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1. Einfihrung

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 zukinftig zu einer enormen
soziobkonomischen Belastung der Gesundheitssysteme kommen (Ziegler-Graham,
Brookmeyer et al. 2008). Angesichts dieser ernstzunehmenden epidemiologischen
Prognose werden praventive Arzneimittel dringend bendétigt. Bisher konnten aber
lediglich symptomatische Therapeutika in Form von Acetylcholinesterasehemmern und
NMDA-Antagonisten etabliert werden, welche die Progression der Erkrankung nur
geringfigig verzogern (Schneider 2013). Hinsichtlich krankheitsmodifizierender
Medikamente konnte die Pharmaindustrie jedoch trotz einer hohen Anzahl
vielversprechender Arzneimittelkandidaten bisher keine  Arzneimittelzulassungen
erreichen (Pardridge 2020). Zul et zt befand sich der -
Amyloid) gerichtete monoklonale Antikdrper Aducanumab in den USA kurz vor einer
moglichen Zulassung. Jedoch konnte nur in einer von zwei grof3 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
Arzneimittel beh°rde AFood and Drug Ad
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 konnen viele Ursachen zu Grunde liegen. Hierzu zahlen beispielsweise
falsch gewahlte Zeitpunkte therapeutischer Interventionen. Studien an Inhibitoren des
Enzyms Beta-Sekretase 1 (BACE1l) 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 prazisen Biomarkern zur Evaluation praklinischer und Kklinischer
Medikamentenstudien. Dies wurde in Phase-IlI-Studien zum anti-b-Amyloid Antikdrper
Bapineuzumab ersichtlich, wobei weder die in-vitro Quantifizierung der
Liguorkonzentration von phosphoryliertem Tau-Protein, noch die in-vivo
Quanti fi zi émyoid gnittelsg'hC]-Fittsburgh Compound B (PiB) Amyloid-
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) als verlasslicher Screening-Parameter
geeignet war (Salloway, Sperling et al. 2014).

Um geeignete Biomarker und letztlich potentiell krankheitsmodifizierende Medikamente
zu erproben, spielen praklinische 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 friihe Gedachtnisdefizite gekennzeichnet,
gefolgt von einem Riickgang 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
umf asst die AkkAmull aitd o(hAbBr)o nz b-Amyloid-Plagpes,] | ul 2 r
hyperphosphoryliertem Tau-Protein zu intrazellularen Neurofibrillen-Blindeln sowie die

Aktivierung mehrerer neuroinflammatorischer Signalkaskaden, gefolgt von dem Verlust



neuronaler Zellen hauptsachlich in der Grof3hirnrinde und im Hippocampus (Braak and

Braak 1991, Querfurth and LaFerla 2010). -Amyloid entsteht aus der Proteolyse des
Amyloid-Vorlauferproteins (engl.: Amyloid Precursor Protein, APP) durch die

aufeinand er f ol genden enzymati sch&€mrkr rSeptad seaun g @ |
Sekretase (Querfurth and LaFerla 2010). Die beiden wichtigsten Isoformen sind
einerseits das zur Aggregation neigende Ab42
ein neuroprotektiver Effekt vermutet wird (Kim, Onstead et al. 2007, Nilsson, Saito et

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

Ak kumul at rtAmyloidwelohesbspontan zu Fibrillen aggregieren kann. Diese

Fibrillen wiederum bilden die unldslichen faserartigen Anteile der fortgeschrittenen,
kompakten P-Anaylgid ekann jedoch auch zu I6slichen Oligomeren
aggregieren, di e wi eder um zAmyloid-Aggrégaten, i nt
verschmel zen. L°sl i che OIl-Angladggregateugealtdn aisnt e r me
die neurotoxisch st e n  F o r pAmyloid (Querfurth and LaFerla 2010). Im Gehirn

befinden sich phagozytierende Zellen, sogenannte Mikroglia, welche Infektionen,
besch2adigte Zellen oder t oxi sAmylederkddrehumd i al w
aus dem Gehirn entfernen konnen. Aktivierte Mikroglia exprimieren bestimmte

Zel |l oberfl @chenrezeptoren, um de nAm@didbza u und
ferdern. Bei spi el sweise agiert der ATrigger:i
(Trem2) als Mediator und Biomarker des phagoz yt i schen AbAmglaids Vv on
(Heneka, Carson et al. 2015). Mutationen in mikroglialen Alzheimer Risikogenen wie

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

Pat hogenese der Al zhei mer Er kr aniAmytoglundda si ¢
somit die Fibrill a-Amylbi8-RPlaques beeifflosgen Cuyvetstandd er b

Sleegers 2016, Parhizkar, Arzberger et al. 2019). In einer kirzlich erschienen



praklinischen Studie konnte zudem gezeigt werden, dass insbesondere dichte, fibrillare
Plagues zu einer verstarkten Migration von krankheitsspezifischer Mikroglia fihren,
welche eine reduzierte phagozytare 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 Al zhei mer @s Associati on ( AA) neue
Erkrankung publiziert. Dabei sind nicht mehr Kklinische Symptome wie
Orientierungslosigkeit oder Ged&chtnisverlust im Verbund mit neuropsychologischen
Testbatterien diagnostisch entscheidend, sondern zunehmend die Biomarker-
Information von Relevanz. Wegweisend ist dabei die immunchemische Quantifizierung
v 0 n-Anfyloid und phosphoryliertem Tau-Protein im Liquor cerebrospinalis (engl.:
Cerebrospinal fluid, CSF) oder im Blutplasma. Zu weiteren CSF- und
Plasmabiomarkern zahlen 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 kénnen Zeichen der
Neurodegeneration mittels struktureller Magnetresonanztomographie (MRT) oder in
der Fluorodeoxyglucose (FDG)-PET erfasst werden. Zusatzlich ist es mdglich,
krankheitstypische Abl agerungen in For
Amyloid mittels PET zu detektieren.(Jack, Bennett et al. 2018, Palmqvist, Insel et al.
2019).

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

Jahrzehnte der Schwerpunkt der Alzheimer-Forschung auf die Charakterisierung der

Krit



frihen Stadien der Erkrankung fokussiert (Sepulcre, Sabuncu et al. 2013).

| nsbesonder e di e i n v i yvAmyloi@Q e rHiife folekulaser u n g

Bildgebung mittels PET konnte eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
krankheitsmodulierender Medikamente  spielen, initial zur  fruhzeitigen
Diagnosesicherung und sekundar zur Evaluation eines Therapieansprechens. Der
erste zugelassene Amyloid-Radiotracer [''C]-Pittsburgh Compound B (PiB) bindet
sel ekt i v anrAmylaoidphatijebdcnur eine rdbativ kurze Halbwertszeit von 20
min. Dadurch beschrankt sich sein Einsatz auf Zentren mit unmittelbarer Anbindung an
ein Zyklotron (Fodero-Tavoletti, Brockschnieder et al. 2012). Folglich wurden die [*8F]-
markierten Substanzen ['8F]-florbetapir, [*8F]-flutemetamol und [*®F]-florbetaben mit
einer langeren Halbwertszeit von 110 min erfolgreich in der klinischen Diagnostik
etabliert (Vandenberghe, Van Laere et al. 2010, Clark, Schneider et al. 2011). Fur ['8F]-
florbet aben wird ebenfalls eine ver st-Amylid
beschrieben (Barthel and Sabri 2011).

Des Weiteren ermoéglicht die PET die in vivo Detektion neuroinflammatorischer
Prozesse, die damit eine SchlUsselrolle bei der Testung potenziell anti-
inflammatorischer Interventionen einnimmt. Dafiir verwendet man Radiotracer, die an
das 18-kD-Translokator-Protein (TSPO) binden. Dieses Membranprotein wird an der
auReren Mitochondrienwand aktivierter Mikroglia hoch exprimiert und dient somit als
weiterer Biomarker der Neuroinflammation (Heneka, Carson et al. 2015). Priméar
wurden zunachst ebenfalls [1*C] markierte Substanzen zur molekularen Bildgebung der
Neuroinflammation im Rahmen von Patientenstudien eingesetzt. Haufig verwendet
wurde dabei der Radiotracer [*1C]-PK11195, dessen erhdhte 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 Bindungsaffinitat sowie eine niedrige Bindungsspezifitat fur TSPO,
die wiederum zu einem geringen Signal-Rausch-Verhéltnis fuhrten. Darliber hinaus
ergaben sich die oben beschriebenen logistischen Schwierigkeiten aufgrund der kurzen
Halbwertszeit von [**C] (Edison, Donat et al. 2018). In Folge dessen wurde eine Reihe
neuerer TSPO-Liganden entwickelt. Der Radiotracer [*®F]-GE-180 lieferte dabei die
vielversprechendsten Ergebnisse hinsichtlich der Aufnahme in das Gehirn sowie
hinsichtlich Bindungsaffinitat und Bindungsspezifitat (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 Hirnpermeabilitat und
Bindungsaffinitat eroffnet sich die Madoglichkeit der translationalen Bildgebung
humanpathologischer Phanotypen in genetisch verdnderten Tiermodellen (Zimmer,
Parent et al. 2014). In Bezug auf die Alzheimer Erkrankung erméglicht die Anwendung
von Amyloid- und TSPO-Tracern die Durchfiihrung praklinischer Langsschnittstudien
in Mausmodellen zur in vivo Verlaufsbeurteilung méglicher Arzneimittelinterventionen.
Die Anwendung der PET im Kleintierbereich wird durch speziell konfigurierte PET -
Scanner realisiert. Bereits in den spaten 1990er Jahren wurden die ersten Prototypen
entsprechender PET Systeme getestet. Dabei zeigten sich signifikante Vorteile
hinsichtlich raumlicher Auflosung, Sensitivitat und Bildqualitét. Seit 2000 etablierte sich
eine Vielzahl unterschiedlicher kommerziell nutzbarer Kleintier PET-Scanner, deren
raumliche Auflésung sowie Sensitivitat sich kontinuierlich verbessern (Goertzen, Bao

et al. 2012). Zusatzlich ermdglichen spezielle aus Plexiglas konfigurierte Mehrfach-
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Maushalterungen ein verbessertes 6konomisches Arbeiten, wobei bis zu acht Mause
gleichzeitig gemessen werden kdnnen (Rominger, Mille et al. 2010). Zur Auswertung
der PET Daten erfolgt in préklinischen 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 moglichst pathologiefreies Referenzvolumen. Als zerebrale
Vergleichsregionen ohne spezifische Tracer-Bindung dienten bisher beispielsweise die

weilRe 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 préklinischen Studien (Webster, Bachstetter et al. 2014, Puzzo,
Gulisano et al. 2015). Die Identifikation familiarer Alzheimer (engl.: Familial Alzheimer
Disease, FAD) Mutationen im APP-Gen bildete die Grundlage fiir die Entwicklung einer
Vielzahl transgener Amyloid Mausmodelle (Hardy and Allsop 1991, Hsiao 1998).

Dadurch, dass die genetisch veranderte APP-Sequenz an einer zufalligen Stelle ins

Empfanger-Genom i ntegri eritntwigrrdat( Amadn d oinksaht n

transkriptionsaktiven Bereichen der DNA zu liegen kommen. Die daraus resultierende
APP-Uberexpression fiihrt nach deren Spaltung durch die verschiedenen Sekretasen
ni cht nur zur gew¢ ns c h tAmyloid, sbnelermpaudh dzw \ketem
weiteren Spaltprodukten. Da deren Einfluss auf die Alzheimer Erkrankung noch nicht
ausreichend erforscht ist, kdnnen dabei auch verfalschte Phanotypen entstehen

(Sasaguri, Nilsson et al. 2017).
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Um das Problem der APP-Uberexpression zu umgehen, wurden knock-in Amyloid
Mausmodel |l e der fizweiten Gener at-NLeGaFiwurdent wi c K
zun?2chst di eAmyloidrSequane mifiels eines Austauschs von drei
Aminosauren (G601R, F606Y und R609H) humanisiert. Zusatzlich setzte man drei
FAD-assoziierte Mutationen in den endogenen APP-Lokus ein (Saito, Matsuba et al.
2014): Eine schwedische Mutation (KM595/596NL) , wel c he d-Amyloig-e s a mt e
Produktion erhoht (Citron, Oltersdorf et al. 1992). Eine Beyreuther / Iberische Mutation
(1641F), welche das Verh?2l tnis von Abeh2/ Ab4C
(E618G) , wel che di éAmykigl grdertg(lachtenthaler, Wang et fal.
1999, Tsubuki, Takaki et al. 2003). Abschliel3end wurde dieses gesamte Genkonstrukt
mittels knock-in gezielt in den APP-Genlokus eingefligt. Unter Kontrolle des korrekten
Promotors wird APP in physiologischer Quantitat exprimiert. Homozygote APP-NL-G-
F M2@use zeigen e i n-@&mylbiAkkusmutation eundt etne deaktiveb
mikrogliale  Aktivierung ab einem  Alter von zwei Monaten und
Verhaltensveranderungen in Form einer verringerten raumlichen Lernfahigkeit im Alter
von 8 bis 12 Monaten (Saito, Matsuba et al. 2014, Masuda, Kobayashi et al. 2016).
Neuste Studien konnt en zei gen, dass sich damddd- di e |
Plaques im Vergleich zu transgenen Mausmodellen unterscheidet. Statt kompakter,
[‘8F]-florbetaben-affiner, fibrillarer 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 kdnnen, 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 praklinische Kleintierstudien bereits Uberzeugende quantitative
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Ergebnisse durch die PET Bildgebung liefern. Wahrend zu knock-in Amyloid
Mausmodellen bislang noch keine Ergebnisse vorlagen, konnten diverse transgene
Mausmodelle schon erfolgreich mittels ['8F]-florbetaben Amyloid- und [*®F]-GE-180
TSPO-Kleintier PET untersucht werden. Hierzu z&hlen beispielsweise die Modelle
APP/PS1, PS2APP und APP-SL70. Bei diesen durch eine Uberexpression 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 aul3erdem ein signifikanter Zusammenhang zwischen
b-Amyloid-Ablagerungen und aktivierter Mikroglia gezeigt werden. Darlber hinaus
lieferte die Validierung durch immunhistochemische und zum Teil biochemische
Analysen eine exzellente Korrelation. Standardmafig wurden dabei die M&use nach
dem letzten Nachverfolgungsscan euthanasiert und je eine Hirnhemisphéare fir 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, [‘®F]-florbetaben-af f i ne n, fAmyboid-Plagues rine Mausinodell
APP-NL-G-F, die genannte Methodik erstmals auf ein knock-in Mausmodell zu

Ubertragen.

1.6 Asymmetrisches Auftreten der Neuropathologie bei Alzheimer Krankheit

Bei klinischen PET-Untersuchungen am Menschen wird haufig ein asymmetrisches
Auftreten der Alzheimer Neuropathologie beobachtet. Aufgrund der moglichen
Auswirkung auf den Phanotyp 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 raumliche

14



Vert ei | unAmylod-Blaguesb positiv mit einer ipsilateral asymmetrischen
Neurodegeneration korreliert. Zusatzlich wurde dabei eine linksseitige Pradominanz

d e r-Amgloid-Plagues mit einer signifikant starker ausgepragten Sprachstérung in
Zusammenhang gebracht (Frings, Hellwig et al. 2015). Obwohl es bereits auch erste

Hi nwei se auf ei n a s y mme tAmyladePlaguss inAAnfyloid et e n
Mausmodellen gibt, wurde dieses Phanomen bisher noch nicht systematisch
untersucht (Rominger, Brendel et al. 2013).

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

Kl eintier PET das a s y mmeAmyloiccRiaues irA befrettsr e t e n
etablierten Amyloid Mausmodellen zu untersuchen und eine damit assoziierte
Altersabhangigkeit der Versuchstiere zu eruieren. Dartiber hinaus wurde Uberprift, 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-Uberexpression in bereits etablierten transgenen Amyloid Mausmodellen wird
im Modell APP-NL-G-F mithilfe eines Knock-ins umgangen. Aufgrund der damit
verbundenen Abnahme verfalschender Phanotypen kénnte sich dieses Mausmodell
besonders fur zuklnftige préklinische 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.
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Hierbei wurden gemischtgeschlechtliche Gruppen von homozygoten (N = 20) und
heterozygoten (N = 21) APP-NL-G-F Mausen in einem longitudinalen Versuchsaufbau
zu Studienbeginn (Alter: 2,5 Monate) sowie zu drei spateren Zeitpunkten (Alter: 5
Monate, 7,5 Monate und 10 Monate) unter Verwendung des Amyloid-Tracers ['8F]-
florbetaben und des TSPO-Tracers [*®F]-GE-180 gescannt. Als Kontrollgruppe dienten
Wildtyp-Mause, welche im Alter von 2,5 und 10 Monaten (jeweils N = 6) gescannt
wurden. Nach dem finalen PET Scan durchliefen alle verfigbaren Mause eine kognitive
Testung mit Hilfe eines Morris-Wasserlabyrinths. Nach den Verhaltenstests wurden die
Tiere mittels einer tiefen Betaubung euthanasiert, anschliel3end transkardial perfundiert
und das Gehirn fur die abschlie3enden biochemischen und (immun)histochemischen
Analysen extrahiert. Mindestens vier Hirnhemispharen pro Genotyp wurden fir die
jeweiligen Analysen verwendet, wobei die Auswahl der jeweiligen Hirnhemisphare nach
dem Zufallsprinzip erfol gte. Bi ochemisch W L
besti mmt . Di e -Amyloib-PlaglietL&st wurdeb histochemisch mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Methoxy-X04 (Tocris) nachgewiesen. Die immunhistochemische
Quantifizierung der aktivierten Mikroglia erfolgte durch den Antikorper lIbal (Wako).
Zunachst musste bei der Auswertung der Ergebnisse ein modellspezifisches Problem
geldst werden: Histochemische Analysen konnten eine ubiquitare Plaque-Last im
Gehirn der APP-NL-G-F Mause zeigen. Dadurch war es priméar nicht moglich, die bisher
etablierte weil3e 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 Mausen und Wildtypen konnte schliel3lich das
periaquaduktale 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 M&usen zeigten im Bereich des
periaquaduktalen Graus (PAG) eine geringere mikrogliale Aktivierung (links, Iba-1) sowie wen i g e-Ablagebungen
(rechts, Methoxy-X04) im Vergleich zum Cortex (CTX). Die Eignung des PAG (weiRe Pfeile) als
Pseudoreferenzregion wurde mit voxelbasierten Vergleichen des SUV von TSPO-(unt er st e Rei he,

PET Bildern (unterste Reihe, rechts) zwischen APP-NL-G-F Mausen und Wildtypen (WT) bestatigt.
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Als Zielvolumina wurden der frontale Cortex (CTX) und der Hippocampus (HIP)
gewahlt, welche zur Berechnung des SUVR ins Verhéltnis zu dem als
Referenzvolumen dienende PAG gesetzt wurden (SUVRctxrac; SUVRHippac) (Abb.

2).

CTX

HIP

PAG

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

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

Homozygote APP-NL-G-F Mause 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%; SUVRHiprac +3,8%; Abb. 3 A, C) als auch im TSPO-PET
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(SUVRcTwprac +19,8%; SUVRHIPPAG +14,2%; Abb. 3 B, D). Heterozygote APP-NL-G-F

Méause zeigten wiederum keinen signifikanten SUVR-Anstieg mit zunehmendem Alter.
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Abbildung 3: Al t er s ab h? n giugkTS&PO-Radiowacer Aunahme in den frontalen Cortex (CTX) (A, B)
und in den Hippocampus (HIP) (C, D) von homozygoten (HOM) und heterozygoten (HET) APP-NL-G-F Mausen. mo

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

Daruber 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: Korr el at i on e n-Ablagerungen huach mikfodlialer 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 Veranderungen auf3erhalb der festgelegten Zielvolumina zu detektieren,
wurden zusétzlich statische parametrische voxelbasierte Vergleiche mittels SPM 8
(Statistical Parametric Mapping; Wellcome Department of Cognitive Neurology)
durchgefuihrt. Cluster mit signifikant hoherer Tracer Aufnahme sowohl von ['€F]-
florbetaben also auch von [*F]-GE-180 waren in homozygoten APP-NL-G-F Mausen
bereits ab einem Al ter v ocAmylsid-Ablagerarngenzeigen
sich hierbei primar ausschlie3lich im Bereich des linksseitigen Thalamus und spéater im

Alter von 10 Monaten zusatzlich im linksseitigen Cortex (Abb. 5).
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AB - Kleintier PET TSPO - Kleintier PET

HET HOM HET HOM
SPM
35— 6

T-Score

Abbildung5: Voxel basi ert e -Amdda3PY-Iracer Auframme BnbGruppenvergleich 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 Uiberlagert. mo = Monate.

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

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

Insgesamt wurde ersichtlich, dass das untersuchte knock-in Modell im Vergleich zu
transgenen Mausmodellen eine niedrigere [*8F]-florbetaben Aufnahme in Relation zu
einer stark erhohten ['®F]-GE-180 Aufnahme aufweist. Dies wurde darauf
zurtickgefihrt, dass im Mausmodell APP-NL-G-F ein niedrigerer Anteil des [*®F]-
florbetaben-a f f i n e n fAmblaid ir der? Plagues gébildet wird. Histochemische
Anal ysen mittel s dAenyloid fsperifischfen IFluoreszenzfarkausy

Methoxy-X04 und immunhistochemische Analysen mit Hilfe der Gesamt-b-Amyloid
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(fibrillares + nicht-f i b r i FAmMJoidenachvieisenden Fluoreszenzfarbung NAB228

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

NAB288 Methoxy-X04 Fusioniert

100 —

— NAB228

111111

L

— Methoxy-X04

10

Intensitat (a.u)
1

1 1 11

1

I [ [
0 5 10

Entfernung zum Plaque-Zentrum (um)

Abbildung 6: A : Geringer Ant ei | v on $X04p anidenl gesareten  AMPfaquésb(tota u Met h
NAB228). B: Graphische Darstellung der mittleren Methoxy-X04 und NAB228 Fluoreszenz-Intensitdt an den

R2 nd e r n -Pthques. aAifs Absolutwerte.

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

Morris-Wasserlabyrinths durchgefiihrt werden. 10 Monate alte homozygote APP-NL-
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G-F Mause wiesen dabei eine signifikant verlangerte Fluchtlatenz im Vergleich zum
altersgleichen Wildtyp-Kollektiv auf.

Diese verminderte raumliche Lernféahigkeit steht in einem signifikanten Zusammenhang
mit einer erhohten kortikalen [*¥F]-GE-180 Aufnahme. Die Ergebnisse der
abschlieRenden (immun)histochemischen und biochemischen Analysen zeigten bei
den homozygoten knock-in Mausen starker pathologische Werte im Vergleich zum

heterozygoten Genotyp und den Wildtypen (Tab. 1).

APP-NL-G-F _
Genotyp (Alter = 10 Monate) Wildtyp
Homozygot Heterozygot
A b 4(0Q/9) 0,3 £ 0,1*** (n=8) [<0,1 (=14) | < 0,1 (n=4)
Biochemie A b 4(zyg) 96,9 +23,7** (n=8) (17,6 +4,6 (=14)|0,3+0,2 (n=3)
sTrem2 (ng/mi) 39,5+4,7%* (n=8) [11,7+2,3 (=14)(9,5+1,7 (n=4)

Methoxv-X04 (o cTx|1,3 +0,3** (n=4) (0,4+0,3 (n=5) | Keine Werte
Immun) - HIP |1,4%0, (n=5) 1 £0, (n=5) eine Werte
VAR e 11,4 £ 0,10 01%0,1 Keine W

histochemie cTx|8,5 + 2,2* (n=5) 15,1+1,3 (n=5) 14,3+£0,9 (n=4)
HP |10,0 £ 2,0*** (n=5) |3,3+1,1 (n=5) |2,4+£0,8 (n=4)

Ibal )

Fluchtlatenz

Verhalten 29,4+16,8 (n=11)(20,1 £11,7 (=14 (14,3 +4,7 (n=3)

zur Plattform (s)

Tabelle 1: Finale multimodale Messwerte homozygoter und heterozygoter APP-NL-G-F Mause 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 durchgefuhrt. 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; uPET =

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 M& usen erfol greich -Amnylwd-

Pathologie und der Neuroinflammation eingesetzt werden kann. Insbesondere in
Kombination mit Verhaltenstests lasst sich eine gute Eignung des knock-in Modells fur

zukUnftige longitudinale, mittels Amyloid- und TSPO-PET durchgefiihrte

Medikamentenstudien ableiten.
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2.2 Asymmetrie der fibrilldren Plague-Last in Amyloid Mausmodellen

Statische parametrische voxelbasierte Vergleiche im Mausmodell APP-NL-G-F wiesen
auf eine |linksseitig betont e -Amylgiddatdogie
hin. In Zusammenschau mit h&aufigen Beobachtungen dieses Phanomens in der
klinischen Diagnostik, ergab sich die Grundlage fiur eine weitere wissenschaftliche
Arbeit. Mittels [*®F]-florbetaben Amyloid-Kleintier PET sollte das asymmetrische
Auf t r et -Amylod-Blaguds 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 fiir diese wissenschaftliche Arbeit standardisiert aufbereitet. Zur
Berechnung von SUVR Werten erfolgte zunachst die Normalisierung der
Emissionsdateien. Die weil3e Substanz diente dabei als Referenzregion fur die
transgenen Mausmodelle, das periaquaduktale Grau als Pseudoreferenzregion fur 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 (Al) fur die Radiotracer Aufnahme in die jeweilige
Vorderhirnhemisphéare mit folgender Formel:

Al (%) =200 (LT R)/(L +R).

Zunachst mussten fur den Al Schwellenwerte definiert werden, ab welchen Amyloid -
PET Scans als links- oder rechts-asymmetrisch bewertet werden kénnen. Hierfur wurde
jeweils das 95% und 99% Konfidenzintervall (KI) der Al der 27 Amyloid-PET Scans von

Wildtypen berechnet (95%-Klwt; 99%-Klwr). Befand sich der Al eines [*®F]-florbetaben
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Scans der Amyloid Mausmodelle aul3erhalb der zuvor definierten Konfidenzintervalle,
wurde dieser als moderat (>/< 95%-Klwrt) oder als stark (>/< 99%-KlwT) 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
['®F]-florbetaben Aufnahme ins Gehirn. Eine signifikante altersunabhangige
Pr 2 do mi n a-Amyloid-Ablagerfungen konnte bei PS2APP Mausen in der linken

Hemisphare und bei APPswe Ma&usen in der rechten Hemisphare nachgewiesen

werden (Abb. 8).

&
£ = £ = NN R
XX = -

SRS a2 =2

D1 0 [Te] D

D4y @ <) ) L

- -

S P~

-15% -10% -5% 0% 5% 10% 15%
Asymmetrie-Index (%)

Abbildung 8: Asy mmet r i -AblagesungenArbAmyloid Mausmodellen. Darstellung der Asymmetrie Indizes
al | er -PEZ Scanads Forest-Plot. Exemplarische SUVR Bilder mit Darstellung einer rechtsseitigen (APPswe)

und einer linksseitigen Asymmetrie (APP/PS1). Kl = Konfidenzintervall; WT = Wildtyp.
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Im nachsten Schritt wurde Uberpruft, ob ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten
relevanter Asymmetrien (JAl] > 95%-Klwr) und dem A 1Amydord der
akkumulierenden Mause besteht. Korrelationsanalysen konnten dabei bei keinem der
funf untersuchten Amyloid Mausmodelle eine signifikante Altersabhéngigkeit

nachweisen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Alter sabh&ngi gkei t aAbagamrgenr Absolotiveste derAAsymmetrie Indizes (JAl])
al | eRET 8cans wurden separat fur jedes Mausmodell in Abhangigkeit des Alters gesetzt. Symmetrische Werte
(JAl] < 95%-KlwT; graue Flache) wurden fir die Korrelationsanalysen exkludiert. mo = Monate; R = Pearson-

Korrelationskoeffizient.

Typischerweise wird in praklinischen Studien fir histologische und biochemische
Analysen je eine Maushirnhemi sph2r eAmgoidp!| or i e

Asymmetrien in den untersuchten Amyloid Mausmodellen kdnnte dabei zu einer
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erhohten Varianz in den Messparametern fuhren. Mittels Korrelationsanalysen konnte
ein signifikanter Zusammenhang zwischen erhohten Variationskoeffizienten des SUVR
und einer h?2uf tAgyload#”symmeti¢e in mdheAlter dortierten Gruppen
von Amyloid Mausen nachgewiesen werden (Abb. 10 A). Fallzahlanalysen mittels
G*Power (Version 3.1.9.2) konnten aufzeigen, dass fur einen gewinschten
Therapieeffekt von 5% die benotigte Stichprobenzahl bei kombinierter Quantifizierung
des SUVR aus beiden Hirnhemispharen niedriger ist, als bei einer Quantifizierung des
SUVR aus Einzel-Hemisphéren (Abb. 10 B und C ). Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass bei histologischen und biochemischen Untersuchungen einzelner
Hirnhemispharen hohere Fallzahlen benétigt werden als im Vergleich zur kombinierten

Analyse beider Hemisphéren, wie es die PET ermdglicht.

A 80% B % = c2 =
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Abbildung 10: A: Zusammenhang zwischen erhdhten Variationskoeffizienten (CoV) des SUVR und einer haufig
auf t r et e-AsgmametrieArtnach Alter sortierten Gruppen von Amyloid Mausen. B und C: Bendétigte Fallzahlen
als eine Funktion der statistischen Power fiir den Vergleich zwischen der kombinierten Quantifizierung des SUVR
aus beiden Hirnhemispharen und der Quantifizierung des SUVR aus Einzel-Hemisphdren. R = Pearson-

Korrelationskoeffizient.

Abschliel3end 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 durchgefihrt. In jedem
der vier untersuchten Modelle konnte dabei ein signifikanter Zusammenhang zwischen
asymmet r i-AmylbiceRatholbgie und einer ipsilateralen Neuroinflammation

nachgewiesen werden (Abb. 11).
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Abbildung 11: Zusammenhang zwi s chen -Abalaggrunger tundi ipstatemlar mikrbglialer
Aktivierung. Korrelationen zwi scham TSPORETAsdenmMaesmaedellen
APP/PS1, PS2APP, APP-SL70 und APP-NL-G-F zeigten eine kongruente Asymmetrie fiir beide Biomarker. PAG =

Periaqueduktales Grau; WM = Weil3e Substanz; R = Pearson-Korrelationskoeffizient.

Zusammengefasst lasst sich festhalten, dass fast ein Drittel aller untersuchten Amyloid
M2 use ei ne st ar k-Anylsig-Pathadgie aukviedere Dids sollte bei der
Planung zukunftiger préklinischer Studien mitberticksichtigt werden. Insbesondere bei
ex vivo Untersuchungen einzelner Hirnhemispharen kénnten sich Asymmetrien als

potentielle Storfaktoren bemerkbar machen. Eine fehlende Altersabhangigkeit des
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Auftret ens -AmglbiccAsyanmetreem lasét vermuten, dass der Entstehung
einer | at e+Amyloid-Pathelogte egenetisthe Faktoren unterliegen. Der
signifikante Zusammenhang zwischen asymmetrischer fibrillarer Plaque-Last und
ipsilateraler Neuroinflammation bestérkt die gangige Hypothese, dass die Migration

und Aktivierung von Mikroglia als -Amglodi no |l og|

Ablagerungen erfolgt.
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3. Zusammenfassung

Die nicht physiologi s-&rmywid{ Ay eXprledsien Begst
Amyloid Precursor Protein, APP) in den bisher etablierten transgenen Amyloid-
Mausmodellen der Alzheimer Erkrankung kann in préklinischen Studien zu potenziellen
Storfaktoren fuhren. Das neue Mausmodell APP-NL-G-F enthalt ein mutiertes knock-in
Konstrukt, wodurch es moglicherweise ein verbessertes Modell der Alzheimer

Kr ank hei tAmyldidifakussiérte Behandlungsstudien darstellt. Ziel dieser
Doktorarbeit war es, die serielle Kleintier Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

d e r-Amgloidose und Neuroinflammation bei APP-NL-G-F-Mausen fir zukinftige
Therapietberwachungsstudien zu etablieren und zu validieren.

Asy mmet r i-AmyloidtRlague-hast sind ein bekanntes Phanomen bei klinischen
PET-Untersuchungen der Alzheimer Krankheit, wohingegen sie in Amyloid
Mausmodellen bisher nicht genauer untersucht wurden. Daher ergab sich als zweites

Zi el di eser Dokt or ar b eAmyloid ARathologmee inr Amglaid der
Mausmodellen durch Amyloid-Kleintier PET zu untersuchen. Zusatzlich wurde

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

41 APP-NL-G-F-Méause (20 Homozygote und 21 Heterozygote) und 12 altersgleiche
Wildtypen wurden im Alter von 2,5 bis 10 Monaten mittels ['8F]-florbetaben Amyloid-
PET und [*F]-GE-180 18-kDa Translokatorprotein (TSPO)-PET in einem
longitudinalen Studiendesign untersucht. Fir Amyloid- und TSPO-PET wurden relative
Standard-Aufnahmewerte (engl.: Standardized-Uptake-Value-Ratio, SUVR) fur Cortex
und Hippocampus berechnet. Die voxelweise Analyse der SUVR-Bilder erfolgte mittels
statistisch parametrischem Mapping. Alle Mause durchliefen nach ihrem letzten PET
Scan einen Test fur die raumliche Lernfahigkeit mit Hilfe eines Morris-
Wasserl abyrinths. Di e abschlieCe-Amdybid @dant i f |
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aktivierter Mikroglia durch (Immun)histochemie und Biochemie diente zur Validierung
der PET Ergebnisse.

Im Rahmen der zweiten wissenschatftlichen Arbeit wurden 523 Amyloid-PET Scans von
funf 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 friheren internen Studien und wurden fir diese Arbeit neu aufbereitet.
Zwei bilaterale Zielvolumina im Bereich des Vorderhirns wurden fir die Berechnung
von SUVRs verwendet. Bei transgenen Mausmodellen diente die weil3e Substanz als
Referenzregion, bei dem knock-in Modell APP-NL-G-F wurde das periaquaduktale
Grau als Pseudoreferenzregion gewahlt. Aus der unterschiedlichen Traceraufnahme in
die jeweiligen Hirnhemispharen wurde der Asymmetrie Index berechnet. Die
hochgerechneten erforderlichen Stichprobengrof3en wurden zwischen Analysen
einzelner und kombinierter Hirnhemispharen verglichen. AbschlieBend erfolgten
Korrelationsanalysen zwischen den Amyloid-PET Asymmetrie Indizes und den TSPO-

PET Asymmetrie Indizes.

Die ubiquitare Amyloid-Pathologie im Gehirn der APP-NL-G-F Mause erschwerte die
Verwendung von zuvor etablierten Referenzregionen, wie dem Kleinhirn oder der
weillen Substanz. Unter Verwendung einer Varianzanalyse fur beide PET-Tracer
zusammen mit (immun)histochemischen Analysen erwies sich das periaqueduktale
Grau im Mesencephalon als eine geeignete Pseudo-Referenzregion fiir beide Tracer.
Homozygote APP-NL-G-F-Mause wiesen in einem Altersintervall von 7,5 Monaten (10
Monate vs. 2,5 Monate) fur 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-Mause zeigten keine signifikanten Veranderungen 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
b-Amyloid-Ablagerungen und mikroglialer Aktivierung konnten bei homozygoten
Mausen im Alter von 5 Monaten mittels der sensitiveren voxelweisen Analyse detektiert
werden. (Immun)histochemische Analysen zeigten in den Plaques von APP-NL-G-F-
Mausen im Vergleich zu anderen transgenen Amyloid Mausmodellen einen geringeren
Anteil an -Amyloid.iBeil 10 Menate dten homozygoten APP-NL-G-F-
Mausen war die Fluchtlatenzzeit im Wasserlabyrinth im Vergleich zu Wildtypen
signifikant erh6ht und ging mit einer erhdhten kortikalen TSPO-Radiotracer Aufnahme
einher. Die terminalen (immun)histochemischen und biochemischen Messparameter
korrelierten stark mit den erhobenen PET-Daten.

Zur Detektion relevanter Asymmetrien erfolgte zunachst die Definition von
Schwellenwerten auf der Grundlage von PET-Messungen bei Wildtypen. Mittels dieser
Methodik wurden in mindestens 30% aller untersuchten Amyloid Mausmodelle stark
asymmet r tAsdold-Abladgerungen identifiziert, jedoch mit unterschiedlichem
Ausmald und unterschiedlicher Pradilektion der Lateralisation. Asymmetrien waren mit
einer héheren Varianz der Traceraufnahme in den einzelnen Hemispharen verbunden.
Dies resultierte in einer hoheren erforderlichen StichprobengroRe fir die Analyse
einzelner Hemispharen im Gegensatz zur kombinierten Messung beider
Hirnhemispharen. In keinem der untersuchten Amyloid Mausmodelle konnte ein
Zusammenhang zwi s che rAmgdosdyeneilertg rundsdenh Ater de
Tiere nachgewiesen werden. In ahnlich starkem Ausmal3 (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-Mausen mittels Amyloid- und TSPO-PET wird durch
eine ubi qui t 2 rAmyoed+Pathologielurd eibe relativ geringe Fibrillaritat der
b-Amyloid-Plaques erschwert. Unter Verwendung des periaqueduktialen Graus als
Pseudo-Referenzregion ist diese jedoch erfolgreich durchfiihrbar. Die Progression der
Alzheimer Neuropathologie kann durch die serielle [*®F]-florbetaben und [*®F]-GE-180
PET in homozygoten APP-NL-G-F-Mausen sensitiv detektiert werden, wahrend beim
heterozygoten Genotyp nur geringfiigige Veranderungen 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
praklinischen Evaluierung neuer Therapeutika dar.

Asymmetrien der fibrillaren Plague-Neuropathologie konnten in Amyloid Mausmodellen
mit einer hohen Ha&ufigkeit nachgewiesen werden. Dieses Phanomen muss bei der
Planung und Gestaltung préklinischer Studien bertcksichtigt werden, insbesondere
wenn einzelne Hemispharen mit ex vivo Methoden untersucht werden. Die fehlende
Altersabhangigke i t der a s y mreyloidiVerteilarg n impliaiert, dass
genetische Faktoren bei der E Amnyoidasd beil
Alzheimer Mausmodellen zugrunde liegen. Eine begleitende Asymmetrie der
mikroglialen Aktivierung weist auf eine neuroinflammatorische Komponente bei der

Pradominanz der fibrillaren Amyloidose in der jeweiligen Hemisphéare hin.

4. Summary

Overexpression of b-amyloid (Ab) 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 b-amyloid-focused treatment studies. The aim of this dissertation was to
establish and validate serial small animal positron emission tomography (PET) imaging
of b-amyloidosis and neuroinflammation in APP-NL-G-F mice for future therapy
monitoring trials.

Asymmetries of b-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 b-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 [*®F]-florbetaben
amyloid PET and [‘®F]-GE-180 18-kDa translocator protein (TSPO) PET in a
longitudinal study design. Target-to-reference-tissue standardized uptake value ratios
(SUVRSs) 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
guantification of fibrillar b-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

35



somatomotor cortex were used for calculation of the forebraini toi white matter SUVR
(transgenic mouse models) or the forebraini toi 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 periagueductal 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 b-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 ['8F]-florbetaben-affine
fibrillar b-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 b-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 b-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
c e r e b-anglbid pathology and low fibrillarity o f -anfiyloid plagues. However, using
the periaqueductal gray as a pseudo-reference region, it is successfully feasible.
Progression of AD neuropathology can be sensitively detected by serial [*®F]-
florbetaben and [*®F]-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 b-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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Nonphysiologic overexpression of amyloid-B (AB) precursor protein
in common transgenic A mouse medels of Alzheimer disease likely
hampers their translational potential. The novel App"t-¢-F mouse
incorporates a mutated knock-in, potentially presenting an im-
proved model of Alzheimer disease for Ap-targeting treatment trials.
We aimed to establish serial small-animal PET of amyloidosis and
neuroinflammation in App™--G mice as a tool for therapy monitor-
ing. Methods: AppV--G-F mice (20 homozygous and 21 heteroge-
neous) and 12 age-matched wild-type mice were investigated
longitudinally from 2.5 to 10 mo of age with '®F-florbetaben AR PET
and '8F-GE-180 18-kDa translocator protein (TSPO) PET. Voxelwise
analysis of SUV ratio images was performed using statistical para-
metric mapping. All mice underwent a Morris water maze test of
spatial learning after their final scan. Quantification of fibrillar AR and
activated microglia by immunohistochemistry and biochemistry
served for validation of the PET results. Results: The periaqueduc-
tal gray emerged as a suitable pseudo reference tissue for both
tracers. Homozygous App™--GF mice had a rising SUV ratio in cor-
tex and hippocampus for AB (+9.1%, +3.8%) and TSPO (+19.8%,
+14.2%) PET from 2.5 to 10 mo of age (all P < 0.05), whereas
heterozygous App™---F mice did not show significant changes with
age. Significant voxelwise clusters of AR deposition and microglial
activation in homozygous mice appeared at 5 mo of age. Immuno-
histochemical and biochemical findings correlated strongly with
the PET data. Water maze escape latency was significantly elevated
in homozygous App™--G-F mice compared with wild-type at 10 mo
of age and was associated with high TSPO binding. Conclusion:
Longitudinal PET in AppM-G-F knock-in mice enables monitoring
of amyloidogenesis and neurcinflammation in homozygous mice
but is insensitive to minor changes in heterozygous animals. The
combination of PET with behavioral tasks in App™-G+F treatment
trials is poised to provide important insights in preclinical drug
development.
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Alzheimer disease (AD) is the most common neurodegenera-
tive disease, with an incidence that increases exponentially with
age, such that the prevalence exceeds 10% among octogenarians
and 30% for nonagenarians. This epidemic is placing a growing
socioeconomic burden on health care in societies with aging pop-
ulations (/). The neuropathology of AD classically includes the
accumulation of amyloid-B peptide (AB) as extracellular plaques,
and fibrillary tau aggregates within neurons. Activation of multi-
ple neuroinflammatory pathways mediated by activated microglia
expressing high levels of the marker 18-kDa translocator protein
(TSPO) completes the triad of markers. These pathologic condi-
tions, restricted mainly to the cerebral cortex and the hippocam-
pus, lead to a progressive decline in cognitive function, usually
first manifesting as memory complaints (2-6). The identification
of familial AD mutations in the amyloid precursor protein (APP)
gene has led to the generation of several transgenic mouse models
that overexpress APP (7,8). These first-generation mouse models
exhibit AD pathology, but the nonphysiologic overexpression of
APP may cause additional phenotypes unrelated to AD. To circum-
vent these intrinsic drawbacks, second-generation APP knock-in
mice that carry pathogenic mutations in the APP gene have been
established (9). For example, App™~%-F mice carry a mutant APP
gene encoding the humanized AP sequence (G601R, F606Y, and
R609H) with 3 pathogenic mutations, namely Swedish (KM595/
596NL), Beyreuther/Iberian (I641F), and Arctic (E618G). Homo-
zygotic App¥-S mice progressively exhibit widespread AB ac-
cumulation along with activation of microglia and astrocytes from
2 mo of age and express behavioral symptoms in the form of de-
clining spatial learning ability from 8 to 12 mo of age (10-13).
Given their physiologic expression of APP in comparison to trans-
genic mouse models, these knock-in mice are not characterized
by massively elevated expression of the intracellular domain of
APP or soluble APP« (9). Therefore, this mouse model potentially
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avoids confounds due to nonphysiologic signaling in therapy tesi-
ing trials.

Previous studies have shown that small-animal PET is a suitable
noninvasive tool for monitoring of therapeutic trials targeting AD
pathology (/4,15). We previously established small-animal PET
for monitoring of A deposition and microglial activation in APP-
overexpressing mice, yielding excellent correlations with histo-
logic and biochemical assessments (/6). Given this background,
the aim of this study was to transfer small-animal PET methodol-
ogy to the App™-%* mouse model in a longitudinal investigation
of the amyloid tracer '8F-florbetaben and the TSPO tracer 'SF-GE-
180. We confirmed the new dual-tracer PET results relative to
findings obtained by immunohistochemistry and biochemistry
and correlated the neuropathology findings with scores in a test
of spatial learning.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Study Design

All experiments were performed in compliance with the National
Guidelines for Animal Protection, Germany, with the approval of the
regional animal committee (Regierung Oberbayern) and were over-
seen by a veterinarian, Animals were housed in a temperature- and
humidity-controlled environment with a 12-h light—dark cycle and free
access to food (Sniff; Soest) and water. The experiments were per-
formed in mixed-sex groups of heterozygous (n = 21) and homozy-
gous (n = 20) App™-%F mice, which is a knock-in mouse line
generated by Saito et al. (//), and a group of age-matched wild-type
mice. Small-animal PET examinations (AR and TSPQO) were per-
formed in a longitudinal design at baseline (2.5 mo of age) and 3
follow-up measurements (5.0, 7.5, and 10.0 mo). Serial scans of both
tracers deriving from a total of 12 age- and sex-matched wild-type
mice served as controls, in consideration of the age-dependent in-
crease of cortical TSPO PET signal in wild-type mice (/7). All avail-
able mice underwent Morris water maze tests within 2 wk after their
scan. After behavioral testing, the mice were deeply anesthetized be-
fore transcardial perfusion and brain extraction. A minimum of 4
brains per genotype were processed for immunohistochemistry and
biochemistry in randomly selected hemispheres.

PET Imaging

PET Data Acquisition, Reconstruction, and Postprocessing. For all
PET procedures, we used an established standardized protocol for
radiochemistry, acquisition, and preprocessing (/6). In brief, '"*F-GE-
180 TSPO small-animal PET (13.4 %= 1.6 MBg; —400-1,400 GBq/
pmol) recordings with an emission window of 60-90 min after in-
jection were obtained to measure cerebral TSPO expression, along
with '*F-florbetaben AB-small-animal PET (12.9 = 1.7 MBg; ~30-
80 GBg/pmol) recordings with an emission window of 30-60 min
after injection for assessment of fibrillar cerebral amyloidosis. Two
AppVE-G-F mice aged 11 mo were imaged in a dynamic setting ('®F-
florbetaben: 0-60 min after injection; '*F-GE-180: 0-90 min after
injection) and their results compared with historic dynamic wild-type
data for validation of the previously established time windows in this
model. Anesthesia was maintained from just before tracer injection to
the end of the imaging time window.

PET Image Analysis. We performed all analyses using PMOD
(version 3.5; PMOD technologies). First, intensity normalization of
images to SUV images was conducted by the previously validated
myocardium correction method (/8) for TSPO PET and by conven-
tional SUV calculation for AB PET. Voxel-based comparisons of SUV
images between App™'~“* (n = 13 per tracer, 10 mo) and wild-type
mice (n = 6 per tracer, 10 mo) were performed to investigate a suit-
able pseudo reference tissue for PET quantification in the AppNL-G-F
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mouse model. The judgment of suitability was also informed by the
immunohistochemistry results described below. A suitable pseudo ref-
erence tissue was defined as a brain region lacking any genotypic
difference in PET and immunohistochemistry results for both radio-
ligands. These criteria led us to select the mesencephalic periaqueduc-
tal gray (PAG, comprising 20 mm?®) as a pseudo reference region for
calculation of SUV ratio (SUVR) for both Ap and TSPO PET (Fig. 1).
Two bilateral frontal cortical target volumes of interest (VOIs, compris-
ing 24 mm? each) and 2 bilateral hippocampal target VOIs (compris-
ing 10 mm? each) were used for both tracers. Target-to-reference-tissue
SUVRs were calculated for cortex (SUVRcrxpag) and hippocampus
(SUVRyppac) for AR and TSPO PET.

SPM Analysis. For both tracers, whole-brain voxelwise compari-
sons of PAG-scaled SUVR images between groups of knock-in and
wild-type mice were performed as described previously (/9,20).

Behavioral Testing

Mice (homozygous App™-GF: n = 11, heterozygous App™L-6-F; n =
14, wild-type: n = 3) underwent a Morris water maze test for spatial
learning and memory deficits. which was performed according to a
standard protocol with small adjustments (27). The video tracking
software EthoVision XT (Noldus) was used for analyses of escape
latency during the training period and during the probe trial.

hiet h

Immur iistry and Bi istry

In brain regions corresponding to PET VOIs (Supplemental Table
1; supplemental materials are available at http://jnm.snmjournals.org),
histochemistry was performed for fibrillar AR (methoxy-X04; Tocris)
and immunohistochemistry for activated microglia using an Ibal pri-
mary antibody (Wako) as previously established (/7,22). NAB228
(Santa Cruz) was used for immunohistochemistry labeling of fibrillar

o% 0% 0% ~10%
SUV: APP-NL.G-F vs. WT SUV: APP-NL-G-F vs. WT

FIGURE 1. Immunohistochemistry reveals lowest microglial activation
(left, Iba-1) and amyloid deposition (right, methoxy-X04) in PAG of
App"t-G-F mice aged 10 mo (overview and zoom in upper 3 panels).
Suitability of PAG (white arrows) as pseudo reference tissue was further
assessed by comparing SUV of TSPO- and AB PET images between
genotypes (overview in lowest panel). WT = wild-type.
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and nonfibrillar AR depositions. Hemispheres from 5 homozygous
AppV1-G-F 5 heterozygous App™-¢-', and 4 wild-type mice were used
for immunohistochemistry. Assessment of AB40 and AP42 was per-
formed as previously described (23). Biochemical analyses were per-
formed in samples from the entire forebrain. Soluble Trem2 protein
was extracted from brain tissue with Tris-buffered saline, and mea-
sured by ELISA, using polyclonal sheep antibody for coating
(AF1729; R&D Systems) and biotinylated polyclonal sheep antibody
(BAF1729; R&D Systems) together with streptavidin-horseradish per-
oxidase (N-100; ThermoFisher Scientific) for detection. Hemispheres
from 8 homozygous App™-G-F 14 heterozygous AppV-SF and 4
wild-type mice were used for biochemical analyses.

Statistics

Group comparisons of VOI-based PET results between knock-in
and wild-type mice were performed by 1-way ANOVA and Tukey post
hoc tests for multiple comparisons, calculated by SPSS 25 Statistics
(IBM). Two-sided ¢ tests were used to compare terminal multimodal
readouts of homozygous App™'-¢-¥ with wild-type or heterozygous
App"-OF groups. Two-way ANOVA was applied to assess methoxy-
X04 and NAB228 fluorescence intensity changes distant and close
to plaques. For correlation analyses in App™'-¢-', Pearson coeffi-
cients of correlation (R) were calculated for normally distributed
readouts after Kolmogorov—Smirnov testing for normalcy. For non-
normally distributed readouts, Spearman coefficients of correlation
(rg) were calculated. A threshold P value of less than 0.05 was
considered significant for rejection of the null hypothesis. Sample
size calculations for potential upcoming treatment trials were per-
formed for longitudinal (2.5-10.0 mo) and terminal measures in the
cortical VOI for both ligands in homozygous App™=%" mice. We
used a simplified r-statistic model with assumptions of a type I error
« of 0.05, a power of 0.8, and a treatment effect of 50% calculated in
G*Power (version 3.1; Heinrich-Heine University). For the power
calculation, we simulated the treatment group by calculating longi-
tudinal differences within single App™>-9-" mice and terminal differ-
ences of single App™" mice by multiplying the mean endpoint
of wild-type for each tracer by 0.5, corresponding to the 50% treat-
ment effect.

RESULTS

Pseudo Reference Region

Immunohistochemistry revealed a widespread amyloidosis and
microglial activation in App™-“* mice at 10 mo of age, involving
most regions of the forebrain (Fig. 1). Regions with relatively low
amyloidosis and microglial activation were observed in parts of the
hindbrain, that is, vermis, midbrain, and notably the PAG. SUV dif-
ferences between genotypes at 10 mo of age fitted to immunohisto-
chemistry and revealed the lowest '8F-florbetaben and '"“F-GE180
alterations in the hindbrain (Fig. 1). SUV analysis at the final time
point revealed that an oval VOI primarily comprising PAG voxels
yields a suitable pscudo reference region ('F-florbetaben SUV:
AppMEF 047 = 0.08; wild-type, 0.46 = 0.09 [not statistically sig-
nificant]/'®F-GE 180 SUV with myocardium correction (18): App™Vi-G-F,
022 * 0.02; wild-type, 023 = 0.02 [not statistically significant]).
SUVRerxmac time—activity-curves of aged App™-SF mice revealed
stable uptake differences for 30-60 min after injection for '*F-florbetaben
and 60-90 min after injection for "*F-GE180 imaging when compared
with historic wild-type data (Supplemental Fig. 1). Furthermore, the
comparison of methoxy-X04 and NAB228 staining revealed only
a minor fraction of fibrillar AR in amyloid plaques in the entire brain
(Fig. 2), which predicted a relatively lower '$F-florbetaben signal
than in the historically investigated amyloid mouse models.
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FIGURE 2. (A) Minor dense fraction of cortical AB plaques in App™-G-F
mice as assessed by NAB228 (red) and methoxy-X04 (blue) costaining.
(B) Graph indicates mean methoxy-X04 and NAB228 fluorescence in-
tensity profiles from plaque border; 2-way ANOVA interaction staining x
distance, Fyg704 = 14.79, P < 0.001. Data are presented as mean =
SEM with 9 mice per group. Minimal plaque number analyzed per
mouse is 41. ***P < 0.001. a.u = arbitrary units.

Dual-Tracer PET Analyses

A comprehensive overview of the PET results is provided in
Table 1. The age dependence of the retention of the 2 tracers is
presented in Figure 3 and illustrated in Supplemental Figure 2.

AB PET Findings. Homozygous App™-%F mice already showed
elevated cortical "*F-florbetaben SUVR compared with their baseline
as early as 5 mo of age (+3.4%; P < 0.05), which increased further
at 10 mo (+9.1%:; P << 0.001). Hippocampal increases in SUVR first
became apparent at 7.5 mo (+2.6%; P < 0.05) and were more
conspicuous at 10 mo (+3.8%; P < 0.001). Required sample sizes
for detection of a 50% AP PET treatment effect in the cortex of
homozygous App™-F mice were n = 11 for evaluation of longitu-
dinal measures between 2.5 and 10 mo and n = 8 for the terminal
time point. The heterozygous genotype did not show significant
changes in '$F-florbetaben SUVR relative to baseline at any age.

TSPO PET Findings. Homozygous App™-%-F mice revealed the
first evidence of increased cortical '*F-GE-180 uptake compared
with baseline as early as 5 mo (+6.5%; P < 0.05), which in-
creased strongly by 10 mo (+19.8%; P < 0.001). Significantly
elevated '®F-GE-180 SUVR in the hippocampus was present at 7.5
mo (+10.8%; P < 0.001), which increased further by 10 mo
(+14.2%; P < 0.001). Required sample sizes for detection of a
50% TSPO PET treatment effect in the cortex of homozygous
App™-&F mice were n = 16 for evaluation of longitudinal mea-
sures between 2.5 and 10 mo and n = 11 for the terminal time
point. The heterozygous genotype revealed neither cortical nor
hippocampal microglial activation at any age.

Correlation Analyses. Significant positive associations between
AR and TSPO PET quantification were observed for the cortex
(R = 0.64, P < 0.001; Fig. 3C) and the hippocampus (R = 0.48;
P < 0.05; Fig. 3F).
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TABLE 1
Overview of Small-Animal PET Results

Amyloid PET TSPO PET
SUVR SUVR

Group Age (mo) n Sex Cortex Hippocampus n Sex Cortex Hippocampus

Homozygous AppN-G-F 25 20 99/11Q 0.86 + 0.02  0.95 £ 0.01 18 99/99 0.79+0.05 0.82 £ 0.04
50 17 60/11Q 0.89+0.03* 0986+0.02 17 60/11Q 0.84 £ 0.04* 0.86+0.03
7.5 13 60/79 082 +0.05" 097+003 14 60/89 091 +0.04t 0.91+0.06"
10.0 13 60/7Q 0.94 +0.037 0981x0.027 13 60/79 0.94 £ 0.06T 0.94 + 0.077

Heterozygous AppN--&-F 2.5 21 130/89 0.87+003 0.95:0.03 20 12g/89 0.78+0.06 0.81x0.04
5.0 20 129/89 0.87+0.04 0.94+002 20 12¢/89 0.78+0.05 0.81+0.04

7.5 15 90/69 089x0.04 095x002 17 100/79¢ 0.77£0.04 0.81x0.05

10.0 13 80/59 089+0.04 095+003 13 8u0/5Q 0.79+0.04 0.81zx0.05

Wild-type C57BL/6 2.5 6 30/39 087+0.08 0.96+0.01 6 30/39 0.75+0.07 0.80+0.04
10.0 6 30/39 0.86 £ 0.01 0.95 + 0.01 6 30/3¢ 0.82+0.04 0.84+0.03

*P < 0.05 (1-way ANOVA including post hoc Tukey testing vs. baseline).
P < 0.001 (1-way ANOVA including post hoc Tukey testing vs. baseline).
Numbers (n) of mice included in PET analyses by sex are provided for each tracer and age.

Voxelwise Analyses. Voxelwise group contrasts between knock-  florbetaben uptake between homozygous App™-“F and wild-type
in and wild-type animals are shown in Supplemental Figure 3. mice (P << 0.001, uncorrected) were discerned in the left thalamus.
By this exploratory approach, the strongest differences in '8F-  This first became apparent at 5 mo, whereas comparable thalamic

A M HOM B W HOM Ciuis HOM
g HET 2 HET . g o HET o >
5 E 10 —_— %104 <o
« 5 Y E
=10 e ———— o < 8
2 2 . B
g 09 —_— @09 4
g . g ooq‘ / c:)
i = 9 o8 gos{ OC.Z 0O
2 & g o %
¥ o & Rr-osa
u.a-WT 25mo 50mo 75mo 10mo -WT 25mo 50mo 7.5mo 10mo . 08 _u"g ;0
’ ’ ’ ’ : "’ 'F-florbetaben SUVRcTXPAG
q‘,u 1 M HOM i E 117 m HoMm - F o HoM
3 —_—
; HET S S § HET E 10 0 HET
[ 10 —_— g0 [e) Q y
3 S £ g 0 .-
o 3 3 OO
5101 go.e gu @’O%o o
[} - ] oo
2 o o e 080
2 9 o] D
i l [ J ] l £ l l £ %0 00 R=048"
) 09 4 4 1.0 14
WT 25mo 50mo 7.5mo 10mo 8F-florbetaben SUVRHIPPAG

FIGURE 3. (A, B, D, and E) Age dependence of AB and TSPO radiotracer uptake in frontal cortex and hippocampus of homozygous (HOM) and
heterozygous (HET) Appt-G-F mice. Group comparisons of VOI-based small-animal PET results between knock-in mouse groups were assessed by
1-way ANOVA and Tukey post hoc test. (C and F) Correlation between AB deposition and microglial activation in frontal cortex and in hippocampus
measured by dual-tracer small-animal PET (R indicates Pearson coefficients of correlation). (G) Definitions of cortical (CTX), hippocampal (HIP), and
PAG VOlIs in coronal and axial slices on MRI mouse brain atlas. *P < 0.05. **P < 0.01. **P < 0.001. WT = wild-type.
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