hierbei primär ausschließlich im Bereich des linksseitigen Thalamus und später im 

Alter von 10 Monaten zusätzlich im linksseitigen Cortex (Abb. 5).  
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Abbildung 5: Voxelbasierte Analysen der Aβ- und TSPO-Tracer Aufnahme im Gruppenvergleich von homozygoten 

(HOM) und heterozygoten (HET) APP-NL-G-F Tieren mit altersgleichen Wildtypen zu verschiedenen 

Alterszeitpunkten. Coronale Schnitte sind auf einen MRT-Atlas des Mausgehirns überlagert. mo = Monate.  

Der T-Score kennzeichnet die Abweichung vom Wildtyp-Kollektiv, ein T-Score > 3,5 entspricht dabei einem 

Signifikanzniveau p < 0,001 (unkorrigiert für multiples Testen). 

 

Insgesamt wurde ersichtlich, dass das untersuchte knock-in Modell im Vergleich zu 

transgenen Mausmodellen eine niedrigere [18F]-florbetaben Aufnahme in Relation zu 

einer stark erhöhten [18F]-GE-180 Aufnahme aufweist. Dies wurde darauf 

zurückgeführt, dass im Mausmodell APP-NL-G-F ein niedrigerer Anteil des [18F]-

florbetaben-affinen fibrillären β-Amyloid in den Plaques gebildet wird. Histochemische 

Analysen mittels der für fibrilläres β-Amyloid spezifischen Fluoreszenzfärbung 

Methoxy-X04 und immunhistochemische Analysen mit Hilfe der Gesamt-β-Amyloid 
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(fibrilläres + nicht-fibrilläres β-Amyloid) nachweisenden Fluoreszenzfärbung NAB228 

(Santa Cruz) konnten dies bestätigen (Abb. 6).  

 

 

 

Abbildung 6: A:  Geringer Anteil von fibrillärem Aβ (blau, Methoxy-X04) an den gesamten Aβ-Plaques (rot, 

NAB228). B: Graphische Darstellung der mittleren Methoxy-X04 und NAB228 Fluoreszenz-Intensität an den 

Rändern der Aβ-Plaques. a.u = Absolutwerte. 

 

Im Anschluss an die finalen PET Akquisitionen konnten Verhaltenstests mit Hilfe eines 

Morris-Wasserlabyrinths durchgeführt werden. 10 Monate alte homozygote APP-NL-
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G-F Mäuse wiesen dabei eine signifikant verlängerte Fluchtlatenz im Vergleich zum 

altersgleichen Wildtyp-Kollektiv auf.  

Diese verminderte räumliche Lernfähigkeit steht in einem signifikanten Zusammenhang 

mit einer erhöhten kortikalen [18F]-GE-180 Aufnahme. Die Ergebnisse der 

abschließenden (immun)histochemischen und biochemischen Analysen zeigten bei 

den homozygoten knock-in Mäusen stärker pathologische Werte im Vergleich zum 

heterozygoten Genotyp und den Wildtypen (Tab. 1). 

 

Genotyp (Alter = 10 Monate) 
APP-NL-G-F 

Wildtyp 
Homozygot Heterozygot 

 
Biochemie 

 
Aβ40 (µg/g) 

  
 
0,3 ± 0,1***       

 

(n=8) 

 
< 0,1  

 

(n=14) 

 
< 0,1 

 

(n=4) 

Aβ42 (µg/g)   96,9 ± 23,7***  (n=8) 17,6 ± 4,6 (n=14) 0,3 ± 0,2  (n=3) 

sTrem2 (ng/ml)   39,5 ± 4,7***     (n=8) 11,7 ± 2,3  (n=14) 9,5 ± 1,7 (n=4) 

                 

 
         

(Immun)- 
Methoxy-X04 (%)  

CTX 1,3 ± 0,3** (n=4) 0,4 ± 0,3  (n=5) Keine Werte  

HIP 1,4 ± 0,1*** (n=5) 0,1 ± 0,1 (n=5) Keine Werte  

histochemie 
Iba1 (%) 

CTX 8,5 ± 2,2* (n=5) 5,1 ± 1,3  (n=5) 4,3 ± 0,9  (n=4) 

HIP 10,0 ± 2,0*** (n=5) 3,3 ± 1,1  (n=5) 2,4 ± 0,8  (n=4) 

                  

Verhalten  
Fluchtlatenz   

29,4 ± 16,8* (n=11) 20,1 ± 11,7 (n=14) 14,3 ± 4,7  (n=3) 
zur Plattform (s)   

 

 

Tabelle 1: Finale multimodale Messwerte homozygoter und heterozygoter APP-NL-G-F Mäuse sowie von 

Wildtypen. CTX = Cortex; HIP = Hippocampus; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. 

 

Zuletzt wurden zwischen allen in dieser Arbeit bestimmten Parametern 

Korrelationsanalysen durchgeführt. Dabei zeigten die terminalen multimodalen 

Messwerte exzellente Korrelationen mit den erhobenen SUVR Werten (Alter 10 

Monate) (Abb. 7). 
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Abbildung 7: Korrelationsanalysen aller terminalen Messparameter. MWM = Morris-Wasserlabyrinth; CTX = 

Cortex; HIP = Hippocampus; R = Pearson-Korrelationskoeffizient; rs = Spearman-Korrelationskoeffizient; µPET = 

Kleintier PET; HOM = Homozygot; HET = Heterozygot; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. 

 

Insgesamt wurde ersichtlich, dass die Amyloid- und TSPO-PET Bildgebung bei 

homozygoten APP-NL-G-F Mäusen erfolgreich zum Monitoring der β-Amyloid-

Pathologie und der Neuroinflammation eingesetzt werden kann. Insbesondere in 

Kombination mit Verhaltenstests lässt sich eine gute Eignung des knock-in Modells für 

zukünftige longitudinale, mittels Amyloid- und TSPO-PET durchgeführte 

Medikamentenstudien ableiten. 
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2.2 Asymmetrie der fibrillären Plaque-Last in Amyloid Mausmodellen  

Statische parametrische voxelbasierte Vergleiche im Mausmodell APP-NL-G-F wiesen 

auf eine linksseitig betonte asymmetrische zerebrale fibrilläre β-Amyloid-Pathologie 

hin. In Zusammenschau mit häufigen Beobachtungen dieses Phänomens in der 

klinischen Diagnostik, ergab sich die Grundlage für eine weitere wissenschaftliche 

Arbeit. Mittels [18F]-florbetaben Amyloid-Kleintier PET sollte das asymmetrische 

Auftreten von β-Amyloid-Plaques in Amyloid Mausmodellen untersucht werden.  

Mit Hilfe einer Querschnittsstudie wurden insgesamt 523 Amyloid-Kleintier PET Scans 

der transgenen Mausmodelle APP/PS1, PS2APP, APP-SL70 und APPswe sowie des 

knock-in Modells APP-NL-G-F auf das Vorliegen einer asymmetrischen 

Neuropathologie analysiert. 27 Amyloid-PET Scans von Wildtypen dienten als 

Kontrollmaterial. Alle Rohdaten der PET Scans stammten aus vorherigen internen 

Studien und wurden für diese wissenschaftliche Arbeit standardisiert aufbereitet. Zur 

Berechnung von SUVR Werten erfolgte zunächst die Normalisierung der 

Emissionsdateien. Die weiße Substanz diente dabei als Referenzregion für die 

transgenen Mausmodelle, das periaquäduktale Grau als Pseudoreferenzregion für das 

knock-in Modell APP-NL-G-F. Als Zielvolumina wurden jeweils bilaterale Regionen im 

Bereich des Vorderhirns definiert. Die Detektion der Asymmetrie erfolgte mittels 

Berechnung des Asymmetrie-Index (AI) für die Radiotracer Aufnahme in die jeweilige 

Vorderhirnhemisphäre mit folgender Formel:  

AI (%) = 200 × (L – R) / (L + R). 

Zunächst mussten für den AI Schwellenwerte definiert werden, ab welchen Amyloid -

PET Scans als links- oder rechts-asymmetrisch bewertet werden können. Hierfür wurde 

jeweils das 95% und 99% Konfidenzintervall (KI) der AI der 27 Amyloid-PET Scans von 

Wildtypen berechnet (95%-KIWT; 99%-KIWT). Befand sich der AI eines [18F]-florbetaben 
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Scans der Amyloid Mausmodelle außerhalb der zuvor definierten Konfidenzintervalle, 

wurde dieser als moderat (>/< 95%-KIWT) oder als stark (>/< 99%-KIWT) asymmetrisch 

eingestuft.  

Insgesamt zeigten dabei 40% (21% links; 19% rechts) der ausgewerteten Amyloid -

PET Scans eine moderate und 30% (14% links; 16% rechts) eine stark asymmetrische 

[18F]-florbetaben Aufnahme ins Gehirn. Eine signifikante altersunabhängige 

Prädominanz der β-Amyloid-Ablagerungen konnte bei PS2APP Mäusen in der linken 

Hemisphäre und bei APPswe Mäusen in der rechten Hemisphäre nachgewiesen 

werden (Abb. 8). 

 

 

Abbildung 8: Asymmetrie der Aβ-Ablagerungen in Amyloid Mausmodellen. Darstellung der Asymmetrie Indizes 

aller 523 Aβ-PET Scans als Forest-Plot. Exemplarische SUVR Bilder mit Darstellung einer rechtsseitigen (APPswe) 

und einer linksseitigen Asymmetrie (APP/PS1).  KI = Konfidenzintervall; WT = Wildtyp. 
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Im nächsten Schritt wurde überprüft, ob ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten 

relevanter Asymmetrien (|AI| > 95%-KIWT) und dem Alter der β-Amyloid 

akkumulierenden Mäuse besteht. Korrelationsanalysen konnten dabei bei keinem der 

fünf untersuchten Amyloid Mausmodelle eine signifikante Altersabhängigkeit 

nachweisen (Abb. 9). 

 

 

 

Abbildung 9: Altersabhängigkeit asymmetrischer Aβ-Ablagerungen. Absolutwerte der Asymmetrie Indizes (|AI|) 

aller Aβ-PET Scans wurden separat für jedes Mausmodell in Abhängigkeit des Alters gesetzt. Symmetrische Werte 

(|AI| < 95%-KIWT; graue Fläche) wurden für die Korrelationsanalysen exkludiert. mo = Monate; R = Pearson-

Korrelationskoeffizient. 

 

Typischerweise wird in präklinischen Studien für histologische und biochemische 

Analysen je eine Maushirnhemisphäre exploriert. Das häufige Auftreten von β-Amyloid-

Asymmetrien in den untersuchten Amyloid Mausmodellen könnte dabei zu einer 
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erhöhten Varianz in den Messparametern führen. Mittels Korrelationsanalysen konnte 

ein signifikanter Zusammenhang zwischen erhöhten Variationskoeffizienten des SUVR 

und einer häufig auftretenden β-Amyloid-Asymmetrie in nach Alter sortierten Gruppen 

von Amyloid Mäusen nachgewiesen werden (Abb. 10 A). Fallzahlanalysen mittels 

G*Power (Version 3.1.9.2) konnten aufzeigen, dass für einen gewünschten 

Therapieeffekt von 5% die benötigte Stichprobenzahl bei kombinierter Quantifizierung 

des SUVR  aus beiden Hirnhemisphären  niedriger ist, als bei einer Quantifizierung des 

SUVR aus Einzel-Hemisphären (Abb. 10 B und C). Daraus lässt sich schlussfolgern, 

dass bei histologischen und biochemischen Untersuchungen einzelner 

Hirnhemisphären höhere Fallzahlen benötigt werden als im Vergleich zur kombinierten 

Analyse beider Hemisphären, wie es die PET ermöglicht. 

 

 

 

Abbildung 10: A: Zusammenhang zwischen erhöhten Variationskoeffizienten (CoV) des SUVR und einer häufig 

auftretenden Aβ-Asymmetrie in nach Alter sortierten Gruppen von Amyloid Mäusen.  B und C: Benötigte Fallzahlen 

als eine Funktion der statistischen Power für den Vergleich zwischen der kombinierten Quantifizierung des SUVR 

aus beiden Hirnhemisphären  und der Quantifizierung des SUVR aus Einzel-Hemisphären. R = Pearson-

Korrelationskoeffizient. 

 

Abschließend wurden in dieser Arbeit Korrelationsanalysen zwischen den Asymmetrie 

Indizes von jeweils 136 Amyloid- und TSPO-Kleintier PET Scans der Amyloid 
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Mausmodelle APP/PS1, PS2APP, APP-SL70 und APP-NL-G-F durchgeführt. In jedem 

der vier untersuchten Modelle konnte dabei ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

asymmetrischer β-Amyloid-Pathologie und einer ipsilateralen Neuroinflammation 

nachgewiesen werden (Abb. 11). 

 

 

 

Abbildung 11: Zusammenhang zwischen asymmetrischen Aβ-Ablagerungen und ipsilateraler mikroglialer 

Aktivierung. Korrelationen zwischen den Asymmetrie Indizes (AI) von Aβ- und TSPO-PET in den Mausmodellen 

APP/PS1, PS2APP, APP-SL70 und APP-NL-G-F zeigten eine kongruente Asymmetrie für beide Biomarker. PAG = 

Periaqueduktales Grau; WM = Weiße Substanz; R = Pearson-Korrelationskoeffizient. 

 

Zusammengefasst lässt sich festhalten, dass fast ein Drittel aller untersuchten Amyloid 

Mäuse eine stark asymmetrische β-Amyloid-Pathologie aufwiesen. Dies sollte bei der 

Planung zukünftiger präklinischer Studien mitberücksichtigt werden. Insbesondere bei 

ex vivo Untersuchungen einzelner Hirnhemisphären könnten sich Asymmetrien als 

potentielle Störfaktoren bemerkbar machen. Eine fehlende Altersabhängigkeit des 
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Auftretens relevanter β-Amyloid-Asymmetrien lässt vermuten, dass der Entstehung 

einer lateralisierten β-Amyloid-Pathologie genetische Faktoren unterliegen. Der 

signifikante Zusammenhang zwischen asymmetrischer fibrillärer Plaque-Last und 

ipsilateraler Neuroinflammation bestärkt die gängige Hypothese, dass die Migration 

und Aktivierung von Mikroglia als immunologische Antwort auf zerebrale β-Amyloid-

Ablagerungen erfolgt. 
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3. Zusammenfassung  

Die nicht physiologische Überexpression des β-Amyloid (Aβ) Vorläufer Proteins (engl.: 

Amyloid Precursor Protein, APP) in den bisher etablierten transgenen Amyloid-

Mausmodellen der Alzheimer Erkrankung kann in präklinischen Studien zu potenziellen 

Störfaktoren führen. Das neue Mausmodell APP-NL-G-F enthält ein mutiertes knock-in 

Konstrukt, wodurch es möglicherweise ein verbessertes Modell der Alzheimer 

Krankheit für β-Amyloid-fokussierte Behandlungsstudien darstellt. Ziel dieser 

Doktorarbeit war es, die serielle Kleintier Positronen-Emissions-Tomographie (PET) 

der β-Amyloidose und Neuroinflammation bei APP-NL-G-F-Mäusen für zukünftige 

Therapieüberwachungsstudien zu etablieren und zu validieren. 

Asymmetrien der β-Amyloid-Plaque-Last sind ein bekanntes Phänomen bei klinischen 

PET-Untersuchungen der Alzheimer Krankheit, wohingegen sie in Amyloid 

Mausmodellen bisher nicht genauer untersucht wurden. Daher ergab sich als zweites 

Ziel dieser Doktorarbeit Asymmetrien der β-Amyloid Pathologie in Amyloid 

Mausmodellen durch Amyloid-Kleintier PET zu untersuchen. Zusätzlich wurde 

überprüft, ob diese Asymmetrien mit einer mikroglialen Aktivierung assoziiert sind. 

 
41 APP-NL-G-F-Mäuse (20 Homozygote und 21 Heterozygote) und 12 altersgleiche 

Wildtypen wurden im Alter von 2,5 bis 10 Monaten mittels [18F]-florbetaben Amyloid-

PET und [18F]-GE-180 18-kDa Translokatorprotein (TSPO)-PET in einem 

longitudinalen Studiendesign untersucht. Für Amyloid- und TSPO-PET wurden relative 

Standard-Aufnahmewerte (engl.: Standardized-Uptake-Value-Ratio, SUVR) für Cortex 

und Hippocampus berechnet. Die voxelweise Analyse der SUVR-Bilder erfolgte mittels 

statistisch parametrischem Mapping. Alle Mäuse durchliefen nach ihrem letzten PET 

Scan einen Test für die räumliche Lernfähigkeit mit Hilfe eines Morris-

Wasserlabyrinths. Die abschließende Quantifizierung von fibrillärem β-Amyloid und 
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aktivierter Mikroglia durch (Immun)histochemie und Biochemie diente zur Validierung 

der PET Ergebnisse. 

Im Rahmen der zweiten wissenschaftlichen Arbeit wurden 523 Amyloid-PET Scans von 

fünf verschiedenen Amyloid Mausmodellen (APP/PS1, PS2APP, APP-SL70, APP-NL-

G-F und APPswe) zusammen mit 136 TSPO-PET Scans zum Nachweis mikroglialer 

Aktivierung im Rahmen einer Querschnittsstudie analysiert. Alle PET-Rohdaten 

stammten aus früheren internen Studien und wurden für diese Arbeit neu aufbereitet. 

Zwei bilaterale Zielvolumina im Bereich des Vorderhirns wurden für die Berechnung 

von SUVRs verwendet. Bei transgenen Mausmodellen diente die weiße Substanz als 

Referenzregion, bei dem knock-in Modell APP-NL-G-F wurde das periaquäduktale 

Grau als Pseudoreferenzregion gewählt. Aus der unterschiedlichen Traceraufnahme in 

die jeweiligen Hirnhemisphären wurde der Asymmetrie Index berechnet. Die 

hochgerechneten erforderlichen Stichprobengrößen wurden zwischen Analysen 

einzelner und kombinierter Hirnhemisphären verglichen. Abschließend erfolgten 

Korrelationsanalysen zwischen den Amyloid-PET Asymmetrie Indizes und den TSPO-

PET Asymmetrie Indizes. 

 
Die ubiquitäre Amyloid-Pathologie im Gehirn der APP-NL-G-F Mäuse erschwerte die 

Verwendung von zuvor etablierten Referenzregionen, wie dem Kleinhirn oder der 

weißen Substanz. Unter Verwendung einer Varianzanalyse für beide PET-Tracer 

zusammen mit (immun)histochemischen Analysen erwies sich das periaqueduktale 

Grau im Mesencephalon als eine geeignete Pseudo-Referenzregion für beide Tracer. 

Homozygote APP-NL-G-F-Mäuse wiesen in einem Altersintervall von 7,5 Monaten (10 

Monate vs. 2,5 Monate) für Amyloid- (+9,1%; +3,8%) und TSPO-PET (+19,8%; 

+14,2%) ansteigende SUVRs im Cortex und Hippocampus auf (alle P < 0,05). 

Heterozygote APP-NL-G-F-Mäuse zeigten keine signifikanten Veränderungen mit 
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zunehmendem Alter. Ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen den Amyloid- 

und den TSPO-PET Ergebnissen wurde sowohl im Cortex (R = 0,64; P < 0,001) als 

auch im Hippocampus (R = 0,48; P < 0,05) beobachtet. Erste signifikante Cluster von 

β-Amyloid-Ablagerungen und mikroglialer Aktivierung konnten bei homozygoten 

Mäusen im Alter von 5 Monaten mittels der sensitiveren voxelweisen Analyse detektiert 

werden. (Immun)histochemische Analysen zeigten in den Plaques von APP-NL-G-F-

Mäusen im Vergleich zu anderen transgenen Amyloid Mausmodellen einen geringeren 

Anteil an fibrillärem β-Amyloid. Bei 10 Monate alten homozygoten APP-NL-G-F-

Mäusen war die Fluchtlatenzzeit im Wasserlabyrinth im Vergleich zu Wildtypen 

signifikant erhöht und ging mit einer erhöhten kortikalen TSPO-Radiotracer Aufnahme 

einher. Die terminalen (immun)histochemischen und biochemischen Messparameter 

korrelierten stark mit den erhobenen PET-Daten. 

Zur Detektion relevanter Asymmetrien erfolgte zunächst die Definition von 

Schwellenwerten auf der Grundlage von PET-Messungen bei Wildtypen. Mittels dieser 

Methodik wurden in mindestens 30% aller untersuchten Amyloid Mausmodelle stark 

asymmetrische β-Amyloid-Ablagerungen identifiziert, jedoch mit unterschiedlichem 

Ausmaß und unterschiedlicher Prädilektion der Lateralisation. Asymmetrien waren mit 

einer höheren Varianz der Traceraufnahme in den einzelnen Hemisphären verbunden. 

Dies resultierte in einer höheren erforderlichen Stichprobengröße für die Analyse 

einzelner Hemisphären im Gegensatz zur kombinierten Messung beider 

Hirnhemisphären. In keinem der untersuchten Amyloid Mausmodelle konnte ein 

Zusammenhang zwischen asymmetrischer β-Amyloid-Verteilung und dem Alter der 

Tiere nachgewiesen werden. In ähnlich starkem Ausmaß (alle R > 0,385, alle P < 0,05) 

korrelierte die Lateralisation der Amyloid-PET Daten mit der Lateralisation der TSPO-

PET Daten in vier untersuchten Amyloid Mausmodellen. 
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Die Bildgebung von APP-NL-G-F-Mäusen mittels Amyloid- und TSPO-PET wird durch 

eine ubiquitär zerebrale β-Amyloid-Pathologie und eine relativ geringe Fibrillarität der 

β-Amyloid-Plaques erschwert. Unter Verwendung des periaqueduktialen Graus als 

Pseudo-Referenzregion ist diese jedoch erfolgreich durchführbar. Die Progression der 

Alzheimer Neuropathologie kann durch die serielle [18F]-florbetaben und [18F]-GE-180 

PET in homozygoten APP-NL-G-F-Mäusen sensitiv detektiert werden, während beim 

heterozygoten  Genotyp nur geringfügige Veränderungen nachweisbar sind. Die 

kombinierte Anwendung der PET zusammen mit Verhaltenstests im neuen knock-in 

Alzheimer Mausmodell APP-NL-G-F stellt eine vielversprechende Methode zur 

präklinischen Evaluierung neuer Therapeutika dar. 

Asymmetrien der fibrillären Plaque-Neuropathologie konnten in Amyloid Mausmodellen 

mit einer hohen Häufigkeit nachgewiesen werden. Dieses Phänomen muss bei der 

Planung und Gestaltung präklinischer Studien berücksichtigt werden, insbesondere 

wenn einzelne Hemisphären mit ex vivo Methoden untersucht werden. Die fehlende 

Altersabhängigkeit der asymmetrischen β-Amyloid-Verteilung impliziert, dass 

genetische Faktoren bei der Entwicklung einer lateralisierten β-Amyloidose bei 

Alzheimer Mausmodellen zugrunde liegen. Eine begleitende Asymmetrie der 

mikroglialen Aktivierung weist auf eine neuroinflammatorische Komponente bei der 

Prädominanz der fibrillären Amyloidose in der jeweiligen Hemisphäre hin. 

 

4. Summary   

Overexpression of β-amyloid (Aβ) precursor protein (APP) in previously established 

transgenic amyloid mouse models of Alzheimer's disease may lead to potential 

confounders in preclinical studies. The new mouse model APP-NL-G-F contains a 

mutated knock-in construct, potentially making it an improved model of Alzheimer's 
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disease for β-amyloid-focused treatment studies. The aim of this dissertation was to 

establish and validate serial small animal positron emission tomography (PET) imaging 

of β-amyloidosis and neuroinflammation in APP-NL-G-F mice for future therapy 

monitoring trials. 

Asymmetries of β-amyloid plaque burden are a well-known phenomenon in clinical PET 

studies of Alzheimer's disease, whereas they have not been studied in detail in amyloid 

mouse models. Therefore, the investigation of asymmetries of β-amyloid pathology in 

amyloid mouse models by amyloid small animal PET, arose as a second objective of 

this dissertation. Furthermore, experiments of the thesis examined whether these 

asymmetries are associated with microglial activation. 

 
41 APP-NL-G-F mice (20 homozygous and 21 heterozygous) and 12 age-matched 

wild-type animals were studied from 2.5 to 10 months of age by [18F]-florbetaben 

amyloid PET and [18F]-GE-180 18-kDa translocator protein (TSPO) PET in a 

longitudinal study design. Target-to-reference-tissue standardized uptake value ratios 

(SUVRs) were calculated for amyloid and TSPO PET for cortex and hippocampus. 

Statistical parametric mapping was used to perform voxelwise analysis of SUVR 

images. All mice underwent a spatial learning ability test using a Morris water maze 

after their final PET scan. Validation of the PET results took place by means of terminal 

quantification of fibrillar β-amyloid and activated microglia by (immuno)histochemistry 

and biochemistry. 

To accomplish the second aim of the thesis, 523 amyloid PET scans of five different 

amyloid mouse models (APP/PS1, PS2APP, APP-SL70, APP-NL-G-F and APPswe) 

together with 136 TSPO PET scans for microglial activation were analyzed cross-

sectionally. All raw PET data originated from previous in-house studies and were 

reprocessed in standardized way for this study. Two bilateral volumes of interest in the 
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somatomotor cortex were used for calculation of the forebrain–to–white matter SUVR 

(transgenic mouse models) or the forebrain–to–periaqueductal gray SUVR (knock-in 

mouse model). The asymmetry index was calculated from the difference in tracer 

uptake in the respective brain hemispheres. Extrapolated required sample sizes were 

compared between analyses of single and combined cerebral hemispheres. 

Asymmetry indices of amyloid PET were analyzed in correlation with TSPO PET 

asymmetry indices.  

 
The widespread amyloid pathology in the brain of APP-NL-G-F mice made it difficult to 

use previously established reference regions, such as the cerebellum or white matter. 

Using analysis of variance for each PET tracer together with (immuno)histochemical 

analyses, the periaqueductal gray in the mesencephalon proved to be a suitable 

pseudo-reference region for each tracer. Homozygous APP-NL-G-F mice showed 

increasing SUVRs in the cortex and hippocampus at an age interval of 7.5 months (10 

months vs. 2.5 months) for amyloid (+9.1%; +3.8%) and TSPO PET (+19.8%; +14.2%) 

(all P < 0.05). Heterozygous APP-NL-G-F mice did not show rising SUVRs with age. A 

significant positive correlation between amyloid and TSPO PET results was observed 

in both cortex (R = 0.64; P < 0.001) and hippocampus (R = 0.48; P < 0.05). First 

significant clusters of β-amyloid deposition and microglial activation were detected in 

homozygous mice at 5 months of age using the more sensitive voxel-wise analysis. 

(Immuno)histochemical analysis revealed a lower fraction of [18F]-florbetaben-affine 

fibrillar β-amyloid in the plaques of knock-in mice compared to other transgenic amyloid 

mouse models. In 10 month old homozygous APP-NL-G-F mice, escape latency in the 

water maze was significantly increased compared with wild-type mice and was 

associated with increased cortical TSPO radiotracer uptake. Terminal 
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(immuno)histochemical and biochemical measurement parameters correlated strongly 

with the collected PET data. 

After defining an asymmetry threshold based on PET measurements in wild-type mice, 

relevant asymmetries of β-amyloid deposition were identified in at least 30% of all 

studied amyloid mouse models, but with different magnitudes and side predilections. 

Asymmetries were associated with higher variance in tracer uptake in each 

hemisphere. This resulted in a higher required sample size for single hemisphere 

analysis as opposed to combined measurement of both cerebral hemispheres. There 

was no significant association between age and asymmetric β-amyloid distribution in 

any amyloid mouse model. Lateralization of amyloid PET was significant correlating 

with contemporaneous TSPO PET data in four investigated amyloid mouse models with 

a similar strong magnitude (all R > 0.385, all P < 0.05).  

 
Imaging of APP-NL-G-F mice by amyloid and TSPO PET is complicated by ubiquitous 

cerebral β-amyloid pathology and low fibrillarity of β-amyloid plaques. However, using 

the periaqueductal gray as a pseudo-reference region, it is successfully feasible. 

Progression of AD neuropathology can be sensitively detected by serial [18F]-

florbetaben and [18F]-GE-180 PET in homozygous APP-NL-G-F mice, whereas only 

minor changes are detectable in the heterozygous genotype. The combined use of PET 

together with behavioral testing in the new knock-in Alzheimer mouse model APP-NL-

G-F represents a promising method for preclinical evaluation of new therapeutics. 

Asymmetries of fibrillar plaque burden were detected with a high frequency in amyloid 

mouse models. This phenomenon is neglected in most current studies on amyloid mice 

and calls for consideration in the planning and design of preclinical trials, especially 

when only one hemisphere is investigated by methods ex vivo. The lack of age 

dependency on asymmetric β-amyloid distribution implies that genetic factors underlie 
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the development of lateralized amyloidosis in Alzheimer model mice. Concomitant 

asymmetries of microglial activation suggest a neuroinflammatory constituent in the 

predominance of fibrillary amyloidosis in each hemisphere. 
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