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1. Publikationsliste

Die vorliegende kumulative Dissertation umfasst gemal} § 4a der Promotionsordnung

folgende bereits publizierte Manuskripte:

Brendel M.*; Focke C.*; Blume T.; Peters F.; Deussing M.; Probst F.; Jaworska A.;
Overhoff F.; Albert N.; Lindner S.; von Ungern-Sternberg B.; Bartenstein P.; Haass C.;
Kleinberger G.; Herms J.; Rominger A. Time Courses of Cortical Glucose Metabo-
lism and Microglial Activity Across the Life-Span of Wild-Type Mice: A PET
Study. Journal of Nuclear Medicine. 2017. 60(4):548-554.

Focke C*, Blume T*, Zott B*, Shi Y*, Deussing M, Peters F, Schmidt C, Kleinberger G,
Lindner S, Gildehaus FJ, Beyer L, von Ungern-Sternberg B, Bartenstein P, Ozmen L,
Baumann K, Dorostkar MM, Haass C, Adelsberger H, Herms J, Rominger A, Brendel
M. Early and longitudinal microglial activation but not amyloid accumulation pre-
dicts cognitive outcome in PS2APP mice. Journal of Nuclear Medicine. 2018.
58(12):1984-1990.

* Geteilte Erstautorenschaft

1.1. Eigenanteil an der Publikation ,,Time Courses of Cortical Metabolism and
Microglial Activity Across the Life-Span of Wild-Type Mice: A PET Study*“
Konzeption des Studiendesigns gemeinsam mit dem Arbeitsgruppen-Leiter. Selbstan-
dige Durchfihrung aller Positronen-Emissions-Tomographie(PET)-Experimente so-
wie anschlieRende Analyse und statistische Auswertung der erhobenen PET-Daten.
Abschlieend selbstandige Interpretation der ausgewerteten PET-Daten sowie Ver-
fassung des ersten Manuskript-Entwurfs. Beteiligung an der Uberwachung der Pflege

und Gesundheit der Versuchstiere.
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1.2. Eigenanteil an der Publikation ,,Early and longitudinal microglial activation

but not amyloid accumulation predicts cognitive outcome in PS2APP mice*
Selbstandige primare Konzeption des Studiendesigns unter Supervision des Arbeits-
gruppen-Leiters. Selbstandige Durchfihrung aller PET-Experimente sowie anschlie-
Rende Analyse und statistische Auswertung der erhobenen PET-Daten. Selbstandige
statistische Auswertung der erhobenen histochemischen und biochemischen Daten
sowie der erhobenen Daten der Verhaltensversuche. AbschlieRend selbstandige In-

terpretation aller ausgewerteten Daten sowie Verfassung des ersten Manuskript-Ent-

wurfs.
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2. Abkurzungsverzeichnis
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3.Einfuhrung

Bei der Alzheimer-Krankheit handelt es sich um die haufigste Demenzform tUberhaupt.
Sie zahlt zu den neurodegenerative Erkrankungen (Lobo et al. 2000). Klinisch ist Alz-
heimer-Krankheit sowohl durch kognitive als auch durch verhaltensbezogene Symp-
tome charakterisiert. Bei Fortschreiten der Erkrankung sind typischerweise mehrere
kognitive Bereiche betroffen und es treten Gedachtnisstérungen, Orientierungslosig-
keit, Sprachstorungen und Verhaltensveranderungen auf (Alzheimer's 2013). Durch
die Progredienz der Symptome beeintrachtigt die Alzheimer-Krankheit das alltagliche
Leben der Patienten, ihrer Familien sowie ihr berufliches und soziales Umfeld erheb-
lich (McKhann et al. 2011; Dubois et al. 2014). Ein hohes Lebensalter gilt als Hauptri-
sikofaktor fur das Auftreten der Alzheimer-Krankheit: Bei den tber 60-Jahrigen liegt
die Pravalenz bei 0,7 % und steigt bei den Uber 90-Jahrigen auf tber 17% (Lobo et al.
2000). Im Zuge der weltweit steigenden Lebenserwartung sind Demenzerkrankungen
eine der groften soziodkonomischen Herausforderungen fur die offentliche Gesund-
heitsversorgung und Altenpflege in unserer Gesellschaft geworden. 2015 waren welt-
weit fast 47 Millionen Menschen an Demenz erkrankt. Die Anzahl der Demenzkranken
soll Schatzungen zufolge 2030 auf 75 Millionen und 2050 auf 131 Millionen weltweit
ansteigen (Prince M 2015). Angesichts dieser zunehmenden globalen Belastung ist
die weitere intensive Forschung in der Diagnostik und Therapie der Alzheimer-Krank-

heit von enormer Wichtigkeit.

3.1 Pathophysiologie der Alzheimer-Krankheit

Extrazellulare B-Amyloid (AB) Ablagerungen (Hardy and Selkoe 2002), intrazellulare
hyperphosphorylierte Tau-Blndel (LaFerla 2010) sowie die Aktivierung von Mikroglia-
zellen (Monson et al. 2014) stellen entscheidende Merkmale in der Pathophysiologie
der Alzheimer-Krankheit dar. Durch diese pathologischen Veranderungen kommt es
zu einer fortschreitenden Neurodegeneration einhergehend mit synaptischer Dysfunk-
tion, Verlust von Synapsen und Neuronen (Canter, Penney, and Tsai 2016). Diese
Prozesse fluhren schlieBlich zu einer cerebralen Atrophie (Mavroudis 2019). Eine defi-
nitive Diagnosestellung war lange nur post mortem maoglich, jedoch befinden sich die
Diagnosekriterien durch die Entwicklung neuer Biomarker im Umbruch (Carrillo et al.
2013). So uberarbeitete ein Forschungskomitee aus dem National Institute on Aging
(NIA) und der Alzheimer’s Association (AA) die Diagnosekriterien der Alzheimer-

Krankheit. Nach der NIA-AA-Definition kann die Diagnose Alzheimer-Krankheit nun
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bereits bei asymptomatischen Patienten gestellt werden, wenn ein positiver Amyloid-
PET-Scan oder niedrige ABs>-Werte im Liquor in Kombination mit einem pathologi-
schen Tau-Nachweis in der PET oder erhdhten pTau-Liquorwerten auftreten (Jack et
al. 2018).

Die Hauptkomponente der Amyloid-Plaques, das AB-Peptid, ist ein heterogenes Spalt-
produkt des AB-Vorlauferproteins (APP, engl. amyloid precursor protein), das durch
die B- und y-Sekretasen erzeugt wird. Von den verschiedenen AB-Varianten gilt die
ABs2-Form als ein Hauptfaktor fur die Entstehung und den Progress der Alzheimer-
Erkrankung (Haass and Selkoe 2007).

Bei Tau handelt es sich um ein Mikrotubuli assoziiertes Protein, das zur Stabilisierung
der Mikrotubuli beitragt (Buee et al. 2000). Die Hyperphosphorylierung fuhrt letztend-
lich zur Aggregation neurofibrillarer Tau-Bundel und zur neuronalen Degeneration und
ist stark mit der Alzheimer-Krankheit assoziiert (Graham, Bonito-Oliva, and Sakmar
2017).

Reaktive Mikrogliazellen, die die Amyloid-Plaques umgeben, gelten ebenfalls als
Kennzeichen der Alzheimer-Erkrankung (Itagaki et al. 1989). Mikrogliazellen sind mul-
tifunktionale Gliazellen und fungieren als Makrophagen des zentralen Nervensystems
(ZNS). Sie machen etwa 10-15% aller Gliazellen aus und sind die haufigsten angebo-
renen Immunzellen des ZNS (Ginhoux et al. 2010). Sie haben dabei eine wichtige
Homoostase- und Abwehrfunktion (Wolf, Boddeke, and Kettenmann 2017). In vielen
neurodegenerativen Vorgangen verandern Mikrogliazellen ihr Transkiptionsprofil, ihre
Morphologie und ihre Funktion auf ahnliche Weise. Daher werden diese aktivierten
Zellen als Degenerations- oder krankheitsassoziierte Mikrogliazellen (DAM, engl. de-
generation- or disease-associated microglia) bezeichnet. Diese DAM kdnnen in ver-
schiedenen Mausmodellen sowohl positive als auch negative Effekte auf das Fort-
schreiten neurodegenerativer Prozesse haben (Song and Colonna 2018). Aktuellen
Studien zufolge dient dabei der Oberflachenrezeptor TREM2 (engl. triggering receptor
expressed on myeloid cell type 2) als SchlUsselregulator, der es Mikrogliazellen er-
moglicht von einem Ruhezustand in einen aktivierten, krankheitsassoziierten Zustand
zu wechseln (Krasemann et al. 2017; Keren-Shaul et al. 2017). Bei der Alzheimer-
Krankheit besteht die Funktion der Mikrogliazellen unter anderem darin, |6sliches und
fibrillares AB zu erkennen, zu phagozytieren, Amyloid-Plaques zu verdichten und damit
die AB-Neurotoxizitat zu verringern (Butovsky and Weiner 2018; Sarlus and Heneka

2017). Mit fortschreitendem Krankheitsverlauf verlieren Mikrogliazellen zunachst ihre
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Fahigkeit, AR zu phagozytieren und entwickeln sich von nitzlichen zu funktionsgestor-
ten und schlieB3lich schadlichen Zellen (Hickman et al. 2018). Die anhaltende Produk-
tion von AB und die chronische Wechselwirkung mit Mikrogliazellen fuhren zu weiteren
Amyloidablagerungen (Venegas et al. 2017). Eine anhaltende Aktivierung der Mikrog-
liazellen und chronische Entzindungsprozesse fuhren zur Neurotoxizitat, die schliel3-
lich zur Neurodegeneration beitragen kann (Heneka, Kummer, and Latz 2014; Hong
et al. 2016).

3.2 In vivo PET Bildgebung bei Alzheimer-Krankheit

Es gibt mehrere nuklearmedizinische Radiotracer, also radioaktiv markierte Substan-
zen, die in der in vivo Diagnostik der Alzheimer-Krankheit und der Forschung eine
wichtige Rolle spielen. Eine etablierte Methode in der Bildgebung zur Differentialdiag-
nostik neurodegenerativer Erkrankungen ist die '®F-Fluordesoxyglukose(FDG)-PET,
die zur Beurteilung neuronaler Dysfunktion dient. Die '8F-FDG-PET spiegelt den ce-
rebralen Glukosestoffwechsel und damit die synaptische Aktivitat wider (Sokoloff
1981). So spricht ein Hypometabolismus in den parieto-temporalen Gehirnarealen fur
das Vorliegen einer Alzheimer-Krankheit (Kato et al. 2016; Mosconi et al. 2008).
AuBerdem wird diagnostisch die Amyloid-PET-Bildgebung genutzt. Da der erste A
Tracer "'C-Pittsburgh Compound B (PiB) aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit von 20
Minuten nur in Zentren mit angeschlossenem Zyklotron genutzt werden konnte, etab-
lierten sich Fluor-markierte Substanzen mit groRerer Verflgbarkeit und einer Halb-
wertszeit von knapp 110 Minuten. Mittlerweile sind drei Wirkstoffe flr die Amyloid-PET
zugelassen (Barthel and Sabri 2017). '8F-Florbetapir, '8F-Flutemetamol und "8F-Flor-
betaben (FBB) binden fibrillares AB und korrelieren eng mit der Belastung durch AR in
post mortem Untersuchungen (Clark et al. 2011; Ikonomovic et al. 2016; Sabri et al.
2015).

In der Tau-PET-Bildgebung zeigen sowohl Patienten mit leichter kognitiver Beeintrach-
tigung (MCI, engl. mild cognitive impairment) als auch mit Alzheimer-Krankheit eine
erhdhte Tracerbindung im Vergleich zu kognitiv normalen alteren Erwachsenen (Chien
et al. 2013; Brier et al. 2016; Ossenkoppele et al. 2016; Johnson et al. 2016). Der Tau-
Tracer '8F-T807 (auch Flortaucipir oder '8F-AV-1451 genannt) wurde bislang am gen-
austen charakterisiert (Marquez and Yassa 2019) und ist seit Kurzem von der US-
amerikanischen Behdrde fur Lebensmitteliberwachung und Arzneimittel (FDA, engl.
U.S. Food and Drug Administration) offiziell zugelassen (Mattay et al. 2020). Beson-

ders in Kombination mit Liquoruntersuchungen und der Amyloid-PET ist die Tau-PET-
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Bildgebung fester Bestandteil der aktuellen diagnostischen NIA-AA Kriterien (Jack et
al. 2018).

Wie oben bereits erwahnt, spielen aulerdem aktivierte Mikrogliazellen eine wichtige
Rolle in der Pathophysiologie der Alzheimer-Krankheit. Das ubiquitar vorkommende
18-kD-Translokatorprotein (TSPO) ist ein Membranprotein an der au3eren Mitochond-
rienmembran, das im gesunden Gehirn nur in geringen Mengen exprimiert wird
(Papadopoulos et al. 2006). Nach Schadigung des Gehirns oder bei neuroinflamma-
torischen Prozessen wird seine Expression in aktivierten und proliferierenden Mikrog-
liazellen jedoch hochgeregelt (Chen and Guilarte 2008; Banati et al. 2000; Rupprecht
et al. 2010). Die unterschiedliche Expression von TSPO in aktivierten Mikrogliazellen
ermoglicht es, mittels PET longitudinale neuroinflammatorische Veranderungen zu be-
obachten und zu quantifizieren (Edison, Donat, and Sastre 2018). So wurden mehrere
PET-Tracer fir TSPO als Marker fur die Aktivierung von Mikrogliazellen und Neuroin-
flammation bei der Alzheimer-Krankheit entwickelt und untersucht. '8F-GE180, ein Ra-
diotracer der dritten und neuesten Generation (Wickstrom et al. 2014), bewahrte sich
bei der Darstellung von aktivierten Mikrogliazellen gegenlber seinen Vorgangern
(Dickens et al. 2014) und wurde bereits bei Alzheimer-Mausmodellen eingesetzt. Da-
bei konnte eine altersabhangig erhohte Neuroinflammation in Alzheimer-Mausmodel-
len gezeigt werden (Liu et al. 2015; Brendel et al. 2016). Eine andere duale PET-Studie
sah in der TSPO-PET einen aussagekraftigen Marker der Fruherkennung der Alzhei-

mer-Pathogenese (Lopez-Picon et al. 2018).

3.3 Mausmodelle der Alzheimer-Krankheit

Mausmodelle sind eines der wichtigsten Forschungsinstrumente, um die Pathophysi-
ologie der Alzheimer-Krankheit besser zu verstehen und neue Therapieansatze zu un-
tersuchen (Mangialasche et al. 2010). Die meisten neurodegenerativen Erkrankungen
haben eine ausgepragte genetisch determinierte Komponente. In der praklinischen
Alzheimer-Forschung werden bekannte humane Genmutationen oder einzelne Gene,
die mit der Alzheimer-Krankheit assoziiert sind, in Maus- oder Rattenstamme einge-
bracht, um transgene Tiermodelle zu erzeugen.

Bei der fruh einsetzenden Alzheimer-Krankheit (EOAD, engl. early-onset Alzheimer's
disease) handelt es sich typischerweise um seltene familiare autosomal-dominante
Mutationen im APP-Gen oder in den Presenilin-Genen 1 und 2 (PS1 und PS2) (Goate
et al. 1991). Dadurch kommt es bereits im mittleren Lebensalter zur Amyloidplaquebil-

dung und zum Auftreten von Demenzsymptomen (Selkoe and Hardy 2016). Alle drei
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Gene sind an der Bildung des AB-Peptids, dem Hauptbestandteil der Amyloidplaques,
beteiligt. Das APP wird dabei durch einen PS1-/ PS2-Komplex gespalten. Die trans-
gene Uberexpression dieser Mutationen in Alzheimer-Mausmodellen verstarkt die AB-
Produktion und treibt die Bildung von Amyloidplaques an, was im Laufe der Monate zu
einer neuronalen Schadigung fuhrt und die Amyloidlast in frihen Stadien der Alzhei-
mer-Krankheit am besten simuliert (Jankowsky and Zheng 2017).

EOAD macht jedoch mit weniger als funf Prozent nur einen kleinen Teil aller Alzhei-
mer-Falle aus. Die haufigere sporadische, spat einsetzende Alzheimer-Krank-
heit(LOAD, engl. late-onset Alzheimer’s disease) weist eine ahnliche Pathologie auf,
manifestiert sich jedoch Jahrzehnte spater (Villemagne et al. 2013). Im Gegensatz zu
EOAD, fur die eine Ubermaliige Produktion von AB der Schlissel zu sein scheint, wird
angenommen, dass LOAD auf eine beeintrachtigte AB-Clearance, zuruckzufuhren ist
(Selkoe and Hardy 2016). Die Amyloidakkumulation erfolgt typischerweise ein bis zwei
Jahrzehnte vor einer offensichtlichen kognitiven Beeintrachtigung (Weiner et al. 2017).
Dementsprechend gibt es Personen mit hoher Amyloidlast, die keine Demenzsymp-
tome aufweisen, da die Plaquebelastung nur geringflgig mit kognitiven Defiziten kor-
reliert (Nelson et al. 2012).

Bisher wurden Uber 40 risikomodifizierende Allele, die die Entstehung von LOAD be-
gunstigen, identifiziert. Die Allele mit der starksten bekannten Auswirkung sind be-
stimmte Varianten des Apolipoproteins E (APOE), bekannt als APOE-¢4 (Holtzman,
Herz, and Bu 2012), und seltene Mutationen mit Funktionsverlust in TREM2 (Yeh,
Hansen, and Sheng 2017). Bei TREM2 handelt es sich um einen Transmembranober-
flachenrezeptor, der hochselektiv durch Mikrogliazellen im menschlichen und Maus-
ZNS exprimiert wird. Die Entdeckung, dass Neurodegeneration mit Mutationen in dem
im Wesentlichen mikrogliaspezifischen Gen im Gehirn TREM2 einhergeht, hat die
Rolle der Mikrogliazellen in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen wie
der Alzheimer-Krankheit hervorgehoben (Guerreiro et al. 2013; Jonsson et al. 2013).
In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde das PS2APP Mausmodell verwendet. Da-
bei handelt es sich um ein Mausmodell mit C57BL/6 als genetischen Hintergrund und
einer kombinierten Mutation im APP- und im PS2-Gen (Richards et al. 2003). Bei die-
sem Modell kommt es bereits im Alter von 5-6 Monaten zu einer altersabhangigen
Amyloidplaquebildung im Cortex und Hippocampus (Ozmen et al. 2009). Aulzderdem
wurde eine kognitive Beeintrachtigung ab dem Alter von 8 Monaten sowie reaktive

Mikrogliazellen ab einem Alter von 9 Monaten beobachtet (Richards et al. 2003).
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AuBerdem wurden mittlerweile knock-in Mausmodelle wie APPNL-G-FNL-G-F gntwickelt,
bei denen durch Einschleusen einzelner Gene eine erhdhte Produktion vom schadli-
chen AB42 ohne unphysiologische Uberexpression von APP erreicht wird (Saito et al.
2014).

3.4 Kognitive Verhaltenstests von Kleintieren

Das Morris Wasserlabyrinth (WM, engl. Water Maze) ist ein weit verbreitetes und etab-
liertes Testverfahren flr das raumliche Lernen und Gedachtnis von Nagetieren (Morris
et al. 1982). Lasionen in bestimmten, mit dem raumlichen Lernen assoziierten Hirnre-
gionen wie Hippocampus, Striatum und basalem Vorderhirn beeintrachtigen die Leis-
tung im WM. Eine groRe Anzahl von Alzheimer-Mausmodellen wurde bereits im WM
untersucht und die meisten weisen Alzheimer-bezogene kognitive Defizite auf
(Webster, Bachstetter, and Van Eldik 2013). Im Rahmen unserer Studie wurden die
Tiere einer bereits zuvor beschriebenen modifizierten WM-Aufgabe unterzogen
(Busche et al. 2015; Keskin et al. 2017). Die Mause mussten zwischen zwei sichtbaren
Plattformen in einem offenen Pool unterscheiden, von denen eine schwebte, wenn die
Maus darauf kletterte (richtige Wahl) und die andere unterging (falsche Wahl). Die Po-
sition der richtigen Plattform im Pool blieb unverandert, wahrend die Position der sin-
kenden Plattform und der Startpunkt der Maus variiert wurden. Die Tiere mussten an
funf aufeinanderfolgenden Tagen taglich funfmal die Aufgabe im Abstand von 2 bis 4
Minuten absolvieren. Nach 30 Sekunden oder beim Erreichen der falschen Plattform
wurde das Versuchstier vom Experimentator auf die richtige Plattform gesetzt. Die Ge-
dachtnisleistung wurde bewertet, indem an jedem Versuchstag die Fluchtlatenz
(Summe der durchschnittlichen Zeit aller Versuche vom Startpunkt bis zum Erreichen
einer Plattform) sowie am letzten Versuchstag die zurlickgelegte Strecke gemessen
wurden. Um robuste Werte flr einzelne transgene Tiere zu generieren, wurden Z-

Scores der ZielgrofRen im Vergleich zu mittleren Wildtyp(WT)-Maus-Werten berechnet.

3.5 Zielsetzung

Im gesunden menschlichen Gehirn zeigten grundlegende Studien einen altersabhan-
gigen Glukosehypometabolismus. Im Gegensatz dazu wurde in friheren praklinischen
Studien ein Glukosehypermetabolismus bei gealterten WT-Mausen im Vergleich zu
jungeren Tieren beobachtet (de Cristobal et al. 2014; Poisnel et al. 2012). Dabei wurde
die Aktivierung von Mikrogliazellen als mégliche Ursache flr den altersbedingten "8F-

FDG-Hypermetabolismus bei Mausen gesehen (Backes et al. 2016). Bereits in einer
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friiher durchgefiihrten dualen Kleintier-PET-Studie mit '®F-FDG und dem TSPO-Tracer
18F-GE180 fand unsere Arbeitsgruppe Hinweise auf eine Assoziation zwischen alters-
abhangig erhohter TSPO-Expression und vermehrter '8F-FDG Aufnahme im transge-
nen PS2APP Alzheimer-Mausmodell sowie bei WT-Mausen (Brendel et al. 2016).
Um einen modglichen Zusammenhang zwischen Glukosemetabolismus und Mikrog-
liaaktivierung in WT-Mausen besser charakterisieren zu kdnnen, fuhrten wir eine breite
Querschnittsstudie durch. Es wurden Kleintier-PET-Aufnahmen von C57BL/6 WT-
Mausen in verschiedenen Altersstufen mit '8F-FDG (n= 43) und '8F-GE180 (n= 58)
angefertigt. Dabei spiegelt die '®F-FDG-PET den cerebralen Glukosestoffwechsel wi-
der und "8F-GE180 zeigt als TSPO-Marker die Aktivierung von Mikrogliazellen und
Neuroinflammation an. Ziel unserer Studie war es, Veranderungen der Aufnahme bei-
der Tracer in bestimmten Hirnregionen wahrend des physiologischen Alterns zu unter-
suchen. Aulderdem sollte untersucht werden, ob sich der regionale Glukosehyperme-
tabolismus durch eine altersabhangige Neuroinflammation erklaren lasst. Im An-
schluss an die PET-Untersuchungen erstellten wir biochemische und immunhistoche-
mischen ex vivo Analysen zur Kreuzvalidierung der in der Kleintier-PET gezeigten
Mikrogliaaktivierung.

Diese Studie in WT-Mausen sollte die Grundlage fur weitere PET-Studien bezuglich
der Neuroinflammation in transgenen Mausmodellen, beispielsweise in Mausmodellen
zu neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit, bilden.

Bisherige Studien konnten zeigen, dass in verschiedenen transgenen Alzheimer-
Mausmodellen neuroinflammatorische Prozesse zusammen mit der klassischen AB-
Pathologie auftreten (Hall and Roberson 2012; Teipel et al. 2011). Die Neuroinflam-
mation wird in aktuellen Krankheitsmodellen als zweischneidiges Schwert betrachtet,
da sowohl schitzende als auch schadliche Auswirkungen auf die Funktion des Gehirns
und die kognitive Leistung bekannt sind (Dansokho and Heneka 2018; Trotta et al.
2018). Die PET-Untersuchung von Alzheimer-Patienten ergab nur eine geringe Korre-
lation zwischen cerebraler Amyloidlast und kognitiver Leistung (Jagust et al. 2009).
Aulerdem konnte bei Patienten mit MCI gezeigt werden, dass die Neuroinflammation
der AB-Aggregation vorausgeht (Knezevic et al. 2018). Die Auswirkung der Neuroin-
flammation auf die kognitive Leistung ist allerdings noch nicht ausreichend erforscht
und insbesondere kausale und zeitliche Zusammenhange sind weiter unklar.

Um die zeitliche Abfolge der Amyloidablagerungen und der Mikrogliaaktivierung in Be-
zug auf das Fortschreiten der kognitiven Beeintrachtigung untersuchen zu konnen,

fuhrten wir eine longitudinale duale PET-Studie im transgenen AD-Mausmodell

10



Einflhrung

PS2APP durch. Mittels serieller Messungen von TSPO- und AB-PET sollten Neuroin-
flammation und Amyloidlast mit der terminalen kognitiven Leistung im PS2APP-Amy-
loid-Mausmodell korreliert werden. AuRerdem bestimmten wir, ob eine Mikrogliaakti-
vierung zu Studienbeginn sowie eine anhaltend erhdhte Aktivitat von Mikrogliazellen

die terminale kognitive Leistung beeinflusst.
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4. Inhalte der Promotionsarbeit

4.1 Altersabhangigkeit von Glukosestoffwechsel und Neuroinflammation

Im gesunden menschlichen Gehirn kommt es durch das physiologische Altern zu ei-
nem Glukosehypometabolismus (de Cristobal et al. 2014; Poisnel et al. 2012). Im Ge-
gensatz dazu steht der oft beschriebene, aber kontrovers diskutierte Glukosehyper-
metabolismus bei gealterten WT-Mausen im Vergleich zu jungeren Tieren. Fur diesen
gilt die Aktivierung von Mikrogliazellen als mogliche Ursache. Um den Zusammenhang
zwischen Glukosemetabolismus und aktivierten Mikrogliazellen wahrend des physio-
logischen Alterns naher zu charakterisieren, fihrten wir im Rahmen meiner Promoti-
onsarbeit in einer Querschnittsstudie PET-Analysen mit '8F-GE180 (n= 58) und '8F-
FDG (n= 43) bei C57BL/6 WT-Mausen in unterschiedlichen Altersstufen zwischen 5
und 20 Monaten durch.

Es wurden flir beide Tracer etablierte statische Bilddatensatze (30-60 Minuten nach
Injektion fir '8F-FDG bzw. 60-90 Minuten nach Injektion flur '8F-GE180) akquiriert und
nach individueller Bewegungskorrektur benutzerunabhangig auf eine standardisierte
anatomische Magnetresonanztomographie-Vorlage eines Mausegehirns (Dorr, Sled,
and Kabani 2007) fusioniert. Fur beide Tracer wurde ein bilaterales frontales cortikales
Zielvolumen (VOI, engl. volume of interest) festgelegt. Fur eine standardisierte Aus-
wertung wurden zuvor validierte VOIs als Referenzregion in die Analyse einbezogen.
Fur '8F-FDG umfasst diese Referenzregion das gesamte Kleinhirn, fur '®F-GE180
wurde ein etabliertes ovales VOI verwendet, welches die wei3e Substanz des Klein-
hirns und des Hirnstamms enthalt. Es wurden standardisierte Aufnahmewerte (SUV,
engl. standardized uptake value) der Ziel- und Referenzregionen bestimmt und zuei-
nander ins Verhaltnis gesetzt. Dadurch ergaben sich SUV-Verhaltnisse (SUVR, engl.

standardized uptake value ratio) als Zielgrofie entsprechend folgender Formel:

SUVR — SUVZielregion
SUVReferenzregion

Bereits zwischen 5 bis 6 Monate alten und 8 Monate alten C57BL/6-Mausen konnte
fur beide Tracer ein signifikanter Anstieg der Traceraufnahme in der cortikalen Zielre-
gion beobachtet werden (Abb. 1A und 1B). Die 14,5 Monate alten C57BL/6-Mause
zeigten ebenfalls cortikal sowohl einen erhdhten Glukosestoffwechsel als auch eine

vermehrte TSPO-Bindung im Vergleich zu den 5 bis 6 Monate alten Tieren. Mit zuneh-
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mendem Alter zeigte sich bei den Mausen uber 14,5 Monate graphisch ein leicht ab-
fallendes Plateau fiir die '8F-GE180-Aufnahme. Im Gegensatz dazu fiel die '®F-FDG-
Aufnahme nach einem Maximum bei den 14,5 Monate alten Tieren wieder bis auf das

Niveau der 5-6 Monate alten Gruppe ab.
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Abbildung 1: Die Diagramme zeigen cortikale SUVR (+ SD) von "®F-GE 180 (A) und ®F-FDG (B) in C57BL/6-M&usen in verschie-
denen Altersstufen. Signifikante Unterschiede zwischen den Untergruppen sind gekennzeichnet durch * P <0,05, ** P <0,01, ***
P <0,001; ANOVA mit Tukey-Post-Hoc-Korrektur.

In einer kleineren Kohorte von jeweils 8 C57BL/6-Mausen (8 und 14,5 Monate alt)
konnten die PET-Messungen mit beiden Tracern innerhalb einer Woche durchgefiuhrt
werden. Bei diesen Mausen korrelierten die cortikalen SUVR-Ergebnisse fiir '8F-FDG
und "®F-GE180 miteinander (Abb. 2). Um herauszufinden, ob der cortikale Glukose-
stoffwechsel unabhangig vom Alter mit der TSPO-Bindung zusammenhangt, fuhrten
wir eine multiple Regressionsanalyse mit dem '®F-FDG SUVR als Ergebnisvariable
durch. Der'®F-GE180 SUVR Wert diente dabei als Pradiktor zusammen mit dem Alter
als Kovariable. In dieser Analyse zeigte sich nach Anpassung an das Alter eine signi-
fikante Korrelation zwischen '8F-FDG-SUVR und '8F-GE180 SUVR im Cortex (R=
0,61; P <0,05). Die Aufnahme im Striatum der beiden Tracer korrelierte jedoch nicht
(B= 0,06, n.s. (nicht signifikant)).

13



Inhalte der Promotionsarbeit

18F-FDG 18F-GE180

>
w

1,0
o #1 vy
[ J »
8 3
[ =
@u o 9 e
g °
o [ J
°
©
3 L =
(7] (7))
08
° 3
R =0,69; P < 0,005 =
0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0.5 mm -12 0,5 -,
SUVR crywm '8F-GE180 SUVRcs, SUVRyw

Abbildung 2: (A) Korrelationsanalyse zwischen cortikaler TSPO-Bindung und Glukosestoffwechsel in einer kleinen Kohorte von
C57BL/6-Méausen (n= 16), in denen beide PET-Messungen innerhalb einer Woche durchgefiihrt wurden. Bilder von zwei repra-
sentativen Mausen im Alter von 14,5 Monaten (rote und blaue Punkte im Diagramm) sind als horizontale Schnitte durch den
Neocortex dargestellt, der mit einer T1-MRI-Vorlage koregistriert ist. (B) Maus 1 zeigt einen hohen cortikalen Glukosestoffwechsel
und eine hohe TSPO-Bindung, wohingegen Maus 2 einen vergleichsweise niedrigen cortikalen Glukosestoffwechsel und eine
niedrige TSPO-Bindung aufweist.

Aulerdem wurden zur Detektion relevanter regionaler Unterschiede voxelbasierte
Analysen mittels SPM5 (statistical parametric mapping; Wellcome Department of Cog-
nitive Neurology), wie von Sawiak et al. beschrieben (Sawiak et al. 2009), durchge-
fuhrt. Diese Analysen weisen auf einen eindeutigen raumlichen Zusammenhang zwi-
schen altersabhangigen neuroinflammatorischen Veranderungen und dem Glukose-
stoffwechsel hin, der in vivo mittels Kleintier-PET gemessen wurde. C57BL/6-Mause
zeigten cortikal einen ausgepragten Anstieg der TSPO-Bindung (Abb. 3A) und des
Glukosestoffwechsels (Abb. 3B) zwischen 5 bis 6 und 14,5 Monaten. Insbesondere
Uberlappten sich die Regionen, in denen beide Tracer anstiegen, in einem 36 mm3
grolden Bereich des gesamten Neocortexes (primare und sekundare motorische Be-
reiche, primare somatosensorische Bereiche, anteriorer cingularer Cortex, Abb. 3C).
Der Glukosestoffwechsel nahm auRerdem in einem Bereich von 37 mm?3 zu, der haupt-
sachlich laterale cortikale sowie subcortikale Bereiche (Thalamus, Striatum) umfasste.
Ein groReres Volumen zeigte einen spezifischen Anstieg des '8F-GE180-Signals ohne
erhohte '8F-FDG-Aufnahme (68 mm?; vorwiegend subcortikale Bereiche: Mittelhirn,
Thalamus, Striatum). Der berechnete Sgrensen-Dice-Koeffizient von 54,5 % bestatigte
eine hohe Ubereinstimmung zwischen den regionalen Verteilungsmustern der alters-
abhangigen Zunahme von '8F-GE180 und '8F-FDG.
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FDG 14,5 vs. 5-6 Mo SPM

Uberschneidung Neuroinflammation
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Abbildung 3: Voxelbasierte Analyse des regionalen Anstiegs der Radiotracer-Aufnahme im Vergleich von alten zu jungen
C57BL/6-Mausen hinsichtlich der TSPO-Bindung (A) und des Glukosestoffwechsels (B), durch SPM bewertet. (C) Binarisierte
spezifische Zunahme der '®F-GE180-Aufnahme als Korrelat fiir eine Mikrogliaaktivierung und Neuroinflammation (griin); binéri-
sierter spezifischer Anstieg der '®F-FDG-Aufnahme als Korrelat fiir einen Hypermetabolismus (blau); und Bereiche mit Zunahme
fir beide Tracer (rot). Alle Analysen sind auf koronare Schnitte des MRT-Mausatlas projiziert, wie im Sagittalschnitt dargestellt.
Alle P <0,01, FDR-korrigiert.

Insgesamt ergaben die PET-Analysen regionale und altersabhangige Korrelationen in
der Zunahme beider Tracer. Die immunhistochemischen und biochemischen Analysen
der WT-Gehirne sicherten ebenfalls eine zunehmende altersabhangige Neuroinflam-
mation. Dies untermauert die These, dass der zuvor beschriebene cortikale Hyperme-
tabolismus bei gealterten WT-Mausen mit einer zunehmenden Neuroinflammation ein-
hergeht. Die Mikrogliaaktivierung liefert somit einen entscheidenden Beitrag zur Net-
toenergiebilanz des Gehirns bei gealterten WT-Mausen.

Die hier beschriebenen Ergebnisse unserer Studie wurden im Rahmen meiner geteil-
ten Erstautorenschaft “Time Courses of Cortical Glucose Metabolism and Microglial
Activity Across the Life-Span of Wild-Type Mice: A PET Study"im Dezember 2017 im
Journal of Nuclear Medicine veréffentlicht und bei der 54. Jahrestagung der Deutschen

Gesellschaft fur Nuklearmedizin in Dresden vorgestellt.

4.2 Mikrogliaaktivierung als pradiktiver Parameter flir die kognitive Leistung

Neuroinflammation tritt sowohl im Rahmen vom physiologischen Alterungsprozess als
auch bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit auf und
nimmt dabei eine wichtige pathophysiologische Rolle ein. Aktuellen Erkenntnissen zu-
folge sind sowohl schitzende als auch schadliche Auswirkungen der Mikrogliaaktivie-
rung auf die Funktion des Gehirns und die kognitive Leistung bekannt (Dansokho and
Heneka 2018; Trotta et al. 2018). Mikrogliazellen erfullen wichtige Aufgaben in der

Homoostase- und Abwehrfunktion des ZNS. Unter anderem besteht ihre Aufgabe im
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Erkennen von l6slichem und fibrillarem AB, dessen Phagozytose sowie der Verdich-
tung von Amyloid-Plaques, um damit die AB-Neurotoxizitat zu verringern (Butovsky
and Weiner 2018; Sarlus and Heneka 2017). Die chronische Aktivierung von Mikrogli-
azellen kann jedoch auch nachteilige Folgen mit sich bringen und zur Neurodegene-
ration beitragen (Heneka, Kummer, and Latz 2014; Hong et al. 2016). Die genauen
Zusammenhange zwischen Mikrogliaaktivierung, Amyloidablagerungen und ihre Aus-
wirkungen auf die kognitive Leistung sind weiterhin unklar.

In meiner zweiten geteilten Erstautorenschaft ,Early and longitudinal microglial activa-
tion but not amyloid accumulation predicts cognitive outcome in PS2APP mice*, die im
April 2019 im Journal of Nuclear Medicine veroffentlicht wurde, war unser Ziel longitu-
dinale TSPO- und AB-PET-Untersuchungen bei transgenen PS2APP-Mausen mit den
Ergebnissen einer terminalen Verhaltenstestung zu vergleichen, um die Frage nach
den Auswirkungen der Neuroinflammation im Vergleich zur Amyloidlast auf die kogni-

tive Leistung zu untersuchen (Abb. 4).

Immunhisto-
@ @ @ @ E —
TSPO-PET | TSPO-PET | | TsPo-PET | TSPO-PET j .
AB-PET AB-PET

~ Abstand [Wo] 6 8 6 1 1,5 | 1 . Biochemie
Geburt | | R
0 8 9,5 11,5 13 14 Alter [Mo]

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Studiendesigns. Wir fihrten longitudinale PET-Scans mit zwei Tracern fir TSPO
und AB (®(F-GE180 und "®F-FBB) bei Mausen zwischen 8 und 13 Monaten durch. Nach dem letzten Scan fiihrten wir Water Maze

Verhaltenstests durch. AnschlieBend erfolgte die intrakardiale Perfusion mit 4% Paraformaldehyd und die Gehirnextraktion fiir

histologische, immunhistologische und biochemische Analysen.

FUr die PET-Scans wurde ein standardisiertes und bereits etabliertes Protokoll ange-
wendet (Brendel et al. 2016; Overhoff et al. 2016). Um die cerebrale TSPO-Expression
als Korrelat der Mikrogliaaktivierung zu messen, wurden statische Bilddatensatze mit
dem Tracer '8F-GE180 (60-90 Minuten nach Injektion) akquiriert. Zur Beurteilung der
cerebralen B-Amyloidablagerungen wurden statische Bilddatensatze mit dem Tracer
'8F-FBB (30-60 Minuten nach Injektion) akquiriert. Die Normalisierung der Bilder zu
SUV- oder SUVR-Bildern wurde mit der zuvor validierten Myokardkorrekturmethode
fur die TSPO-PET (Deussing et al. 2018) und mit einer Referenzregion in der weil’en
Substanz des Gehirns fur die AB-PET (Overhoff et al. 2016) durchgefuhrt. Zur besse-
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ren Vergleichbarkeit der Bilddaten wurden Z-Score-Abweichungen im Vergleich zu al-
tersentsprechenden WT-Mausen berechnet und ausgewertet. Nach Abschluss der
PET-Experimente wurden die Mause einem WM-Verhaltenstest zur Beurteilung ihrer
Gedachtnisleistung unterzogen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden Z-Score-Ab-
weichungen der Fluchtzeit und der zurtickgelegten Distanz der transgenen Einzeltiere
im Vergleich zu mittleren WT-Werten berechnet.

Bei den "®F-GE180-PET-Untersuchungen der PS2APP-Mause zeigte sich eine umge-
kehrte Parabelform fur die Traceraufnahme im Alter von 8 bis 13 Monaten mit einem
Maximum bei 11,5 Monaten als Korrelat der Mikrogliaaktivierung. Im '8F-FBB-PET
zeigte sich wie erwartet ein starker Anstieg der cerebalen 3-Amyloidablagerungen im
Alter von 8 bis 13 Monaten (Abb. 5A und 5B). Am starksten ausgepragt war dieser
Anstieg im frontalen und parietalen Cortex, im Hippocampus und im Thalamus. Die
Mikrogliaaktivierung war am starksten im Cortex und im Hippocampus ausgepragt. Sie
war aber auch in subcortikalen Regionen ohne A, wie dem Striatum, den entorhinalen
und piriformen Cortizes, zu finden. WM-Verhaltenstests zeigten, dass PS2APP-Mause
im Vergleich zu WT-Mausen eine kognitive Beeintrachtigung aufwiesen, was sich in
einer erhdhten Fluchtzeit (F(1,15)= 35,1 Sekunden., P <0,001) zeigte. Aullerdem legten
die PS2APP-Tiere im Vergleich eine mehr als vierfach so weite Strecke (P <0,01) zu-
ruck (Abb. 5C). Es gab keinen Geschwindigkeitsunterschied zwischen PS2APP- und
WT-Méausen.
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Abbildung 5: Ergebnisse der longitudinalen PET-Untersuchungen und Leistungen in der Verhaltenstestung. (A) Die cortikalen
TSPO-PET- und AB-PET-Signalintensitdten von PS2APP-Mausen in verschiedenen Altersstufen ausgedriickt als Z-Scores im
Vergleich zu Befunden bei altersangepassten C57BL/6-Mausen. Koronare und axiale Schnitte projiziert auf eine T1-gewichtete
Schnitte des MRT-Mausatlas. (B) Quantitative Auswertung der einzelnen TSPO- und der AB-PET-Z-Scores im Vorderhirn von
PS2APP-Mausen (n= 10) mit dem Alter. (C) Unterschiede zwischen PS2APP- und C57BL/6 (WT) -Mausen hinsichtlich der Flucht-

zeit (Sek.) und der zurilickgelegten Distanz in Pixel (pix) ausgelesen aus dem WM-Verhaltenstest. * P <0,01. ** P <0,001.

Als Nachstes untersuchten wir einen moglichen Zusammenhang zwischen den termi-
nalen PET-Analysen oder den immunhistochemischen Ergebnissen und der kogniti-
ven Leistung bei PS2APP-Mausen im Alter von 13,5 Monaten. Die WM-Leistung zeigte
keine Korrelation mit dem AB-PET-Signal im Vorderhirn oder in Bereichen, die spezi-
fisch mit dem raumlichen Lernen assoziiert waren (Abb. 6A). Bei Mausen mit einem
hohen TSPO-PET-Signal im Vorderhin (R=-0,46, P= 0,18) oder in Regionen, die dem
raumlichen Lernen zugeordnet werden (R=-0,51, P= 0,13), gab es jedoch starke Hin-
weise auf bessere kognitive Leistungen wie sich in der indirekten Korrelation aus den
Z-Scores aus WM-Verhaltenstest und TSPO-PET zeigte. Die Immunhistochemie be-
statigte die in vivo-Befunde: Die Methoxy-X04-Quantifizierung von fibrillarem AR zeigte
keinen Zusammenhang mit der kognitiven Leistung (Abb. 6A), wohingegen die Quan-

tifizierung der Immunfarbung vom mikrogliaspezifischen IBA1 (ionized calcium-binding
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adaptor molecule 1) einen signifikanten indirekt proportionalen Zusammenhang zwi-
schen der Aktivierung der Mikrogliazellen und den WM-Testergebnissen zeigte (Abb.
6A). Multimodale Befunde bei reprasentativen Mausen mit guter und schlechter WM-
Leistung sind in den Abbildungen 6B und 6C dargestellt.

Daruber hinaus konnten wir nur eine schwache Korrelation zwischen biochemischen
Analysen flr l16slichem AB und der kognitiven Leistung bei transgenen Mausen fest-
stellen (R=-0,36, P= 0,30). Insgesamt ergab die multimodale Analyse einen Zusam-
menhang zwischen einer hoheren Mikrogliaaktivitat und einer besseren kognitiven

Leistung im WM-Verhaltenstest.
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Abbildung 6: Multimodale Korrelationsanalyse der kognitiven Testung mit terminalem PET-Daten und immunhistochemischen
Ergebnissen bei PS2APP-Méausen. (A) Korrelationen zwischen individuellen kognitiven Tests im WM (WM, Z-Score) mit termina-
len PET- und immunhistochemischen Analysen. (B und C) Reprasentative PET-Bilder (Z-Score auf MRT-Atlas), Immunhistoche-
mie (fusioniertes Methoxy-X04 [blau] und Iba1 [rot]) und WM-Befunde einzelner Mause, die entweder einen niedrigen (B, orange)
oder einen hohen Wert (C, magenta) der Marker der Mikrogliaaktivierung bei Studienende aufweisen. Entsprechende Daten-

punkte in A sind in Orange (Nr. 1, niedrige Mikrogliaaktivitat) und Magenta (Nr. 2, hohe Mikrogliaaktivitat) dargestellt. * P <0,05.

Zur Uberpriifung des Vorhersagewerts frilher oder kumulativer Veranderungen der pa-
thologischen Biomarker auf die kognitive Leistung von PS2APP-Mausen, fihrten wir
longitudinale in vivo PET-Untersuchungen der cerebralen Amyloidlast und der Mikrog-
liaaktivitat durch. Zum einen verglichen wir die Z-Scores des TSPO-PET-Scans zu
Studienbeginn in unterschiedlichen Regionen mit der terminalen kognitiven Leistung
im WM-Verhaltenstest (Abb. 7 A-D). Zum anderen berechneten wir zur Veranschauli-

chung der longitudinalen Mikrogliaaktivierung die kumulativen Veranderungen der
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PET-Werte als bestimmte Integrale (AUC, engl. area under the curve) der Verhaltnisse
aus relativen Z-Scores der Versuchstiere zu altersentsprechenden Kontrolltieren und
den zeitlich gewichteten Abstanden der Untersuchungen zueinander (Abb. 7 E-H). Wir
fanden heraus, dass eine erhohte Mikrogliaaktivitat im Vorderhirn (R=-0.71, P <0.05;
Abb. 7A) und insbesondere in kognitionsassoziierten Bereichen (R= -0.82, P <0.01;
Abb. 7B) im PET-Scan der 8 Monate alten Mause zu Studienbeginn mit einer besseren
terminalen kognitiven Leistung assoziiert war. Auch die longitudinal erhéhte Mikrog-
liaaktivitat in der TSPO-PET im Vorderhirn (R = -0,45, n.s.; Abb. 7E) und in kognition-
sassoziierten Bereichen (R= -0,60, n.s.; Abb. 7F) zeigte Hinweise auf eine bessere
terminale kognitive Leistung. Durch voxelbasierte SPM-Analysen wurden die maxima-
len Werte in einem Bereich der Amygdala, des entorhinalen Cortex und des Hippo-
campus identifiziert, die besonders starke regionale Korrelationen zwischen hoher
Mikrogliaaktivitat zu Studienbeginn (R=-0,95, P <0,001; Abb. 7C) bzw. kumulativ Uber
den Studienverlauf (R=-0,68, P <0,05; Abb. 7G) und besserer kognitiver Leistung zu
Studienende ergaben. Dieses Verteilungsmuster wird als Peakcluster bezeichnet. Die
starkste Assoziation erfolgte in Gehirnbereichen, die am raumlichen Lernen beteiligt
sind, insbesondere in der Hippocampusformation, im Thalamus und im frontalen Ne-
ocortex (Abb. 7D und 7H) (D'Hooge and De Deyn 2001). Entgegen der urspringlichen
Annahme konnte keine Gehirnregion identifiziert werden, in der ein erhéhtes TSPO-
Signal zu Studienbeginn mit schlechteren kognitiven Leistungen am Studienende kor-

relierte.
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Abbildung 7: Vorhersage der kognitiven Leistung bei PS2APP-Mausen anhand der Mikrogliaaktivierung zu Studienbeginn (A —
C) im Vergleich zu der longitudinalen Mikrogliaaktivierung Uber die gesamte Studiendauer (E-G). Die Korrelationen zwischen
einzelnen Befunden in kognitiven Tests (Z-Scores) mit TSPO-PET zu Beginn der Studie (BL, engl. baseline) und als AUC fiir den
Studienverlauf werden in Diagrammen fiir das Vorderhirn (A und E), fiir Gehirnregionen, die mit raumlichem Lernen assoziiert
sind (B und F) und fiir das Peakcluster im Bereich der Amygdala (C und G) dargestellt. (D und H) Koronare Schnitte zeigen
statistische Verteilungsmuster (T-Scores) der voxelweisen Korrelation zwischen dem TSPO-PET zu Studienbeginn und der Leis-
tung im WM bei Studienende auf einem T1-gewichteten MRT-Atlas. * P <0,05. ** P <0,01. *** P <0,001.

Es ist bekannt, dass eine chronische Aktivierung von Mikrogliazellen mit der Zeit Sy-
napsen schadigt und neurodegenerative Prozesse begunstigt (Heneka, Kummer, and
Latz 2014). Daher hatte man bei erhdhten TSPO-PET-Werten schlechtere Ergebnisse
im WM-Verhaltenstest erwarten kdnnen. Wir beobachteten jedoch, dass eine erhdhte
Mikrogliaaktivitat mit einer besseren kognitiven Leistung einherging. Auf3erdem konn-
ten raumliche Verteilungsmuster in Gehirnregionen, die mit dem raumlichen Lernen
assoziiert sind, identifiziert werden, in denen die Korrelation des TSPO-Signals im PET
zu den WM-Ergebnissen besonders ausgepragt ist. Im Gegensatz dazu konnten je-
doch keine relevanten Assoziationen des AB-PET-Signals zu Studienbeginn oder im
longitudinalen Verlauf und der terminalen kognitiven Leistung gezeigt werden.

Weiterhin wurden terminale immunhistochemische Analysen durchgeflhrt, um nach
einem molekularen Korrelat der Assoziation zwischen aktivierten Mikrogliazellen und
besserer kognitiver Leistung zu suchen. Die Analysen der synaptischen Dichte zeigten
eine Reduktion von VGLUT1 im Gyrus dentatus und im frontalen Cortex der PS2APP
Mause. Die Ergebnisse der ex vivo-Untersuchungen stutzen die These, dass eine
frGhe Aktivierung der Mikrogliazellen bei Auftreten der Amyloid-Pathologie die synap-

tische Dichte im zeitlichen Verlauf besser erhalt.
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Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine erhohte Aktivitat der Mikrogliazellen
zu Studienbeginn und im Studienverlauf eine bessere kognitive Leistung zu Stu-
dienende vorhersagt. Das Ausmal} der Amyloidlast in frihen Krankheitsstadien eignet
sich hingegen nicht als Vorhersageparameter der kognitiven Leistung. Aulerdem
konnte erneut die Bedeutung von in vivo Biomarkern zur longitudinalen Uberwachung
des Krankheitsverlaufs unterstrichen werden. Daruber hinaus legen die Ergebnisse
nahe, dass die Modulation der Mikrogliaaktivitat ein relevantes therapeutisches Ziel in

Bezug auf den Erhalt der kognitiven Leistung darstellt.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Promotionsarbeit war es zunachst, den altersabhangigen Zusammenhang
von Glukosestoffwechsel und Neuroinflammation in Wildtyp-Mausen zu untersuchen,
um diese Erkenntnisse bei kunftiger praklinischer Kleintier-Forschung als Grundlage
der Analysen heranzuziehen. Nach Erlangen dieses Grundlagenwissens uber die phy-
siologische Neuroinflammation galt es in einem nachsten Schritt, die Bedeutung der
Neuroinflammation im Alzheimer-Mausmodell und ihre Auswirkungen auf die kogniti-
ven Leistungen zu untersuchen. Von besonderem Interesse war hierbei der Einfluss
der Neuroinflammation im Vergleich zur Amyloidlast.

In einer Querschnittstudie mit C57BL/6 Wildtyp-Mausen verschiedener Altersstufen
zwischen 5 und 20 Monaten fuhrten wir PET-Messungen mit dem bewahrten Gluko-
setracer "®F-FDG sowie mit dem neuartigen TSPO-Tracer '8F-GE180 zur Quantifizie-
rung der Mikrogliaaktivitat durch. Bereits bei den 8 Monate alten Wildtyp-Mausen be-
obachteten wir im Vergleich zu den 5 bis 6 Monate alten Mausen einen signifikanten
Anstieg beider Tracer im Cortex. Fir die '8F-GE180-Aufnahme kam es ab dem Alter
von 14,5 Monaten zu einem leicht abfallenden Plateau, wahrend die '®F-FDG-Auf-
nahme nach Erreichen eines Maximums bei 14,5 Monaten wieder bis auf das Niveau
der 5 bis 6 Monate alten Gruppe abfiel. In einer Untergruppe von je 8 Einzeltieren im
Alter von 8 bzw. 14,5 Monaten wurden die PET-Scans mit beiden Tracern innerhalb
einer Woche durchgefuhrt und anschlieend die Ergebnisse bezlglich einer mogli-
chen Korrelation analysiert. Dabei zeigte sich nach Anpassung an das Alter eine sig-
nifikante Korrelation zwischen "®F-FDG- und '8F-GE180-Aufnahme in cortikalen Regi-
onen des Gehirns. Aullerdem zeigten voxelbasierte Morphometrie-Analysen einen re-
levanten regionalen Zusammenhang zwischen der altersabhangigen Aktivierung von
Mikrogliazellen und dem Glukosestoffwechsel, der mittels in vivo Kleintier-PET gemes-
sen wurde.

Immunhistochemische und biochemische Untersuchungen bestatigten die TSPO-
PET-Befunde bei Kleintieren und stutzen die These, dass der bereits vorbeschriebene
cortikale Hypermetabolismus bei gealterten Wildtyp-Mausen mit einer zunehmenden
Neuroinflammation einhergeht. Diese Ergebnisse legen einen relevanten Beitrag der
Mikrogliaaktivierung in alternden C57/BL6-Mausen am Gesamtenergiehaushalt des

Gehirns nahe.
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Der Beitrag von aktivierten Mikrogliazellen zur Energiebilanz des murinen Gehirns
sollte in allen kiinftigen '®F-FDG-PET-Studien, insbesondere im Rahmen der For-
schung zu neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit, berick-
sichtigt werden. DarUber hinaus unterstreichen die vorliegenden Ergebnisse die abso-
lute Notwendigkeit altersentsprechender Kontrollgruppen bei praklinischen Studien zur
TSPO-Aktivitat und des Glukosestoffwechsels, ohne die keine Aussagen Uber physio-

logische sowie pathophysiologische Prozesse getroffen werden kdnnen.

Die zweite Veroffentlichung befasste sich mit der Rolle der Neuroinflammation im Alz-
heimer-Mausmodell. Besonders spannend war dabei die Frage nach den Auswirkun-
gen der Neuroinflammation im Vergleich zur Amyloidlast auf die kognitive Leistung.
Diese Fragestellung untersuchten wir anhand einer longitudinalen PET-Studie mit '8F-
FBB als Amyloid- und "®F-GE180 als TSPO-Tracer im transgenen Alzheimer-Maus-
modell im Alter zwischen 8 und 13 Monaten. Nach Beendigung der PET-Experimente
absolvierten die Mause einen Wasserlabyrinth-Test zur Untersuchung ihrer kognitiven
Leistung. AbschlieRend wurden immunhistologische und biochemische Analysen der
Gehirne zur Kreuzvalidierung der PET-Ergebnisse durchgefuhrt.

Wir fanden heraus, dass eine hohe Mikrogliaaktivierung zu Studienbeginn (und Beginn
der Amyloidablagerungen) eine bessere kognitive Leistung bei PS2APP-Mausen 5
Monate spater vorhersagt. Daruber hinaus war auch eine anhaltende und terminale
Erh6hung der Mikrogliaaktivitat mit einem besseren kognitiven Ergebnis am Ende der
Studie verbunden. Im Gegensatz dazu zeigte eine frih oder anhaltend erhéhte Amy-
loidose keinen Zusammenhang mit der kognitiven Leistung. Multimodale immunhisto-
chemische und biochemische Untersuchungen von Mikrogliazellen, Amyloidlast und
synaptischer Dichte validierten und erweiterten die Ergebnisse der molekularen in vivo
Bildgebung. Ebenfalls konnte keine Korrelation zwischen der immunhistochemisch un-
tersuchten Konzentration von léslichem AR in Gehirnextrakten der PS2APP-Mause im
Alter von 14 Monaten und der kognitiven Leistung gefunden werden. Im Einklang
hierzu wurde in einer Ubersichtsarbeit zu verschiedenen transgenen Alzheimer-Maus-
modelle keine signifikanten Korrelationen zwischen I6slichem oder unléslichem A und
der kognitiven Leistung beschrieben (Foley et al. 2015). Daruber hinaus konnte auch
im Alterungsprozess des Menschen gezeigt werden, dass AB nur eine geringe Korre-

lation mit der kognitiven Leistung aufweist (Jagust et al. 2009).
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Zusammenfassung

Diese neuen Erkenntnisse legen eine wichtige Rolle der Neuroinflammation in der Pa-
thophysiologie der Alzheimer-Krankheit nahe, welche insbesondere im Zusammen-
hang mit der kognitiven Leistung der Betroffenen steht. AuRerdem konnte gezeigt wer-
den, dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Ausmal der Amyloidlast
und der kognitiven Leistung im Mausmodell besteht. Insgesamt leistet unsere Studie
einen wichtigen Beitrag zum weiteren Verstandnis der Rolle der Neuroinflammation.
Neueste Studien unterstltzen die These, dass es sowohl protektive als auch schadli-
che Aktivierungszustande von Mikrogliazellen gibt. Eine héhere durch TREM2 vermit-
telte Mikrogliaaktivierung scheint schitzende Wirkungen vor der nachfolgende Amy-
loidakkumulation sowohl im Mausmodell als auch beim Menschen zu haben (Ewers et
al. 2020). Aulderdem legen neue Ergebnisse zur Untersuchung von l6slichem TREM2
im Liquor von Probanden nahe, dass eine hdhere TREM2-bezogene Mikrogliaaktivie-
rung ein langsameres Fortschreiten der Alzheimer-Krankheit im symptomatischen Sta-
dium vorhersagen kann (Ewers et al. 2019). Daher ist die Modulation von Mikrogliaak-
tivierung bzw. TREM2 als mdglicher Therapieansatz der Alzheimer-Krankheit Gegen-

stand aktueller Forschungen.
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6. Summary

The first aim of this doctoral thesis was to better characterize the age-dependent rela-
tionship between cortical glucose metabolism and neuroinflammation in wildtype mice.
The second major aim was to investigate the role of neuroinflammation in Alzheimer’s
mouse model and its impact on cognitive performance. In particular, this work com-
pared the influence of fibrillar amyloidosis and microglial activation on the cognitive
outcome.

First, we have obtained small-animal PET recordings with '®F-FDG and '8F-GE180, a
novel tracer for TSPO, in a large series of C57BL/6 wild type mice of various ages
between 5 and 20 months of age in a cross-sectional study. For both tracers, a signi-
ficant cortical increase was already observed between 5- to 6-months-old and 8-mon-
ths-old C57BL/6 mice. From the age of 14.5 months there was a slowly descending
plateau for the '®F-GE180 uptake, whereas '®F-FDG uptake declined from a peak at
14.5 months to the level seen in the youngest group. In a subset of animals (8 and
14.5 months of age) the PET measurements were conducted with both tracers within
the same week, and we inquired whether cortical glucose metabolism is directly
associated with TSPO-PET binding. After adjustment to age, a significant correlation
between cortical uptake of '®F-FDG and '8F-GE180 was found. In addition, voxelwise
analyses of PET indicated a clear spatial relationship of age-dependent neuroinflam-
mation and glucose metabolism. Immunohistochemical and biochemical investigations
confirmed the TSPO-PET findings and supported the association between cortical neu-
roinflammation and the previously described cortical hypermetabolism in aged mice.
The contribution of activated microglia to the brain energy budget should be considered
in all future '8F-FDG studies, especially in Alzheimer’s disease models and for other
neuroinflammatory conditions. Furthermore, present findings emphasize the need for
age-matched controls for valid conclusions in preclinical research of TSPO activity and

glucose metabolism.

In the second work-package, we examined the role of neuroinflammation in the
PS2APP Alzheimer's mouse model and its impact on cognitive performance. We ai-
med to correlate serial measures of TSPO- and AB-PET with terminal cognitive asses-
sments. Therefore, we conducted a longitudinal study with dual-tracer PET ('8F-FBB
and '8F-GE180) between 8 and 13 months of age. After recovering from the last PET

scan, the mice underwent a water maze test to examine their cognitive performance.
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Finally, we processed the brains for immunohistochemical and biochemical analyses
to cross-validate the PET results. We found that high microglial activation at the onset
of amyloidosis predicts better cognitive performance in PS2APP mice at a 5-month
follow-up. Interestingly, even longitudinally persistent and terminal elevation of microg-
lial activity was associated with a better cognitive outcome at the end of the study. On
the other hand, early amyloidosis did not predict cognitive outcome and terminal as-
sessments, nor was there any association between longitudinal amyloidosis and cog-
nition. Multimodal immunohistochemical and biochemical assessments of microglia,
amyloidosis, and synaptic density validated and extended the molecular in vivo ima-
ging results. We could not find any correlation between terminal soluble AR concent-
ration in brain extracts and cognitive performance in our PS2APP mice at 14 months
of age. Likewise, a recent review of different transgenic mouse models of Alzheimer’s
disease did not find a significant overall correlation between soluble or insoluble levels
of AB and cognitive function (Foley et al. 2015).

The combined findings suggest a strong impact of neuroinflammation during the pa-
thophysiological cascade of Alzheimer’s disease and in particular for the cognitive per-
formance. Neither longitudinal AB-PET nor terminal immunohistochemistry for detec-
tion of fibrillar amyloidosis showed an association with the cognitive performance in
individual PS2APP mice. Similarly, quantitative markers of AB had only weak correla-
tions with cognition in aged humans (Jagust et al. 2009).

Overall, our study contributes importantly to the further understanding of the role of
neuroinflammation in vivo. Latest studies support protective as well as harmful activa-
tion states of microglia. Higher microglia activation mediated by TREM2 has protective
effects against subsequent amyloid accumulation in both, mice and human (Ewers et
al. 2020). Furthermore, new results on the investigation of soluble TREM2 concentra-
tions in cerebrospinal fluid suggest that a higher TREM2-related microglial activation
predicts slower disease’s progression in a symptomatic state of Alzheimer’s disease
(Ewers et al. 2019). Therefore, the modulation of microglial activation or TREM2 as a

possible target in the therapy of Alzheimer’s disease is subject of current research.
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