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1. Beitrag und Eigenanteil an den Veroffentlichungen

1.1 Beitrag zu “Loss of TREMZ2 rescues hyperactivation of
microglia, but not lysosomal deficits and neurotoxicity in

models of progranulin deficiency” (Paper I)

Mitarbeit bei der Etablierung eines PET/MRT Scanners fur die Untersuchung von
Kleintiergehirnen mit erstmaliger Publikation von Daten, die mit diesem Gerat akquiriert
wurden. Planung, Vorbereitung und Durchfihrung aller in der Studie inkludierten
Kleintier PET/MRT Aufnahmen. Mitwirkung bei der regelmaBigen Kontrolle des
kérperlichen Zustandes sowie Versorgung der Versuchstiere. Prozessierung,
Auswertung und Analyse der erhobenen bildgebenden Daten mit entsprechender
Erstellung der Abbildungen fir die Veréffentlichung. Verschriftlichung des PET/MRT
bildgebenden Methoden- sowie Ergebnisteils der Verbffentlichung.

1.2 Beitrag zu “Depletion and activation of microglia impact
metabolic connectivity of the mouse brain” (Paper Il)

Planung und Erstellung eines Studienkonzeptes in Abstimmung mit dem Betreuer.
Erprobung und Evaluierung der fir die Studie benétigten Methodik zur Erhebung der
metabolischen Konnektivitat. Definierung eines standardisierten Prozesses zur
Visualisierung der metabolischen Konnektivitat. Datenakquisition und Auswahl von
partiell bestehenden Kleintier FDG-PET Daten. Zuséatzlich eigenstéandige Durchflihrung
weiterer FDG-PET Aufnahmen im Kleintier PET/MRT Scanner. Prozessierung,
Auswertung und Analyse der erhobenen bildgebenden Daten der PET-Untersuchung,
des scRadiotracing sowie der Immunhistochemie. Durchflhrung der statistischen
Analyse mit Erstellung der Abbildungen fur die Veréffentlichung. Verfassen eines
Manuskriptentwurfes mit stetiger Uberarbeitung in Zusammenarbeit mit dem Betreuer.
Einreichen der Publikation und nachfolgend Berlcksichtigung der
Revisionsanmerkungen der Gutachter des Journals.



2. Einleitung

Neurodegenerative Erkrankungen sind nach aktuellem Stand unheilbar und es werden
weltweit Bemihungen unternommen, therapeutische Méglichkeiten zu explorieren. Erst
kirzlich wurden mit Aducanumab am 07.06.2021 und Lecanemab am 06.01.2023 die
ersten potenziellen kausalen Therapien durch die Food and Drug Administration (FDA)
in den USA zugelassen, um extrazellulare AB-Proteinablagerungen zu beseitigen,
welche einen der Grundpfeiler in der Pathogenese der Alzheimer Erkrankung darstellen
(AD) [1, 2]. Neben diesen pathognomonischen AB- und intrazelluldaren Tau-
Proteinablagerungen [3] bei der Alzheimer Erkrankung oder einer Transactive response
DNA binding protein 43 kDa (TDP-43) Aggregation bei der amyotrophen Lateralsklerose
und frontotemporalen Lobardegeneration (FTLD) [4] wird die Mikrogliose mit
konsekutiver  Neuroinflammation als weiterer aggravierender Faktor bei
neurodegenerativen Erkrankungen beschrieben [5-7]. Allerdings deuten jlngste
Erkenntnisse darauf hin, dass mikrogliale Aktivierung und Reaktion auf zerebrale
Pathologien nicht zwangslaufig zu Neurodegeneration fihren, sondern auch
neuroprotektiv wirken kdnnen [8, 9]. Um diese Veranderungen im Gehirn in vivo
abzubilden, sind diverse nuklearmedizinische Verfahren im Einsatz. Uber die letzten
Jahre haben sich eine Vielzahl von Radiotracern entwickelt und etabliert, die eine nicht
invasive Darstellung des Glukosestoffwechsels ('8F-FDG), der Mikrogliaaktivierung ('8F-
GE-180) [10], Astrozytenaktivitat ('®F-D2-Deprenyl) [11] und Synapsendichte (®F-UCB-
H) [12] ermdglichen. Die sicherlich meistverbreitete Untersuchung ist hierbei das '8F-
FDG-PET, das klinisch unter anderem zur Differenzialdiagnostik neurodegenerativer
Erkrankungen eingesetzt wird [13-15]. Aktuell jedoch zeichnet sich ein Wandel in der
klassischen Bildgebung und Forschung des zerebralen Glukosestoffwechsels ab, durch
welchen vermehrt die Vernetzung und Beziehungen von Hirnregionen im gesunden und
kranken Gehirn in den Fokus riicken. Mittels '®F-FDG-PET lassen sich zerebralen
Netzwerke, die hier als metabolische Konnektivitat bezeichnet werden, eruieren. Da das
PET-Signal eine Zusammensetzung der Traceraufnahme und -speicherung auf
zellularer Ebene darstellt, ist es von fundamentaler Bedeutung, die zugrundeliegenden
Quellen des PET-Signals zu kennen. Entgegen friiheren Annahmen sind nicht nur
Neuronen [16], sondern auch Mikroglia und ihr Aktivitatsstatus fiir das '®F-FDG-PET-
Signal verantwortlich [17]. Bisher konnte jedoch nicht gezeigt werden, wie sich die
unterschiedlich zusammengesetzte zellulare Glukoseaufnahme auf die metabolische
Konnektivitat auswirkt. In dieser Arbeit wurde die Bildgebung transgener Mausmodelle



mit gegensatzlichen mikroglialen Aktivierungsstadien (Grn” und Trem2”) sowie deren
Kreuzung (Grn”/Trem2") mittels '®F-FDG-PET und '®F-GE-180-PET analysiert [18]. Im
Folgenden wurde die Auswirkung des zelluldren Glukosestoffwechsel in den hier
aufgeflhrten transgenen Mausen sowie in pharmakologisch Mikroglia depletierten
Wildtyptieren (WT) auf metabolische Netzwerke durchleuchtet und im Vergleich zur
konventionellen '®F-FDG Bildgebung projiziert [19].

2.1 Mikroglia und Neuroinflammation bei neurodegenerativen
Erkrankungen

Mikroglia reprasentieren die im zentralen Nervensystem ansassigen Makrophagen und
sind primar fur die lokale Aufrechterhaltung der zellularen Immunantwort und
Homdostasis im Gehirn verantwortlich [20-22]. Sie gehéren zu der Familie der Gliazellen,
bilden dort die morphologisch kleinste Zellfraktion ab und stellen 5-10% der
Gesamtzellpopulation des Gehirnes dar [23, 24].

Mikroglia sind am Abbau von pathogenen Antigenen, Phagozytose und
Antigenprésentation sowie an der Elimination von apoptotischen zellularen
Bestandteilen von Neuronen beteiligt. Zusatzlich entfernen sie fehlgefaltete
extrazellulare Proteinaggregate, die von wesentlicher Bedeutung in der Pathogenese
zahlreicher  neurodegenerativer  Erkrankungen sind [1, 2]. Auf diese
Proteinakkumulationen im Gehirn sowie auf neuronalen Schaden reagieren Mikroglia
durch erhéhte Migration mit konsekutiver Zytokinfreisetzung und Proliferation [25, 26].
Aufgrund dieser Funktion werden insbesondere Gene und Proteine fir die Migration,
Phagozytose und den Proteinabbau in Mikroglia hochreguliert und exprimiert, wie
beispielsweise Cathepsine, Triggering receptor expressed on myeloid cells (Trem2) [27]
und Progranulin [28].

Trem2 ist ein membrangebundener Rezeptor des angeborenen Immunsystems, der von
myeloiden Zellen einschlieBlich dendritischer Zellen [29], gewebespezifischer
Makrophagen wie Osteoklasten [30], Kupffer-Zellen [31] und alveoldaren Makrophagen
[32] exprimiert wird. Im Gehirn wird Trem2 ausschlie3lich von Mikroglia synthetisiert [33]
und spielt eine bedeutende Rolle bei der Regulierung von Entziindungsprozessen sowie
bei der Phagozytose [27, 34, 35]. Genetische Varianten im Trem2 Gen stellen einen
potenziellen Risikofaktor in der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen wie der
Alzheimer Erkrankung [36, 37], der Frontotemporale Lobardegeneration [38] und dem
Morbus Parkinson [39] dar.

Progranulin (GRN) ist ein neurotropher Wachstumsfaktor, der unter anderem bei der
endogenen Immunantwort, Wundheilung und Regulierung von Entziindungsvorgangen
mitwirkt. Zusatzlich ist das Auftreten der frontotemporalen lobaren Degeneration mit
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Ubiquitin  und TDP-43 positiven Aggregaten (FTLD-TDP) bei GRN-Varianten
beschrieben. Hier sind insbesondere die ,Loss-of-function“ Mutationen im Progranulin-
Gen hervorzuheben, die zu einer Entwicklung der familiaren, taunegativen FTLD-TDP
fihren kdnnen [40, 41] sowie in lysosomalen Speicherkrankheiten resultieren [42, 43].

Sowohl Trem2 als auch Progranulin werden im Rahmen der Immunantwort bei
Inflammation durch Mikroglia vermehrt exprimiert, allerdings hat die Defizienz des
jeweiligen Proteins einen entgegengesetzten Einfluss auf den Aktivierungsstatus der
Mikroglia [44]. Dies konnte in Mausmodellen gezeigt werden, bei denen Trem2 defiziente
Mikroglia einen homd&ostatischen Zustand eingenommen haben [44-46], wahrend in
GRN” Tieren eine verstarkte Immunantwort mit Anstieg der entziindungsférdernden
Zytokine [47] sowie vermehrte Komplementaktivierung [48] nachgewiesen wurde.

Erst kidrzlich wurde eine Subpopulation von Mikroglia entdeckt, die mit
neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert ist und durch eine charakteristische
Expression von Genen eine einzigartige Signatur aufweist [46]. Diese sogenannten
krankheitsassoziierten Mikroglia (DAM) exprimieren u.a. den Rezeptor Trem2, der fir
die Aktivierung der DAM unerlasslich ist [49]. In AD-Modellen mit AB-Plaques konnte
zudem nachgewiesen werden, dass DAM mit vermehrter GRN und Trem2 Expression
auf Amyloid-Pathologie reagieren, indem sie sich um die Plaques aggregieren und durch
eine Barrierefunktion potenziell protektiv wirken kénnen [50, 51]. Diese mikrogliale
Aggregation fihrt zu einer Verdichtung der Plagues und Phagozytose der AB Fibrillen
[52, 53]. Allerdings verlieren Trem2-defiziente Mikroglia teilweise ihre Fahigkeit der
Migration zu den Amyloid Plaques [54, 55].

Somit ist es evident, dass sowohl eine UbermaBige Aktivierung als auch eine reduzierte
mikrogliale Aktivitdt zu neurodegenerativen Erkrankungen flhren kann [56]. Von
besonderem Interesse ist daher die l|dentifizierung potenzieller Zielstrukturen, wie
Trem2, um die mikrogliale Aktivitat pharmakologisch zu steuern und somit den
Krankheitsverlauf neurodegenerativer Erkrankungen modifizieren zu kdnnen. Eine
Reihe agonistischer Trem2-Antikérper wurde dazu entwickelt, protektive mikrogliale
Funktionen hervorzuheben. In diesen préklinischen Studien konnte erfolgreich eine
gesteigerte mikrogliale Trem2 Expression mit Ubergang hin zu einem
krankheitsassoziierten Status sowie eine reduzierte Amyloidogenese nachgewiesen
werden [57-59]. Kontrar dazu kénnten antagonistisch wirkende Trem2-Antikérper bei
neurodegenerativen Erkrankungen mit Uberaktivierter und dysfunktionaler Mikroglia [60]
durch therapeutische Dampfung der Mikroglia einen Nutzen erbringen.

10



2.2 PET-Bildgebung von Mikrogliaaktivierung und
Glukosestoffwechsel bei neurodegenerativen
Erkrankungen

Eine Vielzahl humaner sowie praklinischer Daten zeigen, dass neurodegenerative
Erkrankungen zu signifikanten Alterationen im Hirnstoffwechsel fihren kénnen. Die
Bildgebung mittels PET ermdglicht ein weiterfihrendes Verstandnis Uber die
Pathophysiologie und Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen und erlaubt
zudem, den zunehmenden Kklinischen Bedarf an Friherkennung sowie
Therapiemonitoring bei diversen neurodegenerativen Erkrankungen zu Uberwachen
[61]. Es existieren dutzende molekulare Zielstrukturen im Gehirn, die als Target fir
moderne Tracer dienen kdnnen [62].

Als Proteinzielstruktur von PET-Tracern fir Neuroinflammation wird vor allem das 18-
kDa-Translokatorprotein (TSPO) verwendet, das auf der auBeren
Mitochondrienmembran aktivierter Mikroglia exprimiert wird [63, 64]. Tracer der ersten
Generation beinhalteten radioaktiven Kohlenstoff-11 (''C), der jedoch aufgrund der
kurzen Halbwertszeit und einer geringen signal to noise ratio (SNR) bei hoher
nichtspezifischer Tracerbindung der entsprechenden Radiotracer an Bedeutung verloren
hat [65, 66]. Im Verlauf wurden Tracer neuerer Generationen etabliert mit optimierter
SNR, mitunter '®F-GE-180 [67, 68]. Mehrere Studien berichteten von einer erh6hten
TSPO-Expression unter neuroinflammatorischen Bedingungen, ausgelést von
aktivierten Mikroglia in Rahmen einer Hochregulierung von TSPO als Reaktion auf
Entzindungen oder Hirnverletzungen [18, 69]. Ruhende Mikroglia prasentierten eine
verringerte TSPO-Expression [44, 70, 71]. Konkret konnten Beweise fir eine zerebrale
Entziindungsreaktion mittels TSPO-PET bei der Alzheimer Erkrankung in humanen [10]
und praklinischen Studien [72-74], bei der Parkinson Erkrankung [75] oder der
Frontotemporalen Demenz [44, 76] nachgewiesen werden.

Die Darstellung des zerebralen Glukosestoffwechsels mit dem radioaktiv markierten
Glukoseanalogon '8F-FDG hat sich Uber die letzten Jahrzehnte als Standardverfahren
zur Detektion von metabolischen Defiziten im Gehirn durchgesetzt [77, 78]. Dieses stellt
einen sensitiven Biomarker fir neurodegenerative Erkrankungen dar, bei denen haufig
ein Glukosehypometabolismus charakteristisch ist [79-81], und wird unter anderem zur
Unterscheidung zwischen der Alzheimer Demenz und anderen Demenzformen
eingesetzt [14]. Besonders relevant ist die frihzeitige Unterscheidung zwischen der
leichten kognitiven Beeintrachtigung (MCI) und der Alzheimer Erkrankung, da hier
Patienten bei friher therapeutischer Intervention den gréBten Nutzen erzielen [82, 83].
Dies kénnte nach der klinischen Prifung krankheitsmodifizierender Therapeutika einen
noch gréBeren Einfluss auf deren Effektivitat haben. Charakteristische Manifestationen
des Glukosehypometabolismus in der Alzheimer Krankheit sind neben der
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temporoparietalen Affektion insbesondere der posteriore cinguldre Cortex und
Precuneus, die bei vergleichbaren neurodegenerativen Erkrankungen wie der
Frontotemporalen Demenz, vaskuldaren Demenz oder Lewy-Body Demenz ausgespart
bleiben [14]. Die Erfassung des zerebralen Glukosestoffwechsels findet zudem
Verwendung im Therapiemonitoring als Biomarker [84] sowie in préklinischen Studien
mit Mausmodellen des neurodegenerativen Formenkreises [44, 71, 85].

2.3 Formen von zerebraler Konnektivitat

In der aktuellen Neurowissenschaft und klinischen Forschung neurodegenerativer
Erkrankungen zeichnet sich ein Paradigmenwechsel ab, bei der die Erhebung von
Beziehungen interregional verbundener Hirnregionen stérker in den Fokus rickt als die
alleinige Darstellung der lokalen neuronalen Funktion [86, 87]. Es gibt verschiedene
Formen der zerebralen Konnektivitdt, die mithilfe von radiologischen und
nuklearmedizinischen bildgebenden Verfahren untersucht werden kdnnen. Dazu
gehdren die strukturelle, funktionelle und metabolische Konnektivitat [86, 88, 89]. Jede
Form der zerebralen Konnektivitat bietet grundsétzlich einen facettenreichen Einblick in
die Organisation und Funktion des Gehirns und kann bei der Untersuchung von
Stérungen und Erkrankungen des Gehirns als zusatzlicher Biomarker von Bedeutung
sein [90].

2.3.1 Strukturelle und funktionelle Konnektivitat

Die strukturelle Konnektivitat bezieht sich auf die physischen Verbindungen zwischen
verschiedenen Hirnregionen, die durch Fasern des Nervensystems, wie Axone,
Dendriten und Synapsen, gebildet werden [91]. Strukturelle Konnektivitdt kann mit
bildgebenden Verfahren wie der Diffusions-Tensor-Bildgebung (DTI) untersucht werden
[92]. Diese Technik nutzt die Bewegung von Wasser in den Fasern des Nervensystems,
um die Richtung und Starke der Verbindungen zwischen verschiedenen Hirnregionen zu
kartieren [93]. Die strukturelle Konnektivitdt spielt eine wichtige Rolle bei der
Organisation und Funktion des Gehirns [94]. Sie erméglicht die Ubertragung von
Informationen zwischen verschiedenen Hirnregionen sowie die Koordination von
kognitiven und motorischen Funktionen [95] und stellt somit die Voraussetzung flr die
funktionelle Konnektivitat dar [96]. Stérungen der strukturellen Konnektivitat kbnnen zu
kognitiven Beeintrachtigungen fuhren und bei neurologischen Erkrankungen wie der
Schizophrenie [97], Autismus oder Alzheimer-Krankheit [98, 99] detektiert werden.

Die funktionelle Konnektivitat ist eine weitere Form der zerebralen Konnektivitat, die sich
auf die synchronisierte Aktivitdt zwischen verschiedenen Hirnregionen wahrend der
Ausfihrung von Aufgaben oder in Ruhezustanden bezieht [100]. Sie ist ein statistisches
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MaB fir die Korrelation oder Kovariation zwischen funktionellen MRI-Signalen
verschiedener verbundener Hirnregionen (fMRT) [101].

2.3.2 Metabolische Konnektivitat

Die metabolische Konnektivitat, erfasst durch '®F-FDG-PET, stellt ein neuartiges
Konzept und potenziellen Biomarker in der Erfassung neuronaler Netzwerke dar. Im
Gegensatz zur strukturellen und funktionellen Konnektivitdt berechnet sich die
metabolische Konnektivitdt des Gehirns hauptséachlich durch Analysen auf
Gruppenebene, bei denen interregionale Korrelationen zwischen Hirnregionen
verschiedener Individuen als MafB fir die Konnektivitat verwendet werden [86, 102].
Dabei kommt eine Vielzahl unterschiedlicher methodischer Ansatze zum Einsatz unter
der Annahme, dass Regionen, deren Stoffwechsel untereinander korreliert, funktionell
miteinander verbunden sind [88, 103]. Beispielsweise leiteten einige Studien
metabolische Konnektivitdt unter Verwendung der ,sparse inverse covariance
estimation” (SICE) [104] oder der ,independent component analysis“ (ICA) ab [105],
wahrend in der vorliegenden Arbeit sowie in anderen Arbeiten Pearson Korrelationen
eingesetzt wurden, um metabolische Konnektivitat auf Gruppenebene zu erhalten [106,
107]. Wiederum andere Arbeiten untersuchten metabolische Netzwerke durch
voxelweise Ansatze, in denen die Korrelation der '®F-FDG Speicherung zwischen einem
ausgewahlten Seed, in der Regel ein Volume of interest (VOI) oder Voxel, und allen
restlichen Voxel im Gehirn berechnet wird [108]. Insgesamt konnten vergleichbare
Ergebnisse dieser Ansétze zu Netzwerkanalysen der resting state fMRI gezeigt werden
[105, 109]. Eine haufig auftretende Problematik in der '®F-FDG-PET Bildgebung zur
Differenzierung neurodegenerativer Erkrankungen ist die mangelnde Spezifitdt. An
dieser Stelle kdnnten Konnektivitdtsanalysen eingreifen und durch den Nachweis
krankheitsspezifischer Muster wichtige diagnostische Zusatzinformationen generieren.
Dies konnte beispielsweise bereits fir die Differenzierung dementieller Syndrome [106,
110], bei Prodromalstadien der Lewy-Body Demenz [111], bei FTD-Varianten [112]
sowie bei der Parkinson Erkrankung [113] aufgezeigt werden.

2.4 Fragestellung und Zielsetzung

Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit bestand in der longitudinalen in vivo Beobachtung
der Aktivitat von Mikroglia-Zellen in transgenen Mausmodellen der FTD und AD mittels
Kleintier Positronen-Emissions-Tomographie (UPET). Da unsere Forschungsgruppe
kirzlich zeigen konnte, dass primar die mikrogliale Glukoseaufnahme das FDG-PET
Signal beeinflusst [17] und dass sich bei gegensétzlicher Mikrogliaaktivierung in Grn™
und Trem2” Tieren ein vergleichbarer Glukosehypometabolismus verglichen zum WT
abgrenzen lieB3 [44], wurde mit dem Ziel, funktionelle Unterschiede in der FDG-PET
aufzuzeigen, mit der metabolischen Konnektivitdt ein neuer Ansatz als Biomarker
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exploriert. Zu diesem Zweck wurde zusatzlich zu den bereits publizierten Grn” und
Trem27 Mausmodellen [44] eine Kreuzung beider Mauslinien Grn”/Trem2” etabliert [18]
und die Auswirkung auf mikrogliale Aktivitdt und Glukosemetabolismus mittels PET-
Bildgebung untersucht. Um den Glukosemetabolismus auf zellularer Ebene abzubilden
und die Auswirkungen auf metabolische Konnektivitat auflésen zu kénnen, erfolgte eine
zelluldre Entzifferung des FDG-PET Signals mittels Cell Sorting nach in vivo Tacer
Injektion (scRadiotracing) [114]. Zuletzt sollte der mikrogliale Einfluss auf metabolische
Netzwerke mittels pharmakologischer Depletion von Mikroglia in WT-M&usen aufgezeigt
werden [17].
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5. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war der Vergleich von Mikrogliaaktivierung, Glukoseaufnahme und
metabolischer Konnektivitdt in  Mausmodellen mit unterschiedlichen Mikroglia-
Phanotypen einschlieBlich WT-Mausen mit depletierter Mikroglia.

Zunéachst wurde ein doppeltes Knockout-Mausmodell (Grn” /Trem27) mittels Kreuzung
von Grn”- Mausen mit Trem2” M&usen etabliert, um zu untersuchen, ob eine Reduktion
der Trem2-Funktion die mikrogliale Hyperaktivierung in Grn”- Mausen abmildern kann.
In Ubereinstimmung mit fritheren Daten unserer Forschungsgruppe bestétigte sich eine
stark erhohte TSPO-Expression im Gehirn von Grn”~ Mausen und eine verringerte
Mikrogliaaktivierung im Gehirn von Trem2’- Mausen im Vergleich zu WT-Méausen. Die
Untersuchung von Grn”/Trem2’ Mausen ergab eine ausgeglichene TSPO-Expression
im Vergleich zu WT und eine verringerte GE180-Aufnahme im Vergleich zu Grn”
Mausen. Dieser Befund deutet darauf hin, dass ein zusatzlicher Trem2-Mangel die
Hyperaktivierung der Mikroglia in Grn”- Mausen erfolgreich dampft.

Die Daten bestatigten auch friihere Ergebnisse, die auf eine verringerte FDG-Aufnahme
bei Vorhandensein hyperaktiver Mikroglia (Grn”) und in einem homdostatischen
Zustand befindlicher Mikroglia (Trem2”) hinwiesen. Daraus resultierte die Frage, ob das
gleichzeitige Defizit von Grn und Trem2 im gekreuztem Mausmodell die
Glukoseaufnahme in vivo beeinflusst. Erstaunlicherweise zeigten Grn”/Trem2” Mause
ebenfalls eine verringerte Glukoseaufnahme, wobei die Reduktion dem Level in Grn”
und Trem2” Tieren entsprach.

Im nachsten Schritt wurden die interregionalen Korrelationskoeffizienten (ICC) mittels
FDG-PET in jeder der oben beschriebenen Mauslinien bestimmt, um die Auswirkungen
der Mikroglia auf die metabolische Konnektivitdt zu untersuchen. Tatsachlich konnte
gezeigt werden, dass die metabolische Konnektivitat erheblich in der Grn”- Kohorte
zunahm, wahrend sie bei Trem2” im Vergleich zu WT-Mausen unverandert blieb. Der
simultane Funktionsverlust von Grn und Trem2 flhrte zu einer Anndherung der
metabolischen Netzwerke zum WT im Gegensatz zu Mausen mit alleiniger Grn”
Mutation.

Da die absolute FDG-Aufnahme eine Zusammensetzung der Glukosespeicherung aller
einzelnen Gehirnzellen einschlieBlich Neuronen, Astrozyten und Mikroglia ist, wurde Cell
Sorting nach in vivo Tracerinjektion (scRadiotracing) eingesetzt, um die bisher
unbekannten zellularen Quellen der metabolischen Konnektivitédt zu eruieren. Dieser
Versuchsaufbau zeigte einen wesentlichen Abfall der neuronalen FDG-Aufnahme, aber
eine konstante mikrogliale und astrogliale FDG-Aufnahme bei Grn” im Vergleich zu WT-
Mausen. Dartber hinaus wurde mittels Immunoblot eine 1,5-fache Proliferation von
Mikroglia in Grn-defizienten Mausen durch eine signifikante Erhéhung der CD11b-
Expression nachgewiesen. Die Anzahl der Astrozyten hingegen blieb im Vergleich zu
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WT-M&usen durch den Nachweis des indifferenten Astrozytenmarkers Glutamin-
Synthetase unverandert. Somit zeigte sich eine hohe metabolische Konnektivitat, wenn
die zelluldre Quelle der FDG-Aufnahme durch Mikroglia dominiert war.

Um den Einfluss der Mikroglia auf die metabolische Konnektivitédt zu beweisen, wurde
schlieBlich eine pharmakologische Depletion der Mikroglia durch Verabreichung des
CSF1R-Inhibitors PLX5622 bei WT-M&usen durchgefihrt. 96 % der Mikroglia im Kortex
wurden erfolgreich entfernt, was durch Immunfarbung bestéatigt wurde. Entsprechend der
Hypothese flihrte eine anndhernde Ausléschung der Mikroglia zu einer starken
Verringerung der metabolischen Konnektivitat in zwei unabhéngigen untersuchten
Kohorten im Vergleich zu den nicht behandelten WT-Kontrollen.

Zusammenfassend liefern diese Ergebnisse den ersten Nachweis, dass primar Mikroglia
und ihr Aktivierungszustand flr Alterationen der metabolischen Netzwerke im Gehirn von
M&usen verantwortlich sind. Ergédnzende Analysen der metabolischen Konnektivitat
zusatzlich zur herkémmlichen regionalen Auswertung der FDG-PET kdnnen somit
wertvolle Informationen zu gestérten Verhéltnissen der zellularen FDG-Aufnahme
liefern.
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6. Abstract

In this work, microglial activation, glucose uptake, and metabolic connectivity in mouse
models with distinct microglia phenotypes, as well as in microglial depleted WT mice
were examined.

Initially, a double knockout mouse model (Grn”/Trem2”) was established by crossing
Grn”" mice with Trem2” mice to evaluate whether reduction of Trem2 function can
ameliorate microglial hyperactivation in Grn”" mice. In line with previous data from our
research group, a severe elevation of TSPO expression in the brain of Grn”" mice and
reduced microglial activation in the brain of Trem2”- mice when compared to WT mice
were confirmed. Investigation of Grn”/Trem2’ mice revealed balanced TSPO
expression compared to WT and decreased '®F-GE-180-upake when compared to Grn-
" mice. This finding suggests that additional Trem2 deficiency successfully dampens
hyperactivation of microglia in Grn”" mice.

These data also confirmed our previous findings indicating reduced FDG-uptake in
presence of hyperactive microglia (Grn”") and microglia that are locked in a homeostatic
state (Trem2”). We further questioned if the simultaneous deficit of Grn and Trem2
affects glucose uptake in vivo. Astonishingly, Grn’/Trem2’ mice depicted an
indistinguishable diminished glucose uptake as observed in Grn”- and Trem2’ mice.

Next, assessment of interregional correlation coefficients (ICC) via FDG-PET was
performed in each of the above-described mouse lines to test for microglial impact on
metabolic connectivity. Indeed, metabolic connectivity was strongly altered in Grn” but
unchanged in Trem2’- compared to WT mice. The simultaneous loss of function in Grn
and Trem2 deficient mice showed ameliorated metabolic network changes compared to
solely Grn”- mice.

Since total FDG uptake is a composite of all brain cells including neurons, astrocytes,
and microglia we applied cell sorting after in vivo tracer injection (scRadiotracing) to
evaluate the hitherto unknown cellular sources of metabolic connectivity. Cell sorting and
consecutive measures of radioactivity per single cell revealed a striking reduction of
neuronal FDG uptake but similar microglial and astroglial FDG uptake in Grn”" when
compared to WT mice. Furthermore, a 1,5-fold higher cellular abundance of microglia in
Grn deficient mice was depicted via immunoblot by significant elevation of CD11b
expression. In contrast, the number of astrocytes remained unchanged compared to WT
mice as detected by the indifferent astrocyte marker glutamine synthetase.

Finally, to show the influence of microglia on metabolic connectivity, pharmacological
depletion of microglia by administration of the CSF1R Inhibitor PLX5622 was applied in
WT mice. 96% of microglia in the cortex were successfully depleted, which was
confirmed by immunostaining. As hypothesized, sufficient eradication of microglia led to
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a severe reduction of metabolic connectivity in both cohorts examined when compared
to vehicle-treated WT mice.

Taken together, these findings provide first evidence in rodents that mainly microglia and
their activation state are responsible for alterations of metabolic networks in the mouse
brain. Complementary analysis of metabolic connectivity, in addition to conventional
regional evaluation of FDG PET, can thus provide valuable information on disturbed
conditions of cellular FDG uptake.
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