
  

 

 

Aus der Klinik und Poliklinik für Nuklearmedizin  

Klinik der Ludwig-Maximilians-Universität München  

Direktor: Prof. Dr. med. Peter Bartenstein  

  

  

  

 

In Vivo Monitoring der Neuroinflammation während einer 

Immunmodulatorischen Therapie in Mausmodellen der Amyloid Pathologie 

  

  

  

Dissertation  

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin 

an der Medizinischen Fakultät der  

Ludwig-Maximilians-Universität zu München  

  

  

  

vorgelegt von  

  

  

Gloria Biechele 

aus  

Mindelheim 

  

  

2022 

 

 

 

 

 



 1  

Mit Genehmigung der Medizinischen 

Fakultät der Universität München  

  

  

  

  

  
Berichterstatter:       

  

  

Priv.-Doz. Dr. med. Matthias Brendel, 

MHBA 

Mitberichterstatter:     

 

Mitbetreuung durch den    

Prof. Dr. Markus Kipp 

Prof. Dr. Arthur Liesz 

Prof. Dr. Johannes Levin 

     

 

promovierten Mitarbeiter:   

  

Priv.-Doz. Dr. med. Leonie Beyer 

Dekan:   

 

Tag der mündlichen Prüfung:  

     

  

  

  

Prof. Dr. med. Thomas Gudermann   

 

 

15.12.2022 



  

  

I. Eidesstattliche Versicherung 

  

  

  

Biechele, Gloria 

___________________________________________________________________  

Name, Vorname  

  

  

Ich erkläre hiermit an Eides statt, dass ich die 

vorliegende Dissertation mit dem Titel 

  

  

In Vivo Monitoring der Neuroinflammation während einer 

Immunmodulatorischen Therapie in Mausmodellen der Amyloid Pathologie  

  

selbständig verfasst, mich außer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel 

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

übernommen sind, als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter 

Bezeichnung der Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.  

  

  

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

in ähnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen 

Grades eingereicht wurde.  

  

  

  

München, 17.01.2023                        Gloria Biechele          

__________________________     __________________________ 

Ort, Datum            Unterschrift Doktorandin  

 

 

 

 

Kumulative Dissertation gemäß § 4a der Promotionsordnung  



 3  

II. Inhaltsverzeichnis  

 

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

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

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

IV. Publikationen der kumulativen Dissertation und Eigenanteil ..................................... 6 

1. Einführung ................................................................................................................... 8 

1.1. Neuroinflammation bei Alzheimer Krankheit ........................................................... 9 

1.2. Immunmodulatorische Therapien bei Alzheimer Krankheit ................................... 10 

1.3. PET zur Bewertung von Neuroinflammation bei Menschen und Kleintieren ......... 12 

1.4. Mausmodelle der Alzheimer Krankheit ................................................................. 13 

1.5. Abgeleitete Fragestellung .................................................................................... 15 

2. Inhalte der Promotionsarbeit .................................................................................... 16 

2.1. Die Therapieeffekte chronischer Immunmodulation werden durch 

prätherapeutische Mikrogliaaktivierung und das Geschlecht bestimmt ............................ 16 

2.2. Chronische PPARy-Stimulation führt zu kompakteren Amyloid Plaques und 

verbessertem räumlichen Lernen .................................................................................... 28 

3. Zusammenfassung .................................................................................................... 34 

4. Summary .................................................................................................................... 37 

5. Literaturverzeichnis ................................................................................................... 40 

6. Danksagung ............................................................................................................... 46 

7. Publikation Nr. 1 ........................................................................................................ 47 

8. Publikation Nr. 2 ........................................................................................................ 60 

 

  



 4  

III. Abkürzungsverzeichnis  

  
APP  Amyloid Vorläuferprotein 

 

Aβ 

 

 

 

 

Amyloid Beta Peptid, β-Amyloid 

 

AUC 

 

CA1 

 

CB2R 
 

COX-1/-2 
 

CSF1R 
 

11C 

 

FAD 

 
18F 

 

kDa 

 

MBq 

 

mo 

 

MRT 

 

MWM 

 

NLRP3 

 

 

PET 

 

PPARγ 

 

P2X7R 

 

P2Y12R 

 

SUV 

 

SUVR 

 

SUVH 

 

TG 

 

 Area under the curve (dt. Fläche unter der Kurve)  

 

Cornu ammonis 1, Teil des Hippocampus 

 

Cannabinoid 2 Rezeptor 

 

Cyclooxygenase Isoenzyme 1 und 2 

 

koloniestimulierende Faktor 1 Rezeptor 

 

Kohlenstoff-Isotop mit der Massenzahl 11 

 

Familiäre Alzheimer Krankheit 

 

Fluor-Isotop mit der Massenzahl 18 

 

Kilo Dalton 

 

Megabecquerel 

 

Monate 

 

Magnetresonanztomographie 

 

Morris-Wasserlabyrinth  

 

NOD-, LRR-, and pyrin domain-containing 3, 

Inflammasom 

 

Positronen-Emissions-Tomographie  

 

Peroxisomen-Proliferator-aktivierten-Rezeptor 

 

P2X-ligandengesteuerter Ionenkanal 7 Rezeptor 

 

purinerger metabotroper Rezeptor 12  

 

Standard-Aufnahmewert  

 

relativer Standard-Aufnahmewert zur Referenzregion 

 

relativer Standard-Aufnahmewert zum Herz 

 

transgen 

 



 5  

TREM 

 

TSPO 

 

Vehikel 

 

WT 

 

µPET 

 

MCI 

triggernder Rezeptor auf myeloischen Zellen 

 

18-kDa-Translokator-Protein 

 

mit Kontrollfutter behandelte Tiere 

 

Wildtyp 

 

Kleintier PET 

 

Mild cognitive Impairment (dt. Leichte kognitive 

Störung) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 6  

IV. Publikationen der kumulativen Dissertation   

  

Die vorliegende kumulative Dissertation umfasst zwei bereits publizierte 

Manuskripte:  

 

Biechele, G.; Blume, T.; Deussing, M.; Zott, B.; Shi, Y.; Xiang, X.; Franzmeier, N.; 

Kleinberger, G.; Peters, F.; Ochs, K.; Focke, C.; Sacher, C.; Wind, K.; Schmidt, C.; 

Lindner, S.; Gildehaus, F.; Eckenweber, F.; Beyer, L.; von Ungern-Sternberg, B.; 

Bartenstein, P.; Baumann, K.; Dorostkar, M.; Rominger, A.; Cumming, P.; Willem, 

M.; Adelsberger, H.; Herms, J.; Brendel, M. Pre-therapeutic Microglia Activation and 

Sex Determine Therapy Effects of chronic Immunomodulation. Theranostics. 2021 

Aug 19; 11(18): 8964-8976. (IF 11.556) 

Blume, T.; Deussing, M.; Biechele, G.; Peters, F.; Zott, B.; Schmidt, C.; Franzmeier, 

N.; Wind, K.; Eckenweber, F.; Sacher, C.; Shi, Y.; Ochs, K.; Kleinberger, G.; Xiang, 

X.; Focke, C.; Lindner, S.; Gildehaus, F.; Beyer, L.; Ungern-Sternberg, B.; 

Bartenstein, P.; Baumann, K.; Haass, C.; Adelsberger, H.; Rominger, A.; Cumming, 

P.; Willem, M.; Dorostkar, M., Herms, J., Brendel, M. Chronic PPARγ Stimulation 

Shifts Amyloidosis to Higher Fibrillarity but Improves Cognition. Front Aging 

Neurosci. 2022 Mar 30; 14: 854031. (IF 5.750) 

 

 

 

 

 



 7  

Beschreibung des Eigenanteiles: 

„Pre-therapeutic microglia activation and sex determine therapy effects of chronic 

immunomodulation.” 

Erstellen des Studienkonzepts in Zusammenarbeit mit dem Betreuer. Selbstständige 

praktische Umsetzung des Studienkonzepts durch Ausführung der Kleintier-PET-Scans 

sowie der kognitiven Verhaltenstestung. Mitarbeit bei Versorgung und Fütterung der 

Versuchsmäuse, sowie regelmäßige Kontrolle des körperlichen Wohlergehens der Tiere. 

Nach Abschluss des praktischen Teils der Studie autonome Auswertung und Interpretation 

der erhobenen Daten der PET Scans sowie statistische Analyse, stets in enger 

Rücksprache mit dem Betreuer. Durchführung der kognitiven Verhaltenstestung und zuletzt 

Perfusion der Tiere. Eigenständiges Verfassen des primären Manuskriptentwurfs des 

Papers. Anschließende Überarbeitung des Entwurfs bis zur finalen Version in Abstimmung 

mit dem Betreuer. 

 

„Chronic PPARγ stimulation shifts amyloidosis to higher fibrillarity but improves 

cognition “ 

Analog zur Erstautorschaft Planung und Ausführung der Kleintier-PET-Scans sowie der 

kognitiven Verhaltenstestung im Morris-Water-Maze. Perfusion der Tiere sowie 

anschließende Interaktion mit den Studienpartnern der Abteilung für Neuropathologie, 

welche obenstehende Publikation als Erstautorschaft veröffentlichten. Aufbereitung, 

Auswertung und Interpretation der PET- und Verhaltensergebnisse sowie Korrelation mit 

den neuropathologischen Quantifizierungen. Bereitstellung der PET-basierten Abbildungen 

und Absätze der Publikation. 

 

 



 8  

1. Einführung   

Infolge des demographischen Wandels, welchem unsere Gesellschaft unterliegt, 

haben Gesundheitssysteme in Industrienationen mit einer Reihe vermehrt 

auftretender Erkrankungen des hohen Alters zu kämpfen. Neben kardiovaskulären 

und endokrinologischen Problemstellungen zählen auch kognitive Verluste zu den 

häufigsten Beeinträchtigungen im alltäglichen Leben der Älteren (Jaul and Barron 

2017). Etwa 8 Millionen Menschen sind derzeit in Deutschland älter als 80 Jahre, 

deren Demenzrisiko beträgt gerundet 20%, bei den über 90-Jährigen beträgt es 

bereits 40% (Thyrian, Boekholt et al. 2020). Infolge demographischer Veränderungen 

kommt es zu weit mehr Neuerkrankungen als zu Sterbefällen unter den bereits 

Erkrankten (Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V. 2020), was in einer wachsenden 

sozioökonomischen Belastung für das Gesundheitssystem in Gesellschaften 

längeren Lebens resultiert. 2016 betrugen die geschätzten Kosten aller 

Demenzerkrankungen in Deutschland 73 Milliarden €, was sich bis 2060 gemäß 

Hochrechnungen voraussichtlich auf 194 Milliarden € steigern wird (Michalowsky, 

Kaczynski et al. 2019). 

Neben vaskulärer Demenz, Lewy-Body-Demenz und dem Komplex der 

frontotemporalen dementiellen Erkrankungen stellt die Alzheimer Krankheit laut der 

WHO mit 60-70% die mit Abstand häufigste Ursache einer Demenzerkrankung dar 

(WHO 2021). Laut der Alzheimer Gesellschaft wird Alzheimer als „Form der Demenz, 

die Gedächtnis, Denkprozess und Verhalten beeinträchtigt“ definiert, mit 

letztendlicher Erschwernis, alltägliche Aufgaben zu bewältigen (Alzheimer´s 

Association 2022). Gemäß der deutschen ICD-Kodierung muss für die 

Diagnosestellung eine Alltagsbeeinträchtigung über einen Zeitraum von mindestens 

6 Monaten erfüllt sein. Angesichts der immensen Beeinträchtigung stellen die bislang 

zugelassenen Wirkstoffklassen Acetylcholinesterase-Inhibitoren und NMDA-
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Antagonisten einen lediglich symptomatischem Therapieansatz dar (Birks 2006, 

Weller and Budson 2018). Trotz engagierter pathogenetischer Forschung und 

steigender ökonomischer Motivation existiert bisher keine zugelassene kausal 

wirksame oder krankheitsmodifizierende Behandlungsoption. (Lane, Hardy et al. 

2018). Mit dem gegen β-Amyloid gerichteten Antikörper Aducanumab konnte 

allerdings als erste spezifische Therapie eine (Teil-) Zulassung erwirkt werden (FDA 

2021). 

 

1.1. Neuroinflammation bei Alzheimer Krankheit 

Charakteristisch für die Alzheimer Krankheit ist die Akkumulation dreierlei 

neuropathologischer Komplexitäten: extrazelluläre β-Amyloid Peptid Plaques, 

intrazelluläre fibrilläre Tau Aggregate und die Aktivierung neuroinflammatorischer 

Pfade, reguliert durch Mikroglia und Astrozyten (Braak and Braak 1991, Querfurth 

and LaFerla 2010, Serrano-Pozo, Frosch et al. 2011, Heneka, Carson et al. 2015). 

Dieser Komplex wird als die „ATN-Sequenz“ konzeptualisiert, der zu Folge 

Amyloidose [A] der Tau-Pathologie [T]  vorausgeht und sie beschleunigt, welche 

wiederum zu Neurodegeneration [N] führt (Tan, Ji et al. 2020). Dies wird nun zu 

einem „ATX(N)-System“ erweitert, wobei „X“ neuartige Biomarker für zusätzliche 

pathophysiologische Mechanismen, wie neuroimmune Dysregulation, synaptische 

Dysfunktion und Veränderungen der Blut-Hirn-Schranke im Rahmen regionaler 

Inflammation darstellt (Hampel, Cummings et al. 2021). Infolge des Auftretens von 

Aβ wurden je nach Krankheitsstadium zwei verschiedene Arten von Mikroglia 

beobachtet: Eine gering aktive, potentiell nützliche Entzündung und eine zur 

Hemmung der synaptischen Funktion bis zum Zelltod führende, schädliche Variante 

(Bamberger, Harris et al. 2003, Wang, Tan et al. 2015). Im Rahmen der Alzheimer-

Pathophysiologie stellt die Neuroinflammation einen wichtigen Mediator für 
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Proteinaggregation und -ausbreitung, sowie für das Fortschreiten der Erkrankung dar 

und sorgt außerdem für eine positive Rückkopplungsschleife innerhalb der 

Krankheitskaskade (Ishizawa and Dickson 2001, Serrano-Pozo, Mielke et al. 2011, 

Villemagne, Burnham et al. 2013, Pascoal, Benedet et al. 2021). Studien zu oben 

genannten, multiplen Biomarkern bei an neurodegenerativen Erkrankungen 

leidenden Patienten kamen zu diskrepanten Ergebnissen. Während einige Autoren 

Aβ und Tau den gleichen Einfluss zur mikroglialen Aktivierung zuschreiben (Dani, 

Wood et al. 2018) und einige die Interaktion von Aβ und Mikrogliaaktivierung als 

Taktgeber der Tau-Ausbreitung unterstützen (Pascoal, Benedet et al. 2021), zeigte 

sich auch, dass die Auswirkungen der neuropathologischen Akkumulation auf die 

Kognition stark durch kortikale Atrophie moduliert werden (Frigerio, Boon et al. 2021, 

Su, Surendranathan et al. 2021). Ein detailliertes Verständnis des 

pathophysiologischen Zusammenspiels und seines Beitrags zur Inflammation könnte 

einen tieferen Einblick in die mechanistischen Prozesse gewähren und so zum 

Schlüssel für neue therapeutische Ansätze werden. 

 

1.2. Immunmodulatorische Therapien bei Alzheimer Krankheit 

Ob und wie sich Neuroinflammation letztendlich positiv oder negativ auf die 

erkrankungsbezogene Pathophysiologie und die patientenbezogene Lebensqualität 

auswirkt, ist noch unklar. Dennoch besteht berechtigtes Interesse, über eine 

Modulation der inflammatorischen Mechanismen neue Behandlungsstrategien gegen 

die Alzheimer Krankheit zu entwickeln (Ahmad, Fatima et al. 2019).  

Aus präklinischen Arbeiten geht hervor, dass eine Immunmodulation über den 

Peroxisomen-Proliferator-aktivierten-Rezeptor (PPAR)-γ in der Lage ist, die 

neuronale Synapsendichte (Zou, Shi et al. 2016), sowie die räumliche Lernleistung 

(Mandrekar-Colucci, Karlo et al. 2012) in Alzheimer Mausmodellen zu bewahren. Als 
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ligandenabhängiger, nuklearer Rezeptor führt PPARγ im Zusammenspiel mit dem 

Leber X Rezeptor zu einem Anstieg der Apolipoprotein-E-Spiegel (apoE) im Gehirn, 

welche wiederum die proteolytische Entfernung von Aβ begünstigen. Als weitere 

Effekte sind die Stimulation von Astrozyten sowie die Polarisation von Mikroglia zu 

nennen, wodurch Letztere von einem proinflammatorischen M1-Zustand in einen 

entzündungshemmenden M2-Zustand mit verbesserter Phagozytoseaktivität 

konvertiert (Mandrekar-Colucci, Karlo et al. 2012). PPARγ-Agonisten begünstigen 

den Amyloidabbau und sind so in der Lage, bei behandelten Mäusen 

Gedächtnisverluste wiederherzustellen (Mandrekar-Colucci, Karlo et al. 2012, 

d'Angelo, Castelli et al. 2019). Dennoch wurde eine groß angelegte humane Studie 

zum Einsatz des PPARγ-Agonisten Pioglitazone bei Patienten mit leichter kognitiver 

Beeinträchtigung (engl. MCI = mild cognitive Impairment) eingestellt, nachdem eine 

Zwischenanalyse keinen Nutzen nachweisen konnte (Burns, Chiang et al. 2019). 

Als weitere Möglichkeit der Immunmodulation sind NLRP3-Inflammasom-

inhibitorische (NOD-, LRR-, and pyrin domain-containing 3) Strategien zu nennen. 

Das NLRP3-Inflammasom sorgt im Rahmen der Alzheimer Krankheit für die 

Sekretion der Interleukine IL-1β und IL-18 (Hanslik and Ulland 2020), welche für 

Neuroinflammation bis hin zu induziertem Zelltod verantwortlich sind (Wright, Zinn et 

al. 2013, Malik and Kanneganti 2017). NLRP3-Aktivierung begünstigt die 

pathologische Aggregation von Aβ und Tau und verhindert deren mikrogliale 

Clearance (Heneka, Kummer et al. 2013, Ising, Venegas et al. 2019). Eine 

therapeutische Inhibition dieses Inflammasoms stellt somit ein potentielles Mittel dar, 

Neuropathologien abzumildern, allerdings mit Einräumen schwerwiegender Folgen 

durch unbeabsichtigte immunsuppressive Wirkungen (Salliot, Dougados et al. 2009, 

Kullenberg, Lofqvist et al. 2016). 
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1.3. PET zur Bewertung von Neuroinflammation bei Menschen und Kleintieren 

Die Positronen-Emissions-Tomographie als bildgebende Untersuchungsmethode 

ermöglicht dem Betrachter, mittels radioaktiv markierter Substanzen 

Stoffwechselaktivität und molekulare Strukturen im Körper sichtbar zu machen. 

Mithilfe geeigneter Tracer kann eine Vielzahl fehlgefalteter Proteine und 

stoffwechselpathologischer Vorgänge longitudinal in vivo dargestellt, sowie 

quantitativ und qualitativ bewertet werden. Zu diesen Vorgängen zählt auch die 

Neuroinflammation, welche bei der Alzheimer Krankheit vor allem auf reaktive 

Mikroglia und Astrozytose zurückzuführen ist (Leng and Edison 2021). Zunächst 

wurde die molekulare Bildgebung der Neuroinflammation mittels PET von Studien 

dominiert, die Isochinolincarboxamid [11C]PK11195 als Liganden an das 18kDa 

Translokatorprotein (TSPO), auch bekannt als peripherer Benzodiazepinrezeptor, 

nutzten (Vivash and O'Brien 2016). TSPO benennt ein Protein an den Kontaktstellen 

der inneren und äußeren Mitochondrienmembran, welches an der Regulierung 

zahlreicher zellulärer Vorgänge beteiligt ist, unter anderem Entzündungsreaktion, 

oxidativer Stress und mitochondriale Homöostase (Scarf and Kassiou 2011, Bonsack 

and Sukumari-Ramesh 2018). Dennoch sind die detaillierten Funktionen von TSPO 

noch nicht vollständig geklärt und Gegenstand aktueller Forschung (Rupprecht, 

Wetzel et al. 2022, Shi, Cui et al. 2022). Aufgrund optimierbarer 

radiopharmazeutischer Eigenschaften (Chandra, Valkimadi et al. 2019) wurden 

TSPO-Tracer der zweiten und dritten Generation entwickelt, zu denen [18F]GE-180 

zählt (Fan, Calsolaro et al. 2016). Die TSPO-PET gewinnt an Relevanz zur 

Überwachung therapiebedingter Modifikation der mikroglialen Aktivierung in 

Mausmodellen (Scott, Zetterberg et al. 2018) sowie in humanen Studien (Wolf, 

Brackhan et al. 2020). In diesem Zusammenhang hat sich der TSPO-Ligand [18F]GE-

180 zur Darstellung aktivierter Mikroglia in Amyloid-Mausmodellen unter anti-
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inflammatorischer Behandlung als leistungsfähig erwiesen (James, Belichenko et al. 

2017). In vergangenen Studien konnten auch innerhalb unserer Arbeitsgruppe hohe 

Übereinstimmungen zwischen der [18F]GE-180-PET Quantifizierung und 

immunhistochemischen Analysen mittels mikroglialer Marker nachgewiesen werden 

(Brendel, Probst et al. 2016, Parhizkar, Arzberger et al. 2019). 

Neue Ansätze verfolgen auch nicht-TSPO PET-Marker zur Visualisierung 

neuroinflammation-bezogener Zielstrukturen. Zu diesen spezifischen und 

funktionellen Biomarkern zählen der P2X-ligandengesteuerte Ionenkanal 7 Rezeptor 

(P2X7R), die Cyclooxygenase Isoenzyme (COX-1 und COX-2), der Cannabinoid 2 

Rezeptor (CB2R), der koloniestimulierende Faktor 1 Rezeptor (CSF1R), der 

purinerge metabotrope Rezeptor 12 (P2Y12R) und der triggernde Rezeptor auf 

myeloischen Zellen (TREM).  Mithilfe dieser hochselektiven Biomarker kann es in 

Zukunft gelingen, Erkrankungen hinsichtlich ihrer beteiligten Immunzellen spezifisch 

zu charakterisieren (Gotzl, Brendel et al. 2019, Jain, Chaney et al. 2020). 

Zusammenfassend kann molekulare Bildgebung von Neuroinflammation wesentlich 

zur Therapieauswahl und -überwachung sich immunmodulatorisch auswirkender 

Therapien beitragen. 

 

1.4. Mausmodelle der Alzheimer Krankheit 

Die Entwicklung transgener Alzheimer-Mausmodelle trug grundlegend zum 

Verständnis molekularpathologischer Mechanismen, sowie zur Entwicklung und 

Prüfung therapeutischer Interventionen bei (Elder, Gama Sosa et al. 2010). Ein 

Großteil der Mausmodelle basiert auf der Verwendung von Genen, welche für die 

autosomal dominant vererbte, familiäre Alzheimer-Demenz (FAD) verantwortlich 

sind. Unter diesen Genen stellen das β-Amyloid precursor Protein (APP) Gen auf 

Chromosom 21 (St George-Hyslop 2000), das Presenilin 1 (PS1) Gen auf 
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Chromosom 14 und das Presenilin 2 (PS2) Gen auf Chromosom 1 (Puzzo, Gulisano 

et al. 2015) wichtige Genloci dar, welche in direktem Zusammenhang mit der Bildung 

und Akkumulation von β-Amyloid Plaques stehen (Platt, Reeves et al. 2013). APP als 

transmembranes Glykoprotein wird in diesem Rahmen komplex durch verschiedene 

proteolytische Sekretasen gespalten, was in der Bildung von löslichem Aβ resultiert. 

Beide oben genannten Presenilin-Gene codieren für solche Sekretasen (Puzzo, 

Gulisano et al. 2015). 

Die transgene Mauslinie B6.PS2APP überexprimiert die Kombination aus 

homozygoter Presenilin-2-Mutation und humaner APP-Mutation (Richards, Higgins et 

al. 2003) mit nachfolgendem Vorkommen erster Plaques in zerebralem Cortex und 

Hippocampus ab einem Alter von 5 - 6 Monaten (Richards, Higgins et al. 2003, 

Ozmen, Albientz et al. 2009). Mit kognitiven Einschränkungen infolge der 

Amyloidakkumulation ist ab einem Alter von 8 Monaten zu rechnen 

(https://www.alzforum.org/research-models/ps2app). 

Das AppNL-G-F-Mausmodell zählt zu den Knock-in Modellen der zweiten Generation 

(Saito, Matsuba et al. 2014), welche folgende drei zusätzlich integrierte Gene im 

APP-Genlocus enthalten: Eine sogenannte schwedische, beyreuther/iberische und 

eine arktische Mutation, welche zum Anstieg der totalen β-Amyloid-Produktion 

(Citron, Oltersdorf et al. 1992), zu einer erhöhten Aβ42/Aβ40-Ratio (Lichtenthaler, 

Ida et al. 1997) und zu begünstigter Plaque-Akkumulation (Nilsberth, Westlind-

Danielsson et al. 2001) führen. Homozygote AppNL-G-F -Mäuse weisen so ab einem 

Alter von 2 Monaten, ohne Überexpression von APP, sich progredient ausdehnende, 

zerebrale β-Amyloid Plaques mit umliegender reaktiver mikroglialer Aktivierung auf. 

Mit kognitiven Defiziten ist ab einem Alter von 8 Monaten zu rechnen (Saito, Matsuba 

et al. 2014, Masuda, Kobayashi et al. 2016). 
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Beide genannten Mausmodelle wurden mit C57Bl/6 Hintergrund generiert, welche als 

Wildtypen zur Überwachung der nicht-erkrankungsassoziierten Effekte dienten. 

 

1.5. Abgeleitete Fragestellung 

Immunmodulatorische Therapien mit dem PPARγ-Agonisten Pioglitazone zeigen 

heterogene Ergebnisse (Geldmacher, Fritsch et al. 2011, Mandrekar-Colucci, Karlo 

et al. 2012, Zou, Shi et al. 2016, Burns, Chiang et al. 2019). Aus vorangehenden 

Studien geht hervor, dass eine chronische Behandlung mit Pioglitazone mit 

reduzierter Neuroinflammation, Plaquemodifikation und verbesserter kognitiver 

Leistung einhergeht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Effekte einer Behandlung 

von Pioglitazone zwischen Mäusen mit und ohne APP-Überexpression verglichen. 

Zudem wurden die longitudinalen Bildgebungsdaten hinsichtlich einer 

Stratifikationsmöglichkeit für optimiertes Therapieansprechen ausgewertet.  
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2. Inhalte der Promotionsarbeit 

2.1. Die Therapieeffekte chronischer Immunmodulation werden durch 

prätherapeutische Mikrogliaaktivierung und das Geschlecht bestimmt 

Diese Studie untersuchte zum einen die Hypothese, ob sich die TSPO-PET mit dem 

Tracer [18F]GE-180 zum Monitoring anti-inflammatorischer Effekte bei chronischer 

Immunmodulation in Alzheimer-Mausmodellen eignet. Zum anderen wurde die 

Hypothese getestet, ob mikrogliale Aktivierung in der TSPO-PET in der Lage ist, 

therapieassoziierte Veränderungen und Ergebnisparameter zu prognostizieren. 

Darüber hinaus evaluierten wir Auswirkungen des Geschlechts auf die 

Immunmodulation. Schließlich wurden die in vivo PET-Ergebnisse und der zelluläre 

Ursprung der TSPO-PET Signalveränderungen (immun)histochemisch validiert und 

bestätigt.  

Zwei verschiedene Aβ-Mausmodelle (PS2APP und AppNL-G-F) und eine Wildtyp-

Kohorte wurden einem longitudinalen PET-Bildgebungsdesign (TSPO- und Aβ-PET) 

unterzogen. 23 weibliche PS2APP- und 15 Wildtyp-Mäuse durchliefen im Alter von 8 

Monaten die Ausganguntersuchung und wurden dann im Alter von 9,5, 11,5 und 13 

Monaten erneut mittels PET kontrolliert. Bei den 33 gemischtgeschlechtlichen AppNL-

G-F -Mäusen erfolgte die Erstuntersuchung im Alter von 5 Monaten und die PET 

Bildgebung wurde dann mit 7,5 und 10 Monaten wiederholt. Nach Absolvieren der 

Erstuntersuchung wurde den Tieren für die gesamte Versuchszeit käfigweise zufällig 

entweder Pioglitazone- oder Kontrollfutter (Vehikel) zugeteilt. Zur Messung der 

zerebralen TSPO-Expression wurden [18F]GE-180 TSPO-PET-Aufnahmen mit einer 

durchschnittlichen Dosis von 11,5 ± 2,2 MBq und einem Emissionsfenster von 60 – 

90 Minuten nach Injektion durchgeführt. Zur Messung der fibrillären zerebralen 

Amyloidose wurden [18F]florbetaben Aβ-PET-Aufnahmen mit einer durchschnittlichen 
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Dosis von 12,2 ± 2,0 MBq und einem Emissionsfenster von 30-60 Minuten nach 

Injektion durchgeführt, gemäß eines etablierten Protokolls (Overhoff, Brendel et al. 

2016). Mithilfe von PMOD (Version 3.5; PMOD technologies, Basel, Schweiz) 

wurden die akquirierten Bilddaten zunächst räumlich koregistriert und dann auf ein 

für den Genotyp spezifisches „Template“ ausgerichtet. Durch Skalierung auf Gewicht 

und injizierte Radioaktivität konnten die Daten als Standardaufnahmewerte (engl. 

Standardized-Uptake-Value, SUV) normalisiert werden. Es wurden relative 

Standardaufnahmewerte (engl.: Standardized-Uptake-Value-Ratio, SUVR) für das 

Aβ-PET mittels Pseudoreferenzregion und für das TSPO-PET mittels 

Myokardkorrektion (SUVH) (Deussing, Blume et al. 2018) berechnet. Für die 

PS2APP-Kohorte diente die weiße Substanz (Overhoff, Brendel et al. 2016), für die 

AppNL-G-F-Kohorte das periaquäduktale Grau (Sacher, Blume et al. 2019) als 

pathologiearme Pseudoreferenzregion. Die TSPO-Daten wurden zur besseren 

Vergleichbarkeit zudem als Z-Scores = ([EinzelwertTG - MittelwertWT-

Veh]/StandardabweichungWT-Veh) für jedes individuelle Tier mit Amyloid Pathologie zu 

jedem Studienzeitpunkt standardisiert. Zudem erfolgte eine kognitive 

Verhaltenstestung (räumliches Lernen) mittels Morris-Wasserlabyrinth (MWM) 

(Bromley-Brits, Deng et al. 2011). Analysiert wurden die Latenz zum erstmaligen 

Erreichen der Plattform (engl.: escape latency), die Häufigkeit der Plattform-

Durchquerungen (engl.: platform frequency) und die Aufenthaltszeit im 

Plattformquadranten, jeweils am Testtag. Die Einzelparameter wurden mittels einer 

Hauptkomponentenanalyse zu einem Score pro Tier kondensiert. Außerdem erfolgte 

die Entnahme randomisierter Gehirnhemisphären für (immun)histochemische sowie 

biochemische Analysen mit Iba1 als allgemeinen mikroglialen Marker und CD68 als 

speziellen Marker für mikrogliale Aktivierung. 
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Zunächst konnten wir zeigen, dass die TSPO-PET in der Lage war, veränderte 

Mikroglia-Aktivierung unter chronischer PPARγ-Stimulation nachzuweisen. Im 

Gegensatz zu den Vehikel-behandelten Wildtyp-Mäusen zeigten die Vehikel-

behandelten PS2APP-Mäuse einen starken Anstieg des TSPO-PET-Signals mit 

einem Spitzenwert bei 11,5 Monaten (52-67 % Zunahme, alle Zeitpunkte: p < 0,0001) 

(Abb. 1). Prätherapeutisch konnte dabei kein Unterschied zwischen Pioglitazone- 

und Vehikel-behandelten PS2APP-Mäusen festgestellt werden (SUVH: 0,24 ± 0,05 

vs. 0,26 ± 0,01, p = 0,647). Das TSPO-PET-Signal der PS2APP-Tiere unter 

Pioglitazon-Behandlung wies im Verlauf von 9,5 (13 % Abnahme, p = 0,0027), 11,5 

(17 % Abnahme, p = 0,0046) und 13 (13 % Abnahme, p = 0,0071) Monaten ein 

abgeschwächtes TSPO-PET-Signal auf, wohingegen das TSPO-PET-Signal der 

altersgleichen Vehikel-Gruppe kontinuierlich stieg (Abb. 1).  

  

Abbildung 1: TSPO-PET-Monitoring von PS2APP- und Wildtyp-Mäusen (WT) während einer 

chronischen Therapie mit Pioglitazone. A In Projektion auf eine anatomische Standard-MRT-

Aufnahme zeigen axiale Aufnahmen die Gruppenmittelwerte des [18F]GE-180 TSPO-PET-Signals 
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(myocardium scaled standardized uptake value, SUVH) zu verschiedenen Zeitpunkten in der 

Behandlungs- und Vehikelgruppe. Zum Zeitpunkt der Baseline-Scans waren alle Tiere therapienaiv. B 

Darstellung des kortikalen TSPO-PET-Signals als individueller Verlauf während der 

Beobachtungsperiode. Pio = Pioglitazone-Behandlung, Veh = Vehikel-Behandlung. Die Statistik 

basiert auf einem linear mixed model. PS2APP Pioglitazone n = 13, PS2APP Vehikel n = 10, WT 

Pioglitazone n = 8, WT Vehikel n = 7. 

 

In einer unserer vorherigen Arbeiten zeigte sich, dass das Geschlecht der Mäuse 

einen Einfluss auf die zerebrale TSPO-Expression hat (Biechele, Franzmeier et al. 

2020). Deshalb untersuchten wir den Einfluss des Geschlechts auf die PPARγ-

induzierten Veränderungen. Zu diesem Zweck wurden altersgleiche weibliche und 

männliche AppNL-G-F-Mäuse longitudinalen TSPO- und Aβ-Scans während einer 

chronischen Pioglitazone-Behandlung unterzogen. Vehikel-behandelte, weibliche 

AppNL-G-F-Mäuse zeigten, verglichen mit den männlichen Tieren, im Alter von 7,5 (18 

% Zunahme, p = 0,017) und 10 Monaten (25 % Zunahme, p = 0,0007) einen 

geschlechtsspezifischen Anstieg des TSPO-PET-Signals. Weibliche AppNL-G-F-Tiere 

unter Pioglitazone-Behandlung wiesen im Alter von 7,5 (15 % verringert, p = 0,030) 

und 10 Monaten (21 % verringert, p = 0,0053) einen geringeren Anstieg des TSPO-

PET-Signals auf, als weibliche AppNL-G-F-Tiere unter Vehikel-Behandlung (Abb. 2). 

Männliche AppNL-G-F-Mäuse unter Pioglitazone-Behandlung zeigten eine Tendenz zu 

einem erhöhten Anstieg des TSPO-PET-Signal im Alter von 5 bis 10 Monaten im 

Vergleich zur transgenen Vehikel-Gruppe, welcher allerdings keine Signifikanz 

erreichte. Eine chronische PPARγ-Stimulation moduliert die Mikrogliaaktivierung 

folglich geschlechtsabhängig, aber unabhängig von dem Vorhandensein einer APP-

Überexpression.  
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Abbildung 2: Analog zu Abbildung 1 TSPO-PET Monitoring weiblicher und männlicher AppNL-G-F-

Mäusen mit und ohne chronische Pioglitazone-Behandlung. A Projiziert auf eine Standard-MRT-

Vorlage zeigen axiale Bilder Gruppenmittelwerte des [18F]GE-180 TSPO-PET-Signals (myocardium 

scaled standardized uptake value, SUVH) zu verschiedenen Zeitpunkten mit (Pio) und ohne (Veh) 

immunmodulatorische Behandlung. Die Baseline-Scans fanden vor Therapieinitiation statt. B 

Individuelle Verläufe des kortikalen TSPO-PET-Signals während der pharmakologischen 

Behandlungsperiode. Die Statistik basiert auf einem linear mixed model. Pio = Pioglitazone 

Behandlung, Veh = Vehikel Behandlung. Weibliche AppNL-G-F Pioglitazone n = 4, weibliche AppNL-G-F 

Vehikel n = 9, männliche AppNL-G-F Pioglitazone n = 11, männliche AppNL-G-F Vehikel n = 6. 

 

Die Gruppe der Wildtyp-Tiere ergab keinen Unterschied zwischen Behandlung und 

Vehikel. Außerdem bestanden keine Unterschiede zwischen den Ausgangswerten 

des Aβ-PET-Signals (Abb. 3 A) und den Aβ-PET-Veränderungsraten über die Zeit 

(Abb. 3 B) zwischen den Geschlechtern der therapienaiven AppNL-G-F-Mäuse. 
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Abbildung 3:  A Quantifizierung der Baseline SUVR (standardized uptake value ratio) der 

[18F]florbetaben Aβ-PET therapienaiver AppNL-G-F-Mäuse beider Geschlechter. B Vergleiche der 

Veränderungsrate des [18F]florbetaben Aβ-PET zwischen Beginn und Ende der Beobachtungsperiode 

bei therapienaiven AppNL-G-F-Mäusen beider Geschlechter. Die p-Werte basieren auf einem 

ungepaarten t-Test. Veh = Vehikel Behandlung. Weibliche AppNL-G-F n = 9, männliche AppNL-G-F n = 6. 

 

Darüber hinaus fiel ein starker indirekter Zusammenhang zwischen der TSPO-PET 

Quantifizierung zur Baseline und den darauffolgenden Veränderungen des TSPO-

PET-Signals bei Pioglitazone-behandelten Tieren auf (R = -0,874; p < 0,001, Abb. 4 

A – B). Dies spricht dafür, dass Mäuse mit hoher Mikrogliaaktivierung vor 

Therapiebeginn stärker auf die PPARγ-Stimulation ansprechen. Dieser 

nennenswerte Zusammenhang war auch bei separater Betrachtung der Kohorten 

von PS2APP- (R = -0,964; p < 0,0001) und AppNL-G-F-Mäusen (R = -0,68; p = 0,0053) 

mit chronischer Pioglitazone-Behandlung nachweisbar. Der oben genannte Effekt 

konnte in allen Hirnregionen beobachtet werden, wobei die Unterschiede zwischen 

Pioglitazone- und Vehikel-behandelten Mäusen in neokortikalen Arealen, 

Hippocampus, Striatum und Thalamus am stärksten ausgeprägt waren (Abb. 4 C – 

D, Tabelle 1). Auch in der Vehikel-Kohorte war das TSPO-PET-Signal zur Baseline 

in mehreren subkortikalen Regionen signifikant negativ mit Veränderungen der 

Mikrogliaaktivierung assoziiert (Tabelle 1). Diese Beobachtung stützt die Annahme, 
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dass Mikrogliaaktivierung zu frühen Zeitpunkten per se eine Vorhersage für den 

longitudinalen Verlauf und die räumliche Lernleistung treffen kann (Blume, Focke et 

al. 2018, Focke, Blume et al. 2019). 

 

 

Abbildung 4: Veränderungsvorhersage der Mikrogliaaktivität anhand der initialen [18F]GE-180 TSPO-

PET Untersuchung. A – B Korrelationsanalyse zwischen den Baseline TSPO-PET Z-Scores und den 

Differenzen der TSPO-PET Z-Scores zwischen Studienbeginn und Studienende bei AppNL-G-F- und 

PS2APP-Mäusen mit (A) und ohne (B) Pioglitazone-Behandlung. Gold: Kombination beider 

Mausmodelle, Rot: AppNL-G-F, Blau: PS2APP  

(C – D) Multiregionale Korrelationsanalyse zwischen dem TSPO-PET Z-Score zu Studienbeginn und 

der Differenz der Z-Scores zwischen Baseline- und Abschlussuntersuchung. Die 

Korrelationskoeffizienten projizieren sich farblich graduiert auf axiale und sagittale Schichten einer 

Standard-MRT-Aufnahme. Für die Pioglitazone- (C) und Vehikel-Behandlungsgruppe (D) wurden 

AppNL-G-F- und PS2APP-Mäuse gemeinsam analysiert. 

 

Tabelle 1: Multiregionale Analyse der Veränderungsvorhersage der Mikrogliaaktivierung anhand des 

initialen, therapienaiven [18F]GE-180 TSPO-PET. 
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Berechnung der Pearson Korrelationskoeffizienten (R) zwischen anfänglichen TSPO-PET Z-Scores 

und der Entwicklung des TSPO-PET (Δ Z-Score) während des fünfmonatigen Behandlungszeitraums 

beider Mauslinien. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. 

 

 

Diese Erkenntnisse warfen die Frage auf, ob die chronische Pioglitazone-

Behandlung auch Auswirkungen auf andere Determinanten der Alzheimer Krankheit 

hat. In einer Korrelationsanalyse der Änderungsrate des TSPO-PET-Signals mit 

individuellen Defiziten räumlichen Lernens zeigte sich in der PS2APP-Kohorte ein 

Zusammenhang zwischen besserer Lernperformance und vermindertem Anstieg des 

TSPO-PET Signals (R = -0,733; p = 0,0043, Abb. 5 A – B). Da in der Vehikel-
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Kohorte der PS2APP-Mäuse keine Auswirkungen nachgewiesen werden konnten (R 

= -0,032; p = 0,991), erschien dieser Effekt behandlungsspezifisch (Abb. 5 B). In der 

AppNL-G-F-Kohorte konnte keine statistische Signifikanz erreicht werden (R = -0,349; p 

= 0,221, Abb. 5 C – D). Darüber hinaus konnte in beiden therapierten Mausmodellen 

eine stärkere Zunahme fibrillären Aβs, der Hauptquelle des Aβ-PET-Signals 

(Biechele, Monasor et al. 2022), nachgewiesen werden, was einem Shift hin zu 

zunehmend fibrillärer Beschaffenheit entspricht (Abb. 5 E und G). In den 

Pioglitazone-behandelten Kohorten bestand eine Assoziation zwischen niedriger 

Fläche unter der Kurve (AUC) des TSPO-PET-Signals und höherer Aβ-

Veränderungsrate in PS2APP- (R = -0,600; p = 0,030, Abb. 5 E – F) und AppNL-G-F-

Mäusen (R = -0,553; p = 0,040, Abb. 5 G – H). In den Vehikel-Kontrollen konnten 

keinerlei solcher Assoziationen beobachtet werden.  

 

 

Abbildung 5: Korrelationen des [18F]GE-180 TSPO-PET-Signals mit dem Leistungsindex im 

Wasserlabyrinth (je höher desto besser) und der Dynamik der Aβ-Akkumulation nach 5-monatiger 
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Pioglitazone- oder Vehikel-Behandlung. A Vergleich des Leistungsindex (PCA) (je höher desto 

besser) im Wasserlabyrinth (MWM) von Pioglitazone-behandelten PS2APP-Mäusen und ihren 

Vehikelkontrollen nach 5 Monaten. B Korrelation longitudinaler Veränderungen des TSPO-PET mit 

der räumlichen Lernleistung derselben Tiere. C Vergleich des Wasserlabyrinth-Leistungsindex von 

Pioglitazone behandelten AppNL-G-F-Mäusen und ihren Vehikelkontrollen nach 5 Monaten. D 

Korrelation longitudinaler Veränderungen des TSPO-PET mit der räumlichen Lernleistung derselben 

Tiere. E Vergleich der [18F]florbetaben Aβ-PET-Veränderungsrate (Δ SUVR) Pioglitazone-behandelter 

PS2APP-Mäuse und deren Vehikelkontrollen. F Korrelation der TSPO-PET- und Aβ-PET-

Veränderungsrate behandelter (Pio) und unbehandelter (Veh) PS2APP-Tiere. 

G Vergleich der [18F]florbetaben Aβ-PET-Veränderungsrate (Δ SUVR) Pioglitazone-behandelter AppNL-

G-F-Mäuse und deren Vehikelkontrollen. H Korrelation der TSPO-PET- und Aβ-PET-Veränderungsrate 

behandelter (Pio) und unbehandelter (Veh) AppNL-G-F-Tiere.  AUC = Fläche unter der Kurve. 

 

Dennoch bleiben die molekularen und zellulären Korrelate während der 

pharmakologischen Immunmodulation mit PPARγ-Agonisten in den bis hier 

beschriebenen Experimenten und Vorarbeiten ungeklärt (Brendel, Probst et al. 2016, 

Parhizkar, Arzberger et al. 2019). Unter Verwendung eines Antikörpers gegen einen 

allgemeinen Marker für Mikroglia (Iba-1) und einen spezifischen Marker für 

mikrogliale Aktivierung (CD68) validierten wir das [18F]GE-180 TSPO-PET-Signal in 

Subpopulationen aller Studiengruppen via (Immun-)Histochemie. Die Ergebnisse der 

Iba-1 Färbung (R = 0,790; p < 0,0001, Abb. 6 A) und der CD68 Färbung (R = 0,952; 

p < 0,0001, Abb. 6 B) korrelierten auf hohem Niveau mit der TSPO-Bindung in der 

PET. Dabei war ein stärkerer Zusammenhang zwischen der [18F]GE-180 TSPO-PET 

und der CD68 Färbung festzustellen, als zwischen der [18F]GE-180 TSPO-PET und 

der Iba-1 Färbung. Eine eingeschränkte Differenzierbarkeit der Iba-1-

Immunhistochemie bei behandelten Tieren ist als Ursache denkbar, da diese nicht in 

der Lage war, zwischen behandelten und unbehandelten Mäusen beider Kohorten zu 

unterscheiden, was auch auf Einzeltierebene zu erkennen war (Abb. 6 C). 
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Abbildung 6: A – B Korrelationsanalyse der Immunhistochemie mit der finalen [18F]GE-180 TSPO-

PET nach Myokardkorrektur (SUVH). AppNL-G-F Pioglitazone n = 4, AppNL-G-F Vehikel n = 5, PS2APP 

Pioglitazone n = 5, PS2APP Vehikel n = 5. Die goldenen Bänder repräsentieren die 95%-

Konfidenzintervalle. C Individuelle Aufnahmen der immunhistochemischen Färbung von behandelten 

AppNL-G-F- und PS2APP-Mäusen. Ersichtlich wird eine ähnliche Iba-1 Flächenfärbung zwischen beiden 

behandelten Mausmodellen bei höherer CD68 Flächenfärbung der PS2APP-Mäuse, passend zum 

erhöhten TSPO-PET-Signal (siehe A – B). Gefärbte Mikroglia mit Iba-1 (violett), gefärbte mikrogliale 

Aktivierung mit CD68 (blau), Überlagerung von Iba-1 und CD68 (rechts). Maßstabsbalken = 20 µm. 
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Im Zuge meiner Erstautorschaft „Pre-therapeutic microglia activation and sex 

determine therapy effects of chronic immunomodulation“ konnten die genannten 

Erkenntnisse im August 2021 in „Theranostics“ publiziert werden. 
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2.2. Chronische PPARy-Stimulation führt zu kompakteren Amyloid Plaques 

und verbessertem räumlichen Lernen 

Der oben genannte experimenteller Aufbau inkludierte auch die Messung der 

fibrillären zerebralen Amyloidose durch [18F]florbetaben Aβ-PET-Aufnahmen. Diese 

wurden in den gleichen Individuen der PS2APP- und AppNL-G-F-Kohorten mit und 

ohne Pioglitazone-Behandlung, sowie altersgleichen Wildtypen durchgeführt (s.o.). 

Da die Dynamik der Mikrogliaaktivität unter der verabreichten, chronisch 

immunmodulatorischen Therapie mit Veränderungen der Aβ-Last und -

Zusammensetzung und veränderter kognitiver Performance einherging, wurde dieser 

Sachverhalt genauer evaluiert. Dazu erfolgte eine erweiterte Immunfluoreszenz- und 

histologische Untersuchung der konservierten Hemisphären, wie bereits beschrieben 

(Dorostkar, Dreosti et al. 2010, Brendel, Focke et al. 2017, Brendel, Kleinberger et al. 

2017). Nach der Vorbereitung der Schnitte erfolgte die Immunfluoreszenzmarkierung 

von prä-fibrillärem Aβ mittels NAB228 (Thermo Fisher Scientific, USA). Fibrilläres Aβ 

wurde mit Methoxy-X04 (TOCRIS, Bristol, Vereinigtes Königreich) histologisch 

gefärbt. Zudem konnte die synaptische Dichte durch Färbung des vesikulären 

Glutamattransporter 1 (VGLUT1) im Hippocampus visualisiert werden.  

 

Bei Vehikel-behandelten PS2APP-Mäusen konnte im Beobachtungszeitraum ein 

Anstieg der fibrillären Amyloidose durch das Aβ-PET beobachtet werden. Bei 

Pioglitazone-behandelten PS2APP-Mäusen fiel dieser Aβ-PET-Anstieg 

erstaunlicherweise signifikant stärker aus (+21.4%), als in der Vehikel-Gruppe 

(+14,1%, p = 0,002), was auf eine Steigerung der fibrillären Aβ-Levels unter PPARγ-

Stimulation hindeutete (Abb. 7). Das Aβ-PET Signal der Wildtyp-Tiere hingegen blieb 

sowohl mit der Zeit, als auch als Reaktion auf die Behandlung wie erwartet 

unverändert (Abb. 7 B). 
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Abbildung 7: A Koronare und axiale Bilder gruppengemittelter SUVR der [18F]florbetaben Aβ-PET-

Aufnahmen zum Beginn- und Endzeitpunkt der Beobachtungsperiode, projiziert auf eine Standard-

MRT-Aufnahme. Dargestellt ist die PS2APP-Mauslinie mit und ohne Pioglitazone-Behandlung. B 

Individuelle Verläufe des standardisierten kortikalen [18F]florbetaben Aβ-PET-Signals (SUVR) von 

PS2APP- und Wildtyp-Tieren mit und ohne Pioglitazone-Behandlung im fünfmonatigen Intervall.  

PS2APP Pioglitazone n = 13, PS2APP Vehikel n = 10, WT Pioglitazone n = 8, WT Vehikel n = 7. 

 

Analog konnte diese Beobachtung im AppNL-G-F-Mausmodell mit endogener APP-

Expression und mehr „baumwollartiger“, weniger fibrillärer Plaque-

Zusammensetzung (Sebastian Monasor, Muller et al. 2020) bestätigt werden. Bei 

gleichen Ausgangswerten zeigten die AppNL-G-F-Mäuse im Vergleich zum Vehikel 

(+5,3%) einen noch steileren Anstieg des Aβ-PET-Signals (+17,2%, p < 0,0001) 

nach fünfmonatiger Pioglitazone-Behandlungsperiode, als die PS2APP-Tiere (Abb. 8 

A). 

In beiden Mausmodellen wiesen der fronto-temporale Kortex und der Hippocampus 

die ausgeprägteste Dynamik auf (Abb. 7A und 8A). 
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Abbildung 8: A Koronare und axiale Bilder gruppengemittelter SUVR der [18F]florbetaben Aβ-PET-

Aufnahmen zum Beginn-, Mittel- und Endzeitpunkt der Beobachtungsperiode, projiziert auf eine 

Standard-MRT-Aufnahme. Dargestellt ist die AppNL-G-F-Mauslinie mit und ohne Pioglitazone-

Behandlung.  B Individuelle Verläufe des standardisierten kortikalen [18F]florbetaben Aβ-PET-Signals 

von AppNL-G-F-Tieren mit und ohne Pioglitazone-Behandlung im fünfmonatigen Intervall. AppNL-G-F 

Pioglitazone n = 15, AppNL-G-F Vehikel n = 15. 

 

Als Ursache konnten Veränderung der Plaque-Zusammensetzung und nicht eine 

Veränderung der Plaque-Dichte identifiziert werden. Beide Mauslinien verzeichneten 

einen signifikanten Anstieg des mit Methoxy-X04 gefärbten, fibrillären Aβs unter 

Pioglitazone-Behandlung im Vergleich zu den mit Vehikel behandelten Tieren 

(PS2APP: 29,6 ± 3,5% vs. 15,2 ± 0,7%, p = 0,0056; AppNL-G-F: 9,1 ± 1,6% vs. 4,4 ± 

0,4%, p = 0,0001). Während aber bei PS2APP-Mäusen kein therapeutischer Effekt in 

der NAB2228-Färbung des prä-fibrillären Aβ-Anteils ersichtlich war, verzeichneten 

AppNL-G-F-Mäuse einen signifikanten Abfall bei behandelten Tieren (26.7 ± 1.7% vs. 

34.5 ± 1.7%, p = 0.0138; Abb. 9 A – B). Bei natürlicherweise diffusem 

Plaquecharakter mit hoher prä-fibrillärer und niedriger fibrillärer Aβ-Fraktion der 

AppNL-G-F-Mäuse (Sebastian Monasor, Muller et al. 2020) spiegelt sich dies in mehr 
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Überlagerungszunahme von Methoxy-X04- und NAB228-positiven Plaques von 

unbehandelt zu behandelt im Vergleich zu PS2APP-Mäusen wider (PS2APP: 25.1 ± 

2.1% vs. 40.4 ± 3.6%, p = 0.0075, Abb. 9A; AppNL-G-F: 12.9 ± 1.3% vs. 35.0 ± 3.4%, 

p = 0.0005; Abb. 9B). 

   

Abbildung 9: Veränderung der Plaque-Zusammensetzung bei chronischer Immunmodulation: 

Methoxy-X04 (blau) gefärbtes, fibrilläres Aβ und NAB228 (violett) gefärbtes, prä-fibrilläres Aβ in 

Pioglitazone- und Vehikel-behandelten PS2APP-Mäusen (A) und AppNL-G-F-Mäusen (B). Überlagerung 

der Methoxy-X04- und NAB228-Färbung (rechts). Maßstabsbalken = 10 µm. 

 

Die kognitive Lernleistung im Wasserlabyrinth korrelierte bei Pioglitazone-

behandelten PS2APP-Mäusen mit der Zunahme des Aβ-PET-Signals (R = 0,686; p = 

0,0097) (Abb. 10 A). Pioglitazone behandelte PS2APP-Tiere zeigten einen 

signifikant verbesserten Leistungsindex im Wasserlabyrinth. Im Vergleich zur 

Vehikel-Gruppe mussten behandelte Tiere weniger Strecke zurücklegen, um ihr Ziel 

zu finden. Die räumliche Lernleistung von AppNL-G-F-Mäusen wurde therapeutisch 
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nicht beeinflusst (Abb. 10 B). Die Wildtypen unterschieden sich hinsichtlich ihrer 

Therapiegruppe nicht.  

 

 

Abbildung 10: Korrelation zwischen der Aβ-PET-Veränderungsrate des [18F]florbetaben Aβ-PET-

Signals zwischen Beginn und Ende der 5-monatigen Beobachtungsperiode und der räumlichen 

Lernperformance im Wasserlabyrinth (A) behandelter und unbehandelter individueller PS2APP-Tiere 

bzw. (B) behandelter und unbehandelter individueller AppNL-G-F-Tiere. Je höher der PCA, desto besser 

die Leistung im Wasserlabyrinth. 

 

Die molekulare Korrelation dieses Effektes entsprach wiederhergestellter 

synaptischer Plastizität im präsynaptischen Cornu ammonis 1 (CA1) Bereich des 

Hippocampus bei Pioglitazone-behandelten PS2APP-Mäusen. Gemessen wurde die 

synaptische Dichte mittels VGLUT1-Färbung. Bei Wildtypen konnte keine 

therapiebezogene Änderung der Synapsendichte festgestellt werden (Abb. 11). 

Diese Beobachtungen bestätigen die Hippocampus-abhängigen verbesserten 

Leistungen der immunmodulierten PS2APP-Mäuse im Wasserlabyrinth.  
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Abbildung 11: Färbung der synaptischen Dichte mittels VGLUT1 im hippocampalen CA1-Bereich. 

Abgebildet sind repräsentative unbehandelte und behandelte Wildtyp- (oben) sowie PS2APP-

Individuen (unten). Maßstabsbalken = 5 µm 

 

Im Rahmen meiner Koautorschaft „Chronic PPARγ stimulation shifts amyloidosis to 

higher fibrillarity but improves cognition” wurden diese Ergebnisse im März 2022 in 

„Frontiers of Aging Neuroscience“ publiziert. 
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3. Zusammenfassung 

Vielversprechende präklinische Studien konnten eine Verbesserung von 

Synapsendichte und kognitiven Leistungen nach immunmodulatorischen Therapien 

gegen die Alzheimer Krankheit zeigen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten 

Therapieeffekte und Therapiemonitoring zweier Mausmodelle mit unterschiedlicher 

Plaque-Beschaffenheit überprüft werden. Das Ziel war die optimale 

Therapiezuordnung sowie die Bewertung des Ansprechens auf eine chronische 

PPARγ-Behandlung mittels [18F]GE-180 18-kDa Translokatorprotein (TSPO)-PET. 

23 PS2APP- und 15 Wildtyp-Mäuse durchliefen im Alter von 8,0, 9,5, 11,5 und 13 

Monaten ein longitudinales Studiendesign mit [18F]GE-180 TSPO-PET und 

[18F]florbetaben Amyloid-PET. 33 AppNL-G-F-Mäuse durchliefen im Alter von 5,0, 7,5 

und 10 Monaten dieselben Untersuchungen. Nach absolvierter Erstuntersuchung 

erhielten alle Tiere zufällig entweder das immunmodulatorische Therapiefutter 

Pioglitazone oder ein Vehikel-Kontrollfutter für die gesamte Studiendauer. Es wurden 

relative Standardaufnahmewerte (engl.: Standardized-Uptake-Value-Ratio, SUVR) für 

die Aβ-PET mittels Pseudoreferenzregion und für die TSPO-PET mittels 

Myokardkorrektur (SUVH) berechnet. Zuletzt fand eine kognitive Verhaltenstestung 

mittels Morris-Wasserlabyrinth und eine (immun)histochemische Validierung der in-

vivo PET-Ergebnisse statt. 

Die erste Arbeit konnte die Eignung der TSPO-PET zum Nachweis modifizierter 

Mikrogliaaktivierung bei chronischer PPARγ-Stimulation bestätigen. Behandelte 

PS2APP-Mäuse wiesen ein abgeschwächtes TSPO-PET-Signal auf (17 % 

Verringerung, p = 0,0046), während das TSPO-PET Signal der Vehikel-Gruppe 

kontinuierlich anstieg. Analog zu vorherigen Beobachtungen erwies sich das 

Geschlecht der Mäuse als starker Mediator der zerebralen TSPO-Expression. 

Pioglitazone-behandelte, weibliche AppNL-G-F-Tiere zeigten longitudinal eine 
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geringere Zunahme der mikroglialen Aktivierung in der TSPO-PET, als weibliche 

Vehikel-Kontrollen (21 % Verringerung, p = 0,0053), während behandelte männliche 

AppNL-G-F -Tiere den gegenteiligen Effekt zeigten. Dabei wirkte sich neben dem 

Geschlecht auch das anfängliche TSPO-PET auf das Therapie-Ansprechen aus. In 

beiden Mausmodellen bestand ein stark negativer Zusammenhang zwischen der 

Baseline TSPO-PET und dessen darauffolgender Dynamik unter Pioglitazone-

Behandlung (R = -0,874, p < 0,001), welcher in neokortikalen Arealen, Hippocampus, 

Striatum und Thalamus am stärksten ausgeprägt war. Immunmodulierte PS2APP-

Tiere mit schwachem Anstieg des TSPO-PET-Signals zeigten zudem eine bessere 

räumliche Lernleistung (R = -0,733, p = 0,0043), als nicht-therapierte PS2APP-Tiere. 

Unsere Daten zeigen klar, dass weibliche Mäuse mit hoher Inflammation vor 

Therapiebeginn am meisten von der immunmodulatorischen Therapie profitieren. 

Das Geschlecht könnte gemeinsam mit der quantitativen molekularen TSPO-PET 

Bildgebung zur Responder Stratifizierung dienen und so einen Schritt hin zu 

personalisierter Medizin auf dem individuellen Patientenlevel ermöglichen. In der 

immunhistochemischen post-mortem Validierung der in vivo PET-Ergebnisse 

korrelierte die Färbung mittels mikroglialer Antikörper stark mit den TSPO-PET 

Ergebnissen und bestätigte somit die Affinität zu den gleichen molekularen Quellen. 

Die zweite Arbeit legte ihr Augenmerk auf die Quantifizierung der fibrillären 

zerebralen Amyloidose unter chronischer Immunmodulation mittels [18F]florbetaben 

Aβ-PET-Aufnahmen und (immun)histochemischen Analysen. In beiden 

Mausmodellen war therapieunabhängig ein Anstieg der fibrillären Amyloidose durch 

das Aβ-PET-Signal zu verzeichnen. In Pioglitazone-behandelten PS2APP-Mäusen 

(+21.4%) sowie AppNL-G-F-Mäusen (+17.2%) fiel diese Zunahme signifikant stärker 

aus, als in den Vehikel-Behandlungsgruppen (+14.1%, p=0.002 vs. +5.3%, 

p<0.0001). Ursächlich für die Unterschiede in der PET Bildgebung waren 



 36  

Veränderungen der Plaque-Zusammensetzung hin zu höherer Fibrillarität, deren 

Nachweis mit Färbungen von präfibrillärem Aβ mittels NAB228 und von fibrillärem Aβ 

mittels Methoxy-X04 gelang. Überraschenderweise konnte ein Zusammenhang 

zwischen verbesserter räumlicher Lernleistung und Zunahme des Aβ-PET-Signals 

bei immunmodulierten PS2APP-Mäusen hergestellt werden (R = 0,686; p = 0,0097). 

Durch Färbung des vesikulären Glutamattransporters 1 wurde als molekulares 

Korrelat eine Wiederherstellung der dendritischen Synapsendichte im hippocampalen 

Cornu ammonis 1 unter Pioglitazone-Behandlung in PS2APP-Mäusen festgestellt. 

Diese translationalen Daten legen nahe, dass eine Verschiebung hin zu höherer 

Plaque-Fibrillarität die kognitive Funktion und die Integrität des Gehirns schützt. 

Entgegen der Erwartungen kann eine Zunahme des Aβ-PET-Signals bei 

immunmodulatorischen Behandlungen daher protektiv wirken. 
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4. Summary 

Promising preclinical studies showed a rescue of spine density and cognitive 

performance after immunomodulatory therapies in Alzheimer’s disease. Subject of 

this thesis was testing PET monitoring of an immunomodulatory therapy on two 

mouse models with different plaque characteristics. The general aim was to 

determine the optimal therapy allocation as well as the evaluation of response to a 

chronic PPARγ treatment using [18F]GE-180 18-kDa translocator protein (TSPO)-

PET. 

23 PS2APP and 15 wild-type mice underwent a longitudinal study design with [18F]-

GE-180 TSPO-PET and [18F]florbetaben amyloid PET at 8.0, 9.5, 11.5, and 13 

months of age. 33 AppNL-G-F mice underwent the same examinations at 5.0, 7.5, and 

10 months of age. After the initial examination, all animals were randomized to either 

chronic immunomodulatory treatment with Pioglitazone (via chow) or to vehicle group 

until final examination. Relative standardized uptake value ratios (SUVR) were 

calculated for Aβ-PET using pseudoreference regions and for TSPO-PET, a 

myocardial correction method was applied for quantification (SUVH). Cognitive 

behavioral testing using Morris Water Maze and immunohistochemical validation of in 

vivo PET results pursued the final PET session.  

The first paper confirmed suitability of TSPO-PET for detecting modified microglial 

activation during chronic PPARγ-stimulation. Treated PS2APP mice exhibited a 

decreased TSPO-PET signal (17% attenuation, p = 0.0046), while that of the vehicle 

group increased continuously. Analogous to previous observations, the sex of mice 

proved to be a strong mediator of cerebral TSPO expression. Via Pioglitazone 

immunomodulated female AppNL-G-F animals recorded less increase of microglial 

activation measured by TSPO-PET, than vehicle controls did (21% attenuation, p = 

0.0053), whereas treated male AppNL-G-F animals showed an increase compared to 
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their vehicle littermates. In addition, therapy naive TSPO-PET anticipated treatment 

response. In both mouse models, the correlation between initial TSPO-PET and its 

dynamics during treatment period with pioglitazone was distinctly negative (R = -

0.874, p < 0.001). Immunomodulated PS2APP animals with attenuated increase of 

TSPO-PET levels also showed better spatial learning performance (R = -0.733, p = 

0.0043), than vehicle controls. Our data clearly showed, that female mice with high 

inflammation prior to therapy initiation benefit most from an immunomodulatory 

PPARγ targeting therapy. Sex, together with molecular imaging measures in the 

context of TSPO-PET quantification, can be used for responder stratification, 

providing a step towards personalized medicine at the individual patient level. In 

post-mortem (immuno)histochemical validation of in vivo PET results, microglial 

antibody binding strongly correlated with TSPO binding, confirming affinity to identical 

molecular sources.  

 

The second work focused on quantification of cerebral fibrillar amyloidosis by 

[18F]florbetaben Aβ-PET imaging and (immuno)histochemical analyses under chronic 

immunomodulatory therapy in PS2APP- and AppNL-G-F mice. 

In both mouse models, there was a therapy-independent increase in fibrillar 

amyloidosis measured by Aβ-PET. The observed increase was stronger in PS2APP 

(+21.4%) as well as AppNL-G-F animals (+17.2%) after immunomodulatory pioglitazone 

treatment, compared to vehicle treatment groups (+14.1%, p=0.002 vs. +5.3%, 

p<0.0001). This effect was pinpointed to changes in plaque composition towards 

higher fibrillarity, detected by prefibrillary Aβ stain with NAB228 and fibrillar Aβ stain 

with Methoxy-X04. Surprisingly, a correlation between improved spatial learning 

performance and the Aβ-PET signal increase in immunomodulated PS2APP mice (R 

= 0.686; p = 0.0097) was observed. By staining the vesicular glutamate transporter 1, 
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the molecular origin was found to be a rescue of dendritic spine density in the 

hippocampal cornu ammonis 1.  

Taken together, our translational data propose that hypercondensed composition of 

Aβ-plaques is able to ameliorate cognitive performance by reducing neurotoxicity and 

and hence protects brain integrity. Thus, increasing Aβ-PET signaling during an 

immunomodulatory therapy period can be neurologically protective. 
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Abstract 

Modulation of the innate immune system is emerging as a promising therapeutic strategy against Alzheimer’s 

disease (AD). However, determinants of a beneficial therapeutic effect are ill-understood. Thus, we 

investigated the potential of 18 kDa translocator protein positron-emission-tomography (TSPO-PET) for 

assessment of microglial activation in mouse brain before and during chronic immunomodulation. 

Methods: Serial TSPO-PET was performed during five months of chronic microglia modulation by stimulation 

of the peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-γ with pioglitazone in two different mouse models 
of AD (PS2APP, AppNL-G-F). Using mixed statistical models on longitudinal TSPO-PET data, we tested for effects 

of therapy and sex on treatment response. We tested correlations of baseline with longitudinal measures of 

TSPO-PET, and correlations between PET results with spatial learning performance and β-amyloid 

accumulation of individual mice. Immunohistochemistry was used to determine the molecular source of the 

TSPO-PET signal. 

Results: Pioglitazone-treated female PS2APP and AppNL-G-F mice showed attenuation of the longitudinal 

increases in TSPO-PET signal when compared to vehicle controls, whereas treated male AppNL-G-F mice showed 

the opposite effect. Baseline TSPO-PET strongly predicted changes in microglial activation in treated mice (R = 

-0.874, p < 0.0001) but not in vehicle controls (R = -0.356, p = 0.081). Reduced TSPO-PET signal upon 

pharmacological treatment was associated with better spatial learning despite higher fibrillar β-amyloid 

accumulation. Immunohistochemistry confirmed activated microglia to be the source of the TSPO-PET signal 

(R = 0.952, p < 0.0001). 

Conclusion: TSPO-PET represents a sensitive biomarker for monitoring of immunomodulation and closely 

reflects activated microglia. Sex and pre-therapeutic assessment of baseline microglial activation predict 

individual immunomodulation effects and may serve for responder stratification. 

Key words: pioglitazone, TSPO-PET, AppNL-G-F mice, PS2APP mice, microglia, sex, prediction 

Introduction 

Neuroinflammation is now recognized as an 
inherent part of the Alzheimer’s disease (AD) 

pathology [1]. The key players of neuroinflammation 
in AD are activated microglia and astrocytes [2]. 

 

Ivyspring  
International Publisher 



 48  

 

 

 



 49  

 

 

 



 50  

 

 

 



 51  

 

 

 



 52  

 

 

 



 53  

 

 

 

 



 54  

 
 

 



 55  

 
 

 



 56  

 
 

 



 57  

 
 

 



 58  

 
 

 



 59  

 
 

 

Theranostics 2021, Vol. 11, Issue 18 

 

 

http://www.thno.org 

8976 

43. Saito T, Mihira N, Matsuba Y, Sasaguri H, Hashimoto S, Narasimhan S, et al. 
Humanization of the entire murine Mapt gene provides a murine model of 
pathological human tau propagation. J Biol Chem. 2019; 294: 12754-65. 

44. Cohen RM, Rezai-Zadeh K, Weitz TM, Rentsendorj A, Gate D, Spivak I, et al. 
A transgenic Alzheimer rat with plaques, tau pathology, behavioral 
impairment, oligomeric abeta, and frank neuronal loss. J Neurosci. 2013; 33: 
6245-56. 

45. He Z, Guo JL, McBride JD, Narasimhan S, Kim H, Changolkar L, et al. 
Amyloid-beta plaques enhance Alzheimer's brain tau-seeded pathologies by 
facilitating neuritic plaque tau aggregation. Nat Med. 2018; 24: 29-38. 

46. Liu B, Le KX, Park MA, Wang S, Belanger AP, Dubey S, et al. In vivo detection 
of age- and disease-related increases in neuroinflammation by 18F-GE180 
TSPO microPET imaging in wild-type and Alzheimer's transgenic mice. J 
Neurosci. 2015; 35: 15716-30. 

47. Saba W, Goutal S, Kuhnast B, Dolle F, Auvity S, Fontyn Y, et al. Differential 
influence of propofol and isoflurane anesthesia in a non-human primate on the 
brain kinetics and binding of [(18)F]DPA-714, a positron emission tomography 
imaging marker of glial activation. Eur J Neurosci. 2015; 42: 1738-45. 

48. Tyagi S, Gupta P, Saini AS, Kaushal C, Sharma S. The peroxisome 
proliferator-activated receptor: A family of nuclear receptors role in various 
diseases. J Adv Pharm Technol Res. 2011; 2: 236-40. 

49. Swanson KV, Deng M, Ting JP. The NLRP3 inflammasome: molecular 
activation and regulation to therapeutics. Nat Rev Immunol. 2019; 19: 477-89. 

50. Götzl JK, Brendel M, Werner G, Parhizkar S, Sebastian Monasor L, Kleinberger 
G, et al. Opposite microglial activation stages upon loss of PGRN or TREM2 
result in reduced cerebral glucose metabolism. EMBO Molecular Medicine. 
2019: e9711. 

51. Gerrits E, Heng Y, Boddeke E, Eggen BJL. Transcriptional profiling of 
microglia; current state of the art and future perspectives. Glia. 2020; 68: 
740-55. 



 60  

8. Publikation Nr. 2 

 



 61  



 62  

 
 



 63  

 

 



 64  

 
 



 65  

 
 



 66  

  



 67  

 
  



 68  

 
  



 69  

 

  



 70  

  



 71  

  



 72  

 

 

 


