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Einleitung 1

1  Einleitung

1907 beschrieb der Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer am Fall der Auguste
Deter eine ,,eigenartige Erkrankung der Hirnrinde® (Alzheimer 1907). Er berichtete tber
eine desorientierte Patientin mit zunehmender Gedichtnisschwiche und anderen
psychiatrischen Auffilligkeiten. Post mortemr (nach dem Tod) stellte er bei ihr eine Atrophie
des Hirngewebes und neurofibrillire Verinderungen fest. Einige Jahre spiter wurde diese
Erkrankung dann nach ihm benannt. Dies war der Beginn der Alzheimer-Demenz-

Forschung.

1.1  Epidemiologie

Das Durchschnittsalter unserer Gesellschaft nimmt stetig zu (Statistisches Bundesamt
2019). Wegen des demographischen Wandels und des medizinischen Fortschrittes steigt
nicht nur die Lebenserwartung, sondern damit einhergehend auch die Privalenz
demenzieller Erkrankungen. Wihrend 2010 laut World Health Organization (WHO) noch
35,6 Millionen Menschen weltweit an Demenz erkrankt waren (Duthey 2004), sind derzeit
mehr als 55 Millionen Patient*innen betroffen (Gauthier et al. 2022). Prognostisch wird
weltweit von fortlaufend steigenden Zahlen bis zu 139 Millionen Fillen im Jahr 2050
ausgegangen (Gauthier et al. 2022). Die Alzheimer-Krankheit bildet davon mit 60-80% den
grofiten Anteil (Alzheimer’s Assoziation Report 2021).

1.2  Was ist die Alzheimer-Demenz?

Die Alzheimer-Krankheit ist nach Definition der International Statistical Classification of
Diseases (ICD)-10 eine neurodegenerative FErkrankung, die mit irreversiblen und
progredienten kognitiven Stérungen einhergeht. Histopathologisch zeichnet sich diese
Form der Demenz typischerweise durch extrazellulire Amyloid B (Ap)-Plaques und
intrazellulire Tau-Fibrillen aus. Klinisch kénnen zwei Formen unterschieden werden. Die
prasenile Form ist durch einen Erkrankungsbeginn vor dem 65. Lebensjahr definiert.
Treten die Symptome erst in einem spiteren Alter auf, handelt es sich um die senile Form.
AuBlerdem kann eine Einteilung in die familidre Alzheimer-Demenz (FAD) und die
sporadische Alzheimer-Demenz (SAD) vorgenommen werden (Campion et al. 1999
Armstrong 2019).

1.2.1 Symptomatik

Zu Beginn der Alzheimer-Erkrankung ist der Verlauf oft schleichend, gefolgt von

zunehmendem Krankheitsprogress in den spiteren Phasen. Anfangs besteht ein il
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cognitive impairment (milde kognitive Beeintrichtigung) (MCI). Dabei sind vor allem
Gedichtnis- und Exekutivfunktionen, Aufmerksamkeit, Sprache und die visuell riumliche
Wahrnehmung betroffen (Albert et al. 2011). Neben den kognitiven Verinderungen
kommt es hiufig auch zu Stérungen des Affektes und vegetativer Funktionen, wie dem
olfaktorischen System (Alves et al. 2014; Ma 2020).

Da sich regelmiBlig bereits in frihen Erkrankungsstadien Beeintrichtigungen des
Hippokampus-abhingigen rdumlichen Bezugsgedichtnisses zeigen, liegt ein besonderer
Fokus der derzeitigen Forschung aulerdem auf der riumlichen Orientierungsfihigkeit von
MCI-Patient*innen (Hort et al. 2007; Hashimoto et al. 2020). Dabei kommt es haufig
zuerst zu Defiziten in allozentrischen Referenzsystemen, also der kartendhnlichen
Navigation, wihrend die Ich-zentrierte egozentrische Orientierungsfihigkeit noch intakt
bleibt (Abbildung 1) (Coughlan et al. 2018; Hashimoto et al. 2020).

Zumeist schleichend gehen etwa 10% der MCI-Fille in eine manifeste Alzheimer-Demenz
tber (Grundman et al. 2004; Mitchell und Shiri-Feshki 2009). Dann kommt es zu einer
Zunahme der Gedichtnisstérungen, die im Verlauf auch das Alltagsgedichtnis und bereits
erlernte Fihigkeiten betreffen. Dies fithrt zu Apraxie, Akalkulie und Alexie. Ebenso kommt
es zu Defiziten in der Kommunikation, was sich in Wortfindungsstérungen mit
semantischen Paraphrasien duBern kann. Haufig werden auBlerdem
Personlichkeitsveranderungen bei  Alzheimer-Patient*innen beobachtet. Die
Desorientierung betrifft in diesem Stadium neben dem Ort und der Zeit ebenfalls die
Situation und auch die eigene Person. Dariiber hinaus kann es zu Halluzinationen und
Wahnvorstellungen kommen. Zu den neurovegetativen Symptomen gehoren insbesondere
die Harn- und Stuhlinkontinenz und Storungen des Schlaf-Wach-Rhythmus (Holtzman et
al. 2011; Lyketsos et al. 2011; McKhann et al. 2011). Die Symptomatik fithrt zu
Schwierigkeiten bei der Bewiltigung von Routineaufgaben, sodass die Patient*innen im

Alltag auf Hilfe angewiesen sind (Alzheimer’s Assoziation Report 2021).

Im spiten Krankheitsverlauf der Alzheimer-Demenz kommt es zur finalen schweren
Erkrankungsphase. In diesem Stadium sind die Patient*innen bettligerig und leiden unter
Schluckstérungen, weswegen eine eigenstindige Nahrungsaufnahme nicht mehr mdéglich
ist. Auf Grund der hohen Morbiditit wird in der Regel eine 24-Stunden-Betreuung
benotigt (Holtzman et al. 2011; Alzheimer’s Assoziation Report 2021).
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A egozentrisches Bezugssystem B allozentrisches Bezugssystem

i i

Abbildung 1: Egozentrisches und allozentrisches Bezugssystem. Das Ich-zentrierte

egozentrische Referenzsystem dient der Erfassung, wo sich bspw. Gegenstinde im Bezug zur
betreffenden Person befinden (A). Das kartendhnliche allozentrische Referenzsystem umfasst den

rdumlichen Bezug verschiedener Gegenstinde zueinander (B). Erstellt nach Coughlan ez /. 2018.

1.2.2 Neuropathologie

Die Alzheimer-Demenz zeichnet sich durch eine charakteristische Trias aus sogenannten
senilen Plaques, intrazelluliren Neurofibrillenbtindeln und Nervenzellverlust aus. Dartiber
hinaus spielen aber auch ein begleitender Entziindungsprozess und losliches Amyloid 3
eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese (Kayed et al. 2003; Alzheimer’s Assoziation
Report 2021).

1.2.2.1 Amyloid B

Bei der Alzheimer-Erkrankung kommt es nicht nur zur Bildung von unléslichen Amyloid
B-Ablagerungen, sondern auch zur Entstehung von 16slichem oligomeren A (Gouras et al.
2015). Die unloslichen Ablagerungen koénnen in diffuse und neuritische Plaques
unterschieden werden (Holtzman et al. 2011; Walker 2020). Diffuse Plaques bestehen aus
nicht-fibrillirem AP, das nur mit einer geringen Immunreaktion in dessen Umgebung
einhergeht und ebenfalls bei ilteren Menschen ohne Kklinisch pathologischen Befund
vorkommen kann (D’Andrea et al. 2001; Serrano-Pozo et al. 2011a).

Dartber hinaus gibt es auch fibrillires AB, welches aufgrund der B-Faltblatt-Konfiguration,
eine erhohte Aggregationsneigung ausweist. Neuritische oder auch senile Plaques, die
typischerweise bei der Alzheimer-Demenz vorkommen, zeichnen sich durch einen Kern,
bestehend aus diesem fibrilliren AB aus, in dessen Umgebung degenerierte Neurone und
Entziindungszellen, wie Astrozyten und Mikroglia zu finden sind (D’Andrea et al. 2001;
Holtzman et al. 2011; Walker 2020). Die Plaque-Pathologie breitet sich vom Isokortex,

tber das limbische System bis in die subkortikalen Strukturen, wie die Basalganglien aus
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(Thal et al. 2002). Somit korreliert die Entstehung solcher AB-Plaques nicht mit dem
Schweregrad der Alzheimer-Symptomatik (Arriagada et al. 1992). Vielmehr gibt es
Zusammenhinge zwischen dem Schweregrad der Erkrankung und der Konzentration
16slicher intrazellulirer AB-Oligomere, von denen bereits eine Vielzahl an Varianten
bekannt ist (Kayed et al. 2003; Holtzman et al. 2011; Shcherbinin et al. 2022) (Absatz
1.0.4).

Dartiber hinaus kann sich AP auch in den Winden von Blutgefiflen ablagern und so zu
einer  Amyloidangiopathie  fihren  (Schneider und Bennett 2010).  Solche
Gefillverinderungen fithren in manchen Fillen zu Vaskulitiden, Schlaganfillen oder

Parenchym-Einblutungen (Soontornniyomkij et al. 2009; Wu et al. 2021).

1.2.2.2 Neurofibrillenbundel

Ebenfalls charakteristisch fiir die Alzheimer-Demenz sind intrazellulire Biindel aus
Neurofibrillen, die auch neurofibrillire zangles (Verwicklungen) oder Alzheimer-Fibrillen
genannt werden. Sie bestehen gréBtenteils aus hyperphosphoryliertem Tau (Grundke-Igbal
et al. 1986). Tau bindet physiologischerweise an die Tubuline der Mikrotubuli und dient
somit deren Stabilisierung (Avila et al. 2004). Durch die Hyperphosphorylierung verindert
sich  jedoch sein Bindungsverhalten. In diesem Zustand erh6éht sich das
Aggregationsbestreben, was eine Zusammenlagerung von gepaarten helikalen Fragmenten
zur Folge hat (Kidd 1963; Alonso et al. 1996). Diese intrazelluliren Veranderungen stéren
wichtige Zellfunktionen und fithren so zum neuronalen Zelltod (Gémez-Isla et al. 1997;
Igbal et al. 2009).

Anhand der Ausbreitung der hyperphosphorylierten Neurofibrillenbtindel, beginnend im
transentorhinalen Kortex, tber weitere Teile des limbischen Systems bis hin zum
Neokortex, kann eine neuropathologische Stadieneinteilung nach Braak vorgenommen
werden (Braak und Braak 1991). Die Verteilung von Tau korreliert somit zwar besser mit
der klinischen Symptomatik der Patient*innen und dem Nervenzellverlust als die AB-
Plaques, dennoch ist unklar, welchen Anteil die hyperphosphorylierten
Neurofibrillenbiindel zu der Krankheitsgenese beitragen (Arriagada et al. 1992; Gémez-Isla
et al. 1997; Shcherbinin et al. 2022).

1.2.2.3 Nervenzelluntergang

Bei der Alzheimer-Demenz kommt es aullerdem zum Verlust von Nervenzellen und damit
verbunden zur Atrophie des Hirngewebes. Dabei zeigt sich eine Braak-Stadien-typische
Atrophie, beginnend im entorhinalen Cortex, Gber den Hippokampus und den medialen
Gyrus temporalis (Braak und Braak 1991; Li et al. 2011; Marino et al. 2019). Dabei kommt
es hauptsichlich zur Abnahme der grauen, aber auch der weillen Substanz (Double et al.
1996; Marino et al. 2019).
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Die Hirnatrophie wird unter anderem durch den Untergang von Neuronen bedingt. In
frihen Phasen ldsst sich vor allem ein Netrvenzellverlust im entorhinalen Kortex,
insbesondere in Layer 11 und im cormu ammonis-1 (Sektor 1 des Ammonshorns) (CA1) des
Hippokampus feststellen (Gémez-Isla et al. 1996a; Price et al. 2001; West 2002). Des
Weiteren konnte unter anderem auch der Verlust von Nervenzellen in der Amygdala
(Vereecken et al. 1994), dem Nukleus basalis Meynert (Vogels et al. 1990), im Nukleus
ceruleus (Busch et al. 1997) und im olfaktorischen Bulbus (ter Laak et al. 1994)

nachgewiesen werden.

Ebenfalls fir die Hirnatrophie verantwortlich ist der Verlust von Synapsen. Dieser geht
dem Untergang der Neurone voraus (Serrano-Pozo et al. 2011a). Dartiber hinaus korreliert
die Reduktion der Synapsen im Neokortex und im limbischen System sogar besser mit den

kognitiven Symptomen als der Nervenzellverlust an sich (DeKosky und Scheff 1990).

Trotz der Zellreduktion entlang der Braak-Stadien, kann die Menge der untergegangenen
Nervenzellen nicht allein durch das hyperphosphorylierte Tau erklirt werden (Gomez-Isla
et al. 1997). Einige Studien legen nahe, dass l6sliches oligomeres AR ebenfalls eine
bedeutende Rolle dabei spielt (Bayer und Wirths 2011; Viola und Klein 2015).

1.2.2.4 Entzindung

Die neuropathologischen Verinderungen bei der Alzheimer-Erkrankung sind mit einem
Entziindungsprozess vergesellschaftet. Insbesondere neuritische AB-Plaques stellen einen
Ausloser dar und sind regelhaft von Astrozyten und Gliazellen umgeben (Itagaki et al.
1989; Vehmas et al. 2003). Aber auch fur Neurofibrillenbiindel konnte ein Zusammenhang

mit immunreaktiven Zellen festgestellt werden (Serrano-Pozo et al. 2011b).

Die Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten fithrt zur Ausschiittung von Zytokinen und
Chemokinen (Tuppo und Arias 2005). Neuritische Plaques, Neurofibrillenbtindel und
Zelldetritus aktivieren das Komplementsystem, welches ebenfalls eine wichtige Rolle beim

Entziindungsprozess spielt (Rogers et al. 1992; Shen et al. 2001; Veerhuis et al. 2011).

1.3 Diagnostik

Die Alzheimer-Demenz ist laut ICD-10 ein Syndrom und wird insbesondere durch
neuropsychologische Diagnostik festgestellt. Erginzend konnen bildgebende Verfahren,
Blut- und Liquoruntersuchungen durchgefithrt werden. Eine Diagnosesicherung erfolgt

derzeit jedoch nur post mortem anhand der spezifischen Pathologie (Absatz 1.2.2).

1.3.1 Klinische Diagnostik

Laut der S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie (DGN) und der
Deutschen Gesellschaft fur Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und

Nervenheilkunde (IDGPPN) wird zur Diagnosestellung eine mindestens seit einem halben
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Jahr bestehende Alzheimer-typische Symptomatik herangezogen, gefolgt von aufwendiger
Ausschlussdiagnostik (Hacke 2016, DGN et al. 2016).

Die Diagnostik basiert somit besonders auf einer genauen Anamnese, die insbesondere die
Erstsymptome, den Verlauf, Verhaltensauffilligkeiten und eine Medikamentenanamnese
umfasst (DGN 2016). Beim klinischen Verdacht einer Alzheimer-Demenz wird die
Prifung der Geschwindigkeit und Seitendifferenzen des visuellen Systems, der
semantischen Wortflussigkeit, der Arbeitsgedichtnisleistung und der
Exekutivfunktionsparameter empfohlen (Graham 2004, DGN et al. 2016). Ein Mittel zur
Objektivierung solcher Symptome sind kognitive Tests. Diese Fragebogen dienen zum

Beispiel der Fritherkennung, Schweregradeinstufung und Verlaufsbeurteilung.

Einer der populirsten Fragebogen ist der Mini-Mental-Status-Test (MMST) (Folstein et al.
1975). Er wird standardmiBig zur Erfassung des Schweregrades herangezogen und
beinhaltet unter anderem Aufgaben zur =zeitlichen und rdumlichen Orientierung,
Gedichtnisfunktionen, Aufmerksamkeit und der Rechenleistung (DGN et al. 2016). Da der
MMST jedoch eine vergleichsweise geringe Sensitivitit bei der MCI-Diagnostik aufweist,
wird er hdufig mit anderen Tests kombiniert (Arevalo-Rodriguez et al. 2021).

Fragebogen, die ein MCI besser erfassen, sind der Demenz-Detektions-Test (DemTect)
und das Montreal-Cognitive-Assessment (MoCA) (Kalbe et al. 2004; Troyer 2004;
Nasreddine et al. 2005; Ciesielska et al. 2016). Neben der Testung von
Gedichtnisfunktionen spielen dabei bspw. auch Aufgaben zum visuell-raumlichen

Vorstellungsvermdégen eine Rolle (Kalbe et al. 2004; Nasreddine et al. 2005).

1.3.2 Bildgebende Verfahren

Bildgebende Verfahren kénnen die klinische Diagnostik zur Differenzierung verschiedener
Demenzen bzw. potentiell behandelbarer Ursachen erginzen. Aus diesem Grund besteht
die Empfehlung zur Durchfithrung einer kranialen Computertomographie (CT) oder einer
Magnetresonanztomographie (MRT) (DGN et al. 2016). Bei der Alzheimer-Demenz kann
dabei ggf. eine hippokampale Atrophie erkannt werden (Absatz 1.2.2.3) (Marino et al.
2019).

Die Fluordesoxyglucose-Positronen-Emissions-Tomographie ([*FJFDG-PET) stellt den
Glukosemetabolismus ~ dar, welcher bei dieser Erkrankung typischerweise im
temporoparietalen und frontalen Kortex, im posterioren Cingulum und im Precuneus
erniedrigt ist (Friedland et al. 1983; Herholz et al. 2007). In der Hirnperfusionsszintigrafie
konnen aullerdem Anomalien der Hirndurchblutung gezeigt werden. Dabei ist eine
Minderperfusion des temporoparietalen Kortex typisch (Holman et al. 1992). Eine weitere
bildgebende Methode ist die Amyloid-PET, mit dessen Hilfe A8 sichtbar gemacht werden
kann (Clark et al. 2012). Diese Verfahren werden jedoch nur erginzend und keinesfalls
regelhaft durchgefihrt (DGN et al. 2016).
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1.3.3 Liquor- und Blut- Diagnostik

Die Untersuchung des /liguor cerebrospinalis  (Zerebrospinalfliissigkeit) gehort  zur
Basisdiagnostik der Alzheimer-Demenz. (DGN et al. 2016). Im Liquor sind typischerweise
ein erniedrigtes AP, eine reduzierte APs/APs-Ratio, sowie erhohte Werte fur
phosphoryliertes Tau messbar (Sjogren et al. 2001; Mulder et al. 2010; Bjerke und
Engelborghs 2018).

Weniger invasiv als eine Lumbalpunktion und kostengunstiger als bildgebende Verfahren
ist jedoch die Detektion von Biomarkern im Blut (Henriksen et al. 2014; Palmqvist et al.
2019). Dabei sind aktuell insbesondere die ABs/APsw-Ratio im Plasma unter
Berticksichtigung der Anzahl der ApoEe4 Kopien, phosphoryliertes (P)-taul81 und P-
tau217 von Bedeutung (Palmqvist et al. 2020; Karikari et al. 2021; Kirmess et al. 2021;
Schindler und Karikari 2022). Weniger spezifische Biomarker sind auBlerdem ein erhhtes
glial ~ fibrillary — acidic  protein  (saures Gliafaserprotein) (GFAP), als Zeichen eines
Entziindungsprozesses mit Beteiligung der Astrozyten und erhdhte neurofilament light chains
(Neurofilament-Leichtketten) (Nfl), einem Marker fiir neurodegenerative Prozesse
(Benedet et al. 2020; Ashton et al. 2021; Asken et al. 2021). Die Messung von Blut-

Biomarkern wird derzeit jedoch ebenfalls noch nicht in den Leitlinien berticksichtigt.

1.4  Therapie

Derzeit gibt es in Deutschland noch keine zugelassene kausale Alzheimer-Therapie.
Dennoch besteht Hoffnung, da bereits einige vielversprechende Medikamente in Aussicht
sind (Cummings et al. 2022). Die Therapie mit Aducanumab, einem AntikOrper gegen die
Aminosauren 3-7 im AP, wurde in den USA bereits fir klinische Studien zugelassen
(Sevigny et al. 2016; Soderberg et al. 2022). Ebenso genehmigte die US-amerikanische
Food and Drug Administration (FDA) kirzlich einen Antikérper gegen l6sliche AB-

Oligomere und -Fibrillen namens Lecanemab (Swanson et al. 2021; Reardon 2023).

Bis solche Medikamente auch in Deutschland zugelassen sind, beschrinken sich die S3-
Leitlinien der DGN und DGPPN noch auf rein symptomatische Therapieansitze. Dazu
zihlen psychosoziale Behandlungsméglichkeiten, aber auch medikament&se Therapien. Die
in Deutschland zugelassene medikament6se Therapie umfasst in erster Linie Acetylcholin-
Esterase (AchE)-Hemmer im leichten bis mittelschweren Stadium und den nicht-
kompetitiven =~ N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptorantagonisten ~Memantin  bei
moderaten bis schweren Fillen (DGN et al. 20106).

Bei der Alzheimer-Demenz kommt es zur Degeneration cholinerger Neurone (Ferreira-
Vieira et al. 2016). Die AchE-Hemmer bewirken durch die Inhibition des Acetylcholin
(Ach)-Abbaus eine erhohte Neurotransmitter-Konzentration im synaptischen Spalt und
somit eine Teilkompensation des Verlustes (Muramatsu et al. 2019). Der erste fur diese

Erkrankung zugelassene AchE-Hemmer war Tacrin (de Belleroche und Gardiner 1988).
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Auf Grund der Nebenwirkungen findet Tacrin heute jedoch keine Verwendung mehr
(Balson et al. 1995). Ersetzt wurde es durch Donepezil, Rivastigmin und Galantamin
(Rogers et al. 1998; Bentham et al. 1999; Wilcock et al. 2000).

Auch eine Uberstimulation durch Glutamat steht unter Verdacht zur Alzheimer-
Pathogenese beizutragen, indem es den Nervenzelluntergang induziert (Danysz et al. 2000).
Memantin hemmt die NMDA-Rezeptoren nicht-kompetitiv, sodass Glutamat von diesen
verdringt wird (Reisberg et al. 2003). Es bewirkt nachweislich eine Verbesserung der

Symptome bei moderater bis schwerer Alzheimer-Demenz (McShane et al. 2006).

1.5 Genetik und Risikofaktoren

Die genaue Atiologie der Alzheimer-Erkrankung ist bisher unklar. Wihrend fir die frih
einsetzende familidre Alzheimer-Demenz vor allem autosomal dominante Mutationen
verantwortlich sind, handelt es sich bei der sporadischen Form vielmehr um ein

multifaktorielles Geschehen.

1.5.1 Allgemeine Risikofaktoren

Der wichtigste allgemeine Risikofaktor fiir die SAD ist das Alter. Sobald das 65. Lebensjahr
erreicht ist, ldsst sich etwa alle fiinf weitere Jahre eine Risikoverdopplung verzeichnen
(Hebert et al. 1995; Armstrong 2019). Des Weiteren spielen kardiovaskulire Erkrankungen
und die damit verbundenen vaskuliren Risikofaktoren, wie bspw. Hypertonie, Diabetes
mellitus, Hyperlipidimie und Nikotinabusus eine wichtige Rolle bei der
Krankheitsentstehung (Kivipelto et al. 2001; Luchsinger et al. 2004; Alonso et al. 2009;
Durazzo et al. 2014). Auch ein erlittenes Schiadel-Hirn-Trauma und oxidativer Stress
pradispositionieren dazu, spater eine Alzheimer-Demenz zu entwickeln (Chen und Zhong
2014; Li et al. 2017). Dartiber hinaus gibt es einen Zusammenhang zwischen einem
niedrigen sozioOkonomischen Status bzw. niedrigen kognitiven Fahigkeiten wihrend der
Kindheit und dieser Erkrankung (Evans et al. 1997; Whalley et al. 2000). Andersherum
konnen sportliche bzw. kognitive Aktivitit und ein sozial integrierter Lebensstil aber auch
protektiv wirken (Wilson et al. 2002; Fratiglioni et al. 2004; Andel et al. 2008; Hamer und
Chida 2009).

1.5.2 Genetik

Fir das Auftreten der familidren Alzheimer-Erkrankung spielt die Genetik eine tragende
Rolle, aber auch fiir die sporadische Form gibt es genetische Risikofaktoren. Der FAD
liegen in der Regel autosomal dominante Mutationen im amyloid-precursor-protein (Amyloid-
Vortliduferprotein) (APP)-, im Praisenilin 1 (PST)- oder Présenilin 2 (PS2)-Gen zu Grunde
(Absatz 1.6.1 und 1.6.2).
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APP ist ein integrales Membranprotein, welches durch Sekretase-Aktivitit zu AR gespalten
werden kann (Absatz 1.6). Das Gen, welches fur das APP kodiert, befindet sich auf dem
Chromosom 21. Aus diesem Grund kann eine Trisomie in Form eines Down Syndroms
schon in frithem Alter zu intraneuronalen AB-Ablagerungen fithren und stellt somit einen
wichtigen Risikofaktor fiir die Alzheimer-Krankheit dar (Mori et al. 2002; Gomez et al.
2020). Derzeit sind etwa 25 pathogene Mutationen des ~4PP-Gens bekannt, wobei im Jahr
1991 die London-Mutation, also eine Missense-Mutation in der Niahe der y-Sekretase
Schnittstelle, als erste publiziert wurde (Goate et al. 1991; Li et al. 2019). Dies ftihrt zu einer
Erhohung der ABs/ABs-Ratio, insbesondere durch den Anstieg der ABs-Konzentration
(Eckman et al. 1997; Herl et al. 2009). Des Weiteren kann auch die Schnittstelle der -
Sekretase von Mutationen betroffen sein. Ein Beispiel daftr ist die Schwedische Mutation, bei
der es durch den Austausch zweier Aminosduren zu einer erhohten AB-Konzentration
kommt, wihrend die ABs/ABs-Ratio unverindert bleibt (Mullan et al. 1992; Johnston et
al. 1994).

Die Prisenilin-Gene kodieren fur einen Teil des y-Sekretase-Komplexes (Absatz 1.6) (Haass
und De Strooper 1999). Die verschiedenen Mutationen in PS7 oder PS2 koénnen sehr
unterschiedliche Auswirkungen haben. Es konnte, je nach Mutation, eine erhéhte AB-
Konzentration oder eine erhéhte ABs/APw-Ratio gefunden werden (Kumar-Singh et al.
20006; Pimenova und Goate 2020). Das PS7-Gen befindet sich auf Chromosom 14 und das
PS2-Gen auf Chromosom 1 (Levy-Lahad et al. 1995; Sherrington et al. 1995). PS7-
Mutationen treten innerhalb der FAD am hiufigsten auf und zeigen eine starke Penetranz.
Das Erkrankungsalter liegt zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr. PS2-Mutationen zeigen
hingegen eine geringere Penetranz und das mittlere Erkrankungsalter ist mit 45 bis 60
Jahren etwas hoher (Ryan und Rossor 2010; Pilotto et al. 2013; Cacace et al. 2016).

Wesentlich haufiger als die FAD ist die sporadische Form (Atri 2019). Dabeti ist vor allem
Apolipoprotein E (ApoE)-Polymorphismus von Bedeutung. Es werden drei ApoE-Allele
unterschieden 2, ¢3 und e4. ApoEe4 ist ein Risikofaktor fir die Entstehung und einen

frihen Beginn der SAD, wihrend ApoEe2 eher protektive Eigenschaften zukommen
(Corder et al. 1993; Corder et al. 1994; Gémez-Isla et al. 1996b; Reiman et al. 2020).

ApoE wird unter anderem im zentralen Nervensystemen (ZNS), insbesondere in den
Astrozyten produziert und dient dem Lipid- und Cholesteroltransport (Mahley 1988;
Huang und Mahley 2014). Auflerdem hat ApoE einen Einfluss auf die Migration und
Phagozytose von Immunzellen und spielt somit eine wichtige Rolle beim Abbau von A
(Baitsch et al. 2011; Castellano et al. 2011; Cudaback et al. 2011). Je nach ApoE-Allel
konnen diese Prozesse unterschiedlich effizient ablaufen. Es konnte gezeigt werden, dass
das e4-Allel mit einer schlechteren und das e2-Allel mit einer besseren AB-Beseitigung
assoziiert ist als das e3-Allel (Holtzman et al. 2000; Najm et al. 2019; Reiman et al. 2020).

Eine Heterozygotie fir das ApoEe4-Allel erhéht das Risiko einer sporadischen Alzheimer

Demenz auf das drei- bis sechsfache. Bei homozygoten Trigern ist das Risiko sogar 15- bis
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30-fach erhoht (Farrer et al. 1997; Reiman et al. 2020). Wahrend die Haufigkeit dieser
Erkrankung bei nicht-e4-Triger*innen etwa 20% betrigt, tritt sie bei etwa 91% der
homozygoten und 47% der heterozygoten Anlagentriger*innen auf (Corder et al. 1993;
Rebeck et al. 1993). Des Weiteren gibt es ethnische Einflusse auf die Pathogenitit des e4-
Allels  bei  der Alzheimer-Entstehung. So  scheinen  ApoEe4-Alleltriger*innen
afroamerikanischer und hispanischer Herkunft ein geringeres Risiko fur die Erkrankung
aufzuweisen als europiisch- oder asiatischstimmige (Evans et al. 1997; Rajabli et al. 2018;
Serrano-Pozo et al. 2021).

1.6 Der Weg vom APP zu AP

AB entsteht durch Sekretase-Aktivitit aus dem Amyloid-Vorlduferprotein. Beim APP
handelt es sich um ein integrales glycosyliertes Typ-1-Transmembranprotein. Das heif3t,
dass es in der Zellmembran mit dem langen Amino (N)-Terminus nach auflen und dem
kurzen Carboxy (C)-Terminus ins Innere der Zelle zeigend positioniert ist (Dyrks et al.
1988; Selkoe et al. 1988). Es wird vorrangig im zentralen Nervensystem (ZNS), aber auch
in anderen Gewebetypen produziert. Dabei entstehen durch alternatives Spleilen
verschiedene Isoformen, wobei das APP695 mit einer Linge von 695 Aminosiduren die in
Neuronen am hiufigsten vorkommende ist (Selkoe et al. 1988; Sandbrink et al. 1996;
Matsui et al. 2007).

Die physiologische Funktion von APP ist noch nicht genau bekannt. Es gibt Hinweise
darauf, dass der extrazellulire Terminus eine Rolle bei der Zelladhasion spielen kénnte
oder als Rezeptor fungiert (Yamazaki et al. 1997; Zheng und Koo 2006). Die intrazellulire
Domine konnte fiir Apoptosevorginge, Genexpression und den axonalen Transport von
Bedeutung sein (Zheng und Koo 2006; Miiller et al. 2008).

Das physiologische APP kann auf unterschiedliche Weisen weiter prozessiert werden.
Durch die Beteiligung von «- und y-Sekretasen entsteht l6sliches APP-a, welches eher
protektive Eigenschaften haben konnte (Absatz 1.6.1) (Furukawa et al. 1996; Cimdins et al.
2019). Bei der Prozessierung durch die B-Sekretase, anstelle der a-Sekretase, bildet sich
jedoch das fiir die Alzheimer-Demenz charakteristische A (Absatz 1.6.2).

1.6.1 Nicht-amyloidogener Weg

Der erste Schritt beim nicht-amyloidogenen Weg ist die Spaltung vom APP zwischen den
Aminosduren Lysin-16 und Leucin-17 durch die a-Sekretase (Esch et al. 1990). Dabei
entstehen das N-terminale 16sliche APP-a und das C-terminale, 83 Aminosduren lange
Fragment (CTF83), welches noch in der Membran verankert bleibt (Haass et al. 2012). Von
dem in der Membran verbliebenen CTF83 wird im nichsten Schritt durch die y-Sekretase
das nicht-toxische p3-Fragment (ABi7.40/42) abgespalten. Das p3-Fragment gelangt dann in

den Extrazellularraum, wo es aber, im Gegensatz zu AB, nicht aggregieren kann. Als
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weiteres Spaltprodukt entsteht bei diesem Prozess die APP-intracellular-domain (intrazellulire
APP-Domine) (AICD50) (Abbildung 2) (Haass et al. 2012; Carrillo-Mora et al. 2014). Es
wird vermutet, dass AICD eine Rolle bei der Transkription spielen koénnte (Cao und
Studhof 2001; von Rotz et al. 2004).

Die o-Sekretase ist eine membrangebundene Zink-Metalloproteinase, die sich aus
verschiedenen Typen der a disintegrin and metalloproteinase (ADAM)-Familie zusammensetzt.
Insbesondere fir ADAM9, ADAM10 und ADAM17 konnte eine Verbindung zur APP-
Prozessierung nachgewiesen werden (Sisodia 1992; Lichtenthaler 2011). Vorherrschend in
den Neuronen ist davon die ADAM10 (Jorissen et al. 2010; Kuhn et al. 2010).

Die y-Sekretase ist eine Aspartyl-Protease, die unter anderem aus den Prisenilinen PS1 und
PS2 aufgebaut ist. Die Priseniline bilden dabei das katalytische Zentrum. Dartiber hinaus
gehoren das  anterior pharynx defective-1 (APH-1) als Stabilisator, der presenelin enbancer
(PSEN2) als Aktivititsregulator und Nicastrin als Substrat-Rezeptor zum y-Sekretase-
Komplex (Dries und Yu 2008).

1.6.2 Amyloidogener Weg

Beim amyloidogenen Weg wird das APP anstatt von der a-Sekretase zuerst von der §-
Sekretase gespalten. Da die B-Sekretase jedoch an einer anderen Stelle ansetzt, entstehen
das etwas kiirzere 16sliche APP-8 und ein 99 Aminosiuren langes, C-terminales Fragment
(CTF99), welches noch mit der Membran assoziiert bleibt. Die gleiche y-Sekretase, die auch
am nicht-amyloidogenen Weg beteiligt ist, spaltet im nichsten Schritt auch das CTF99.
Dabei entstehen die intrazellulire AICD und das extrazellulire A (Abbildung 2) (Haass et
al. 2012). Die y-Sekretase kann in ithrem katalytischen Zentrum an verschiedenen Stellen
des CTF99 ansetzen, wobei AB in einer Linge von ~34 bis 50 Aminosiuren entsteht
(Kummer und Heneka 2014; Selkoe und Hardy 2016). Auf physiologischem Weg entsteht
grofB3tenteils ABs und nur wenig ABs. Bspw. durch Mutationen bei der FAD kommt es
allerdings zu einer Verhaltnisverschiebung oder auch zu einer gesteigerten Produktion
beider Typen (Mullan et al. 1992; Eckman et al. 1997). Die somit erhohte ABs-
Konzentration spielt eine wichtige Rolle bei der Alzheimer-Erkrankung, da diese AB-
Variante eine hohere Fibrillisationsneigung aufweist und den Hauptbestandteil der

neuritischen AB-Plaques ausmacht (Sisodia und St George-Hyslop 2002).

Die hauptsichliche 3-Sekretase der Neurone ist eine transmembrane Aspartyl-Protease
namens f-site APP-cleaving enzyme 1 (3-Sekretase 1) (BACE1) (Vassar et al. 1999; Cai et al.
2001). Dass explizit die BACE1 an der Entstehung von AR beteiligt ist, legen einige
Mausmodelle nahe, bei denen durch die Inaktivierung der BACE1 kein AB generiert wurde
(Cai et al. 2001; Luo et al. 2003). Weitere Funktionen der BACET1 sind noch unbekannt.
Dennoch gibt es Anhaltspunkte fir eine Beteiligung an der postnatalen Myelinisierung und
bei der Regulation spannungsabhingiger Natrium-Kanile (Willem et al. 2006; Kim et al.
2007).
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Abbildung 2: Die Entstehung von AB. Auf dem nicht-amyloidogenen Weg (links) wird das
Transmembranprotein APP zunichst durch die a-Sekretase innerhalb der AB-Aminosiduresequenz
gespalten. Dadurch entsteht APPa und das membranstindige CTF83, welches im nichsten Schritt
durch die y-Sekretase in p3 und AICD50 abgebaut wird. Beim amyloidogenen Weg (rechts) wird (-
Sekretase-vermittelt APPB abgespalten, wodurch die y-Sekretase an einer anderen Stelle des

Proteins ansetzt. So entsteht neben AICD50 auch das pathogene A. Erstellt nach Haass ez o/ 2012.

1.6.3 Amyloid-Kaskaden-Hypothese

1991 stellten John Hardy und David Allsop erstmals die Amyloid-Kaskaden-Hypothese fiir
die Entstehung der Alzheimer-Demenz auf. Diese besagt, dass eine vermehrte Produktion
oder ein verminderter Abbau von AB4 und ABs zur Bildung von Amyloid-Ablagerungen
fihrt, die der Entstehung von Neurofibrillenbiindeln, Nervenzellverlust, Hirnatrophie und
kognitiven Defiziten vorausgeht. Diese AB-Ablagerungen oder auch Plaques koénnten

demnach fir die Alzheimer-Pathologie verantwortlich sein (Hardy und Allsop 1991).

Fir diese Hypothese spricht, dass eine Trisomie des APP-Gens, wie es beim Down
Syndrom der Fall ist oder .4PP-Mutationen im Sinne der FAD mit vermehrter Bildung der
AB-Plaques, aber auch der Neurofibrillenbtindeln einhergeht (Masters et al. 1985; Goate et
al. 1991; Cacace et al. 2016; Gomez et al. 2020). Dariiber hinaus fiihren Mutationen im
Tan-Gen, anders als die Mutationen im APP-, P§7- oder P§2-Gen, nicht automatisch auch
zur Bildung von AB-Plaques, sondern zur Entstehung von Tauopathien, wihrend eine
Abnahme von AB auch zur Reduktion vom hyperphosphorilierten Tau fihrt (Bang et al.
2015; Olszewska et al. 2016; Shcherbinin et al. 2022). Die Theorie wird aulerdem dadurch
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gestitzt, dass das ApoEe4-Allel als wichtigster Risikofaktor fur die sporadische
Erkrankungsform  insbesondere  durch  einen  reduzierten = AB-Abbau  zur

Krankheitsentstehung beitragt (Castellano et al. 2011).

Gegen die Amyloid-Kaskaden-Hypothese von Hardy und Allsop spricht allerdings, dass die
Entstehung der AB-Plaques nicht mit den kognitiven Defiziten korreliert (Arriagada et al.
1992; Thal et al. 2002). Hinzukommend konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass es
auch schon vor der Bildung von AB-Ablagerungen zu Nervenzellschidigungen kommt
(Mucke et al. 2000; Wu et al. 2004).

Vielmehr ldsst sich die Alzheimer-Pathologie mit 16slichem AR begriinden (Bayer und
Wirths 2011; Selkoe und Hardy 2016). So korrelieren die Schidigung von Nervenzellen und
die kognitiven Symptome in Mausmodellen mit einer steigenden AB-Gesamtkonzentration,
jedoch nicht mit der Bildung von Plaques (Hsia et al. 1999; Mucke et al. 2000; Bouter et al.
2013). Dartiber hinaus induzieren AB-Oligomere die Entstehung von Plaques 7z vivo (im
Lebendigen) (Langer et al. 2011; Katzmarski et al. 2020). Ebenso zeigt oligomeres Af ein
hohes Mal3 an Toxizitit durch oxidativen Stress und fihrt zu Defiziten der
Langzeitpotenzierung (Walsh et al. 2002; Rosales-Corral et al. 2004; Butterfield et al. 2007;
Shankar et al. 2008).

Daraus erschlie3t sich die richtungweisende Bedeutung von 16slichen AB-Oligomeren bei
der Entstehung der Alzheimer-Krankheit. Aus diesem Grund kam es auch zu einer
Uberarbeitung der urspriinglichen Amyloid-Kaskaden-Hypothese, bei der nun nicht mehr
die senilen Plaques, sondern l6sliches AB im Fokus der Pathogenese steht (Hardy und
Selkoe 2002; Wirths et al. 2004).

1.6.4 AB-Spezies und Oligomere

Die Gruppe des 16slichen und oligomeren AR setzt sich aus verschiedenen Varianten
zusammen (Sisodia und St George-Hyslop 2002). Diese Heterogenitit wird durch eine
Vielzahl unterschiedlich langer, am N- oder C-Terminus variierender AB-Peptide gebildet
(Masters et al. 1985; Selkoe et al. 1988). Der C-Terminus entsteht bei der APP-
Prozessierung durch die (- und y-Sekretasen, wobei die genaue Linge durch die
Schnittpunkte der y-Sekretase bestimmt wird (Kummer und Heneka 2014; Selkoe und
Hardy 2016). Dabei entsteht hauptsichlich ABs4 und ABsn. ABsw bildet davon zwar den
groBBeren Anteil, jedoch zeigt AB4 eine stirkere Aggregationsneigung und neigt somit eher
zur Bildung von Oligomeren (Absatz 1.6.5) (Jarrett et al. 1993; Sisodia und St George-
Hyslop 2002). Dartber hinaus konnten im humanen /Zgour cerebrospinalis auch die kiirzeren
Peptidketten ABs7, ABss und ABsy und in Plaques AB4; nachgewiesen werden (Iwatsubo et
al. 1994; Wiltfang et al. 2002; Seino et al. 2021).

Diese Volllingen-AB-Spezies beginnen alle mit der Aminosdure Aspartat an der ersten
Position (Asp-1). Die N-trunkierten Varianten entstehen aus diesem Volllingen-Af durch

Protease-vermittelte Kirzungen oder Modifikationen (Bayer und Wirths 2014). Anhand



Einleitung 14

massenspektrometrischer Analysen von Hirngewebe konnten die N-trunkierten Varianten
ABsg und ABprs4z, neben ABi/s, als  hiufigste Formen identifiziert werden, wobei
insbesondere ABi4 und ABss die dominanten Spezies im Kortex und Hippokampus
darstellen (Portelius et al. 2010). Hinzukommend geht die Trunkierung des N-Terminus,
insbesondere bei ABs, mit einer erhohten Aggregationsneigung und Toxizitdt 7z vitro (im
Glas) einher (Pike et al. 1995).

Die Prozessierung des N-Terminus ist noch nicht vollends verstanden. Es gibt mehrere
Proteasen, die fiir die Spaltung an verschiedenen Positionen in Frage kommen. Die Zink-
Metalloprotease Neprelysin (NEP) spielt dabei eine bedeutende Rolle, da sie an drei
unterschiedlichen Stellen ansetzen kann. Dadurch entstehen AB-Peptide, die entweder mit
Glutamat an Stelle 3 (Glu-3), Phenylalanin an Stelle 4 (Phe-4) oder Histidin an der sechsten
Position (His-6) beginnen (Iwata et al. 2001; Leissring et al. 2003; Bayer und Wirths 2014).
Die Aktivitit der von Oligodendrozyten sezernierte Metalloprotease ADAMTS4 kann
ebenfalls zur Entstehung solcher AB4.-Peptide fithren (Walter et al. 2019). Dartiber hinaus
kommen noch weitere Enzyme in Frage, die verantwortlich fir bestimmte Trunkierungen
sein konnten. Dazu zdhlt die BACE1, die nicht nur vor Asp-1 im Rahmen der APP-
Prozessierung, sondern auch vor dem Glutamat an Position 11 (Glu-11) ansetzen kann
(Vassar et al. 1999). Weitere fir die N-Trunkierungen in Frage kommende Proteasen sind
das angiotensin-converting-engyme (Angiotensin-konvertierendes Enzym) (ACE), das in der
Lage ist vor dem Serin an achter Stelle (Ser-8) zu spalten (Hu et al. 2001), das Meprin-§,
welches zwischen erster und zweiter Stelle teilt (Bien et al. 2012) und das myelin basic protein
(basisches Myelinprotein) (MBP), das verantwortlich fir die Entstehung von Afs. sein
konnte (Abbildung 3) (Liao et al. 2009).

. —COOH

Abbildung 3: N-Trunkierungen von AB. Der N-Terminus von AJ wird durch verschiedene
Enzyme an unterschiedlichen Stellen trunkiert. ABs4 kann sowohl durch die ADAMTS4-
Metalloprotease, als auch durch Neprelysin entstehen (rot). Neprelysin ist ebenfalls fir die
Spaltungen zwischen Ala-2 und Glu-3 bzw. zwischen Arg-5 und His-6 verantwortlich. Weitere
Trunkierungen finden durch Meprin-f, ACE und MBP an unterschiedlichen Stellen statt. Die
BACET1 ist nicht nur Teil der APP-Spaltung, wodurch A zwischen Met und Asp-1 abgespalten
wird, sondern kann ebenfalls zwischen Tyr-10 und Glu-11 ansetzen. Erstellt nach Bayer und Wirths
2014.
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1.6.5 Aggregationsverhalten

Nach der uberarbeiteten Amyloid-Kaskaden-Hypothese ist die AB-Aggregation zu
Oligomeren und Fibrillen der erste Schritt bei der Entstehung der Alzheimer-Pathologie.
Die Beobachtungen, dass bspw. ecine intrazerebrale Injektion von AB-Oligomeren zur
Bildung von Plaques 7z vivo fihrt, untermauert diese Annahme nochmals (Katzmarski et al.
2020). Aus diesem Grund ist das Verstindnis der Aggregation von AfB-Monomeren so
bedeutend.

Der genaue Mechanismus ist dabei noch unklar. Vermutlich spielt die Peptidstruktur mit
hydrophoben Abschnitten dabei eine wichtige Rolle (Rahman et al. 2022). Des Weiteren
kann eine Oligomerisation durch oxidativen Stress induziert werden (Cheignon et al. 2018).
Bei der Aggregation kommt es zur Zusammenlagerung von 4 kDa-Monomeren zu bereits
toxischen Dimeren, tber kleine I6sliche Aggregate zu groBen Ioslichen >50kDa-
Oligomeren (Shankar et al. 2008; Bouter et al. 2013). Diese toxischen Oligomere kénnen
sich zu nicht-toxischen Fibrillen in Plaques zusammenlagern. Die unterschiedlichen AB-
Typen unterscheiden sich allerdings in ihrem Bestreben zur Oligomerisation und bei der
Bildung nicht-toxischer Fibrillen (Abbildung 4) (Bouter et al. 2013; Cawood et al. 2021).

Beim Volllingen-A4 besteht ein Gleichgewicht zwischen der monomeren und oligomeren
Form, da die Oligomere schnell zu geordneten Fibrillen in Plaques weiteraggregieren.
Manche N-trunkierte Varianten, wie AB4.4 liegen jedoch zum groBleren Teil als Oligomere
vor, da einerseits das Aggregationsbestreben erhoht ist und andererseits die
Weiteraggregation zu unloslichen Fibrillen verlangsamt ablduft. Die Bildung der
unl6slichen Fibrillen ist bei ABs4 ein ungeordneter Prozess, weswegen wenige amorphe

Fibrillen entstehen (Bouter et al. 2013; Bayer und Wirths 2014).

Fibrillen

unldslich + nicht toxisch

Oligomer
I6slich + Toxisch

Dimer

/

>50 kDa

Monomer

8 kDa

4 kDa

Abbildung 4: Oligomerisation von Af. Bei der Zusammenlagerung von Af besteht ein
Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Oligomerisationsstufen. Dabei entstehen 16sliche und
toxische Oligomere, die unterschiedlich schnell in nicht toxische Fibrillen tbergehen (griiner Pfeil).

Diese Fibrillen lagern sich zu Amyloid-Plaques zusammen. Erstellt nach Bayer und Wirths 2014.
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1.6.6 Amyloid 3 4-42

Bereits 1985 konnten Masters e/ al. ABs4> mit einem Anteil von 64% als Hauptspezies im
Kern der Amyloid-Plaques bestimmen. Mit massenspektrometrischen Messungen wurde es
auBerdem als eine der Hauptvarianten im Kortex und Hippokampus bei Alzheimer-
Patient*innen identifiziert (Portelius et al. 2010). ABs4 beginnt am N-Terminus mit der
Aminosdure Phenylalanin, die an vierter Stelle des ARip-Peptids steht und entsteht
vermutlich durch die Prozessierung von NEP oder ADAMTS4 (Iwata et al. 2001; Walter et
al. 2019). Diese Trunkierung hat eine noch héhere Aggregationsneigung im Vergleich zum
Volllingen-AB4, zur Folge (Pike et al. 1995; Bouter et al. 2013). Hinzukommen konnte eine
verlangsamte Weiteraggregation zur nicht-toxischen, unl6slichen und amorphen Form
beobachtet werden (Bouter et al. 2013).

Diese Eigenschaften fiihren zu hoher Toxizitit. Es konnte gezeigt werden, dass ABs4 zum
Zelltod hippokampaler Neurone 7z vitro und in vivo fihrt (Pike et al. 1995; Bouter et al.
2013). AuBerdem konnte eine Immunisierung gegen ABss4e in 5XFAD-Mdusen die
Plaque-Entwicklung signifikant reduzieren (Antonios et al. 2015). So scheint AfB44 eine
bedeutende Rolle bei der Alzheimer-Genese zu spielen und stellt dartiber hinaus noch

einen vielversprechenden Angriffspunkt fir Therapieansitze dar.

1.7 Mausmodelle

In witro Experimente geben einen FEindruck uber mogliche neuropathologische
Verinderungen. Da es sich die Alzheimer-Demenz aber insbesondere durch eine kognitive
Symptomatik dullert, die nur 7z vivo erfasst werden kann, wurde 1991 von Quon e /. das
erste Mausmodell mit einer .4PP-Mutation entwickelt. Weitere bedeutsame Mausmodelle
sind bspw. die APP/PS1KI-, 3xTg- oder 5XFAD-Linie, die unterschiedliche Mutationen in
APP-, PS1-, PS2- oder in Tan-Genen aufweisen (Oddo et al. 2003; Casas et al. 2004; Oakley
et al. 20006).

Diesen Alzheimer-Mauslinien ist gemeinsam, dass sie insbesondere Modelle fir die FAD
darstellen, wobei die sporadische Form wesentlich haufiger ist (Atri 2019). Dariiber hinaus
bilden solche Mausmodelle hiufig nicht die vollumfassende Pathologie ab, wie es in
menschlichen Gehirnen der Fall ist. .4PP-transgene Mause bilden die N-trunkierten
Varianten zum Beispiel nur in geringeren Konzentrationen und viele FAD-Mutationen
haben nicht zwangslidufig einen hippokampalen Nervenzelluntergang zur Folge (Schmitz et
al. 2004; Jawhar et al. 2012; Bayer und Wirths 2014). Anders ist das beim Tg4-42-
Mausmodell.

1.7.1 Tg4-42 Mausmodell

Die Tg4-42-Mauslinie basiert auf dem genetischen Hintergrund der C57BL/6]-Mduse. Das

Transgen fihrt zur Expression von humanem AB44; in einer neuronenspezifischen Art und
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Weise. Dies ist moglich, indem das Transgen so in die Gen-Sequenz vom murinen
thyrotropin releasing hormone (Thyreoliberin) (TRH) integriert wurde, dass es Thyrotropin
(Thy)-1-Promotor-gesteuert abgelesen und exprimiert wird (Bouter et al. 2013). So wird
ABs4g gebunden an das murine pri-pro-TRH exprimiert und tber den neuronalen
Sekretionsweg, durch das endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat prozessiert
und ungebunden exprimiert (Abbildung 5) (Cynis et al. 20006; Bouter et al. 2013).

TRH spielt neben seiner Funktion in der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisen-Achse
auch ecine Rolle als Neurotransmitter und -regulator, welcher von Neuronen in
verschiedenen Hirnregionen gebildet wird (Lechan und Segerson 1989). Folglich lasst sich
AB4g in diesen Hirnregionen der Tg4-42 Mausen nachweisen. Dazu zihlen neben dem
Hippokampus auch das Striatum, die superioren Colliculi, der okzipitale und der piriforme
Kortex. Die ABss-Expression verursacht keine Plaquebildung, geht aber mit
Nervenzellverlust und einem nachweislichen Entziindungsprozess einher (Bouter et al.
2013; Bouter et al. 2014). "F-FDG-PET-Analysen zeigten auBerdem eine reduzierte
synaptische Aktivitit in diesem Mausmodell (Bouter et al. 2019).

3O Thy-1-Promotor [pra pro)_ABes, | Thy1 3 Sequenz paX
Exozytose

| )
@ijw
/-

HaN—{prePro)_ABLsr }=COOH HaN—{(Pro}-COOH

H.N COOH H:N COOH /1

\ HzNCOOH

Abbildung 5: Expression des Afs4 im Tg4-42-Mausmodell. Die integrierte
Gensequenz (1) wird Thy-1-Promotor-gesteuert transkribiert (2). Im endoplasmatischen
Retikulum wird die Pra-Aminosiuresequenz durch Signal-Peptidasen vom Pri-pro-
Fusionspeptid —abgespalten  (3). Prohormon-Konvertasen vermitteln die weitere
Prozessierung, bei der im Golgi-Apparat das Pro-AB-Peptid in die Pro-Sequenz und das
AB44 geteilt werden (4). ABs42 wird dann exozytiert. Erstellt nach Bouter 2015.
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1.7.2  Vorziige des Tg4-42 Mausmodells

Die Tg4-42-Mauslinie ermdglicht eine gezielte Untersuchung der Folgen der Expression
von ABs4, einer der Hauptspezies in humanen Alzheimer-Gehirnen (Masters et al. 1985).
Auf Grund des C57BL/6]-Hintergrunds kommt es dabei nicht zu Verfilschungen durch
andere AB-Varianten. Das Tg4-42-Mausmodell spiegelt dartiber hinaus einen Teil der
Alzheimer-Pathologie wider, ohne ausschlieBlich FAD-typische Mutationen zu tragen.
Dazu zihlt zum Beispiel auch der schon frithzeitig und deutlich vom Nervenzelluntergang
betroffene Hippokampus (Price et al. 2001; Bouter et al. 2013). Obwohl diese Pathologie
cine zentrale Rolle bei der Alzheimer-Demenz spielt, zeigen nur wenige andere
Mausmodelle eine derart ausgeprigte hippokampale Verinderung (Schmitz et al. 2004;
Wirths und Bayer 2010; Jawhar et al. 2012).

Die Untersuchungen im Mausmodell erlauben nicht nur die Einschitzung der Toxizitit
dieser Variante beztglich des Nervenzellverlustes, sondern auch des kognitiven Zerfalls in
Verhaltensexperimenten. So kdnnen auch mégliche frithe Defizite erfasst werden, die dem

Nervenzellverlust vorausgehen.

1.8 Die Ziele dieser Arbeit

AB44 ist nicht nur eine der haufigsten Varianten in humanen Alzheimer-Gehirnen, sondern
dartiber hinaus auch hoch toxisch. Des Weiteren scheint die Bildung von 16slichen und N-
trunkierten Varianten am Anfang der Pathogenese zu stehen, weshalb ABis ein
vielversprechendes Ziel frithzeitiger therapeutischer Ansatze darstellt (Absatz 1.6.6). Doch
die Basis bei der Entwicklung solcher Therapieansitze bildet das Verstindnis dartber,
welche Auswirkungen ABi4 iz vivo auf den Organismus hat. Aus diesem Grund wird es in
dieser Arbeit um die Analyse des Lernverhaltens und Nervenzellunterganges bei
homozygoten Tg4-42-Mdusen gehen. Daftir wurden Verhaltensexperimente in
unterschiedlichen Altersgruppen durchgefiihrt, wobei insbesondere die 12-monatigen

Mause bisher noch nicht untersucht wurden.

Ein besonderer Fokus wird dabei auf der Suchstrategieanalyse im Morris Water Maze
(Morris-Wasserlabyrinth) (MWM) liegen. Diese bringt nicht nur eine qualitative
Einschitzung des riumlichen Bezugsgedichtnisses, sondern ermdglicht ebenfalls eine
Differenzierung zwischen egozentrischen und allozentrischen Referenzsystemen. Wie auch
beim Menschen, konnen auf diese Weise insbesondere frithe hippokampale Verinderungen

und kognitive Defizite detektiert werden.

Somit sollen mit dieser Arbeit die Grundlagen der Demenzforschung erweitert und die
Relevanz der Suchstrategieanalyse fir die Detektion kognitiver Degeneration in

Tiermodellen gezeigt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien und Kits

In der folgenden Tabelle (Tabelle 1) sind die verwendeten Materialen, darunter
Chemikalien, Reagenzien und Kits mit dazugehorigem Hersteller in alphabetischer

Reihenfolge aufgefiihrt. Diese wurden in den folgenden Experimenten verwendet.

Tabelle 1: Chemikalien, Reagenzien und Kits

Substanz / Reagenz / Kits Herstellerinformationen (Hersteller, Stadt, Land)
100 Bp desoxcyribonucleic acid New England Biolabs GmbH, Frankfurt am Main, D
(Desoxyribonukleinsidure) (DNA)

ladder (Leiter)

AB3-42 for Primer Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, D
TCCGGCCAGAACGTCGATTC

AB3-42 rev Primer Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, D
GGAGAAGCAAGACCTCTGC

Ameisensdure (Methandure) (98%) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Aqua (steriles Reinswasser) B. Braun AG, Melsungen, D

Avidin-Biotin-Complex (ABC)- Vector Laboratoties Inc., Burlingame, USA
Vectastain Kit

Borsiure (99,7%) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Citronensiure-Monohydrat (99,5%) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

3,3’-Diaminobenzidin (DAB)- Vector Laboratories Inc., Butlingame, USA
Peroxidase-Substrate-Kit SK4100

Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) | Invitrogen AG, Catlsbad, CA, USA

Destilliertes Wasser (dH20) AG Bayer, Géttingen, D
Essigsaure (100%o) AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Ethanol (EtOH) (99%) Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, D

Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) | Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D
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tetales Kilberserum (fetal calf serumz)
(FCS)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

HD Gtreen Plus DNA Stain

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Géttingen, D

Himatoxylin-Losung

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Immersionsol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Isopropanol (2-Propanol)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Ketamin 10%

Medistar Arzneimittelvertrieb GmbH, Aidenbach, D

Kresylviolett

Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Lysepuffer

Catl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Magnesiumchlorid (MgCly)

Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern, D

Milchpulver (fettarm)

Catl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Natriumacetat-Trihydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Natriumdodecylsulfat (sodinm dodecy!
sulfate) (SDS)

Catl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Paraffin

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Phosphatgepuffertes Paraformaldehyd
(PFA) Roti®-Histofix 4%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D

Phosphat-gepufferte Salzlésung
(phosphate-buffered saline) (PBS)

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, D

Proteinase K

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

Reaktionspuffer (10x)

Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern, D

Roti®- Histokitt Einbettmedium

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlstuhe, D

Saccharose D(+)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlstuhe, D

Taq-Polymerase

Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern, D

Tris(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid
(Ttis/HCL)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlstuhe, D

Trition X-100 ™
(Alkylphenylenglykol)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlstuhe, D

Wasserstoffperoxid (H20»)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlstruhe, D

Xylazinhydrochlorid (23,3 mg/ml)

Ecuphar GmbH, Oostkamp, B

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Katlsruhe, D
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2.1.2  Antikérper

Fir die Firbungen wurden Antikérper genutzt. In den folgenden Tabellen sind die
primdren  (Tabelle 2) und sekundiren (Tabelle 3) Antikérper mit dazugehorigen

Herstellerinformationen aufgelistet.
Tabelle 2: Primire Antikérper

Antikorper ‘ Herstellerinformationen

24311 (Pan-AB, Rabbit) ‘ AG Bayer, Géttingen, D
Tabelle 3: Sekundire Antikérper

Antikorper ‘ Herstellerinformationen

Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat | Jackson ImmunoResearch Europe LTD.,
Anti-Rabbit IgG (H + L) Cambridgeshire, UK

2.1.3 Elektronische Gerite und Programme

In den nachfolgenden Tabellen sind die fiur die Experimente genutzten elektronischen
Gerite (Tabelle 4) und Computer-Programme (Tabelle 5) in alphabetischer Reihenfolge

aufgefithrt. Die Herstellerinformationen sind jeweils dazu vermerkt.

Tabelle 4: Elektronische Gerite

Gerite

Herstellerinformationen

Bio-Rad Elektrophoresekammer

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

BlueCube 300

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D

Computar 2,8-12mm Objektiv

Computar, Commack, NY, USA

Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Heraeus Biofuge Pico

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Heraeus Wirmeschrank

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

HistoCore Aradia C-Cold Plate

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D

Kryostat CM3050

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D

Laborwaage

OHAUS Europe GmbH, Greifensee, CH

Microtom Microm HM335

Microm, Walldorf, D
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Mikroskop-Kamera Miticam Pro
282A

Motic Asia, Kowloon, Hong Kong, CHN

Mikroskop Olympus BX51

Olympus, Shinkuju, JPN

Mikrowelle NN-E201 WM

Panasonic, Kadome, JPN

NanoDrop One C Photospectrometer

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA USA

Netzteil Elektrophorese MP-300V

Major Science, Saratoga, CA, USA

Paraffin Einbett-Station LEICA EG
1140 H

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D

Perfusionspumpe Ismatec ISM861

Idex, Lake Forest, 1L, USA

Thermocycler (Labcycler)

SensoQuest, Hamburg, D

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg, D

Tissue Processor TP1020

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D

Vortex Genie 2

Scientific Industties Inc., Bohemia, NY, USA

Wairmebad MEDAX

Tabelle 5: Programme

Programme

MEDAX GmbH + Co. KG, Neumunster, D

Herstellerinformationen

AnyMaze Video Tracking System

Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA

BioRender

BioRender, Toronto, CAN

GraphPad Prism 9

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

Image Studio Version 3.1

LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA

Microsoft Office 2007

Microsoft, Redmond, WA, USA

Motic Images Version 2.0

Motic Asia, Kowloon, Hong Kong, CHN

Pathfinder

Jason Snyder Lab, Vancouver, CAN

Stereo Investigator 7 Software MicroBrightField Bioscience, Williston, VT, USA

Zotero V6.0.15 Roy Rosenzweig Center for History and New Media,

George Mason University, Virginia, USA
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2.1.4 Weitere verwendete Materialien

AuBer der Reagenzien und elektronischen Gerite wurden weitere Hilfsmittel verwendet. In
der folgenden Tabelle sind die sonstigen, in den Experimenten genutzten Produkte und

Materialien (Tabelle 6) in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet.

Tabelle 6: Weitere verwendete Materialien

Produkt Herstellerinformationen
100 Sterican 0,90 x 70mm Kaniile B. Braun, Melsungen, D
Einbettkassetten Rotilabo® Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

Elektrophoresekammer BlueMarine SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
™und 100 + 8 Kammer-Gelkamm

1mm

Einmal-Ferndosierungsspritze B.Braun, Meldsungen, D

Omnican F 1ml

Eppendorf Cups Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Faltenfilter 150mm HE Healthcare Life Science, Buckinghamshire, UK
IVC-Kifig Tecniplast, Hohenpeiienberg, D

Lipidstift Pap Pen Kisker Biotech, Steinfurt, D

Lukas Cryl Studio Premium- Daler-Rowney Ltd., Bracknell, UK
Acrylfarbe (Titanweil3)

Menzel-Gliser 24 x 60mm ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Deckgldschen

Microtome Blades C35 Feather, Osaka, JPN

Objekttriger Superfrost® ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
PCR-Gefdl3e 0,2 ml Greiner Bio One GmbH, Kremsmiinster, A
Perfusionspumpe Ismatec ISM861 Idex, Lake Forest, 11, USA

Pipetten Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D
Tissue-Tek® O.C.T Compound Sakura Finetek GmbH, Staufen, D

Kleber

Transferpipetten 3,5 ml Sarstedt AG & Co., Numbrecht, D
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2.2 Tiere

Zur Erfassung moglicher kognitiver Defizite, ausgelost durch die Expression von ABss,

wurden homozygote Tiere des Tg4-42-Mausmodells in Verhaltensexperimenten getestet.

2.2.1 Haltungsbedingungen

Die Haltung und die Durchfthrung der Experimente entsprachen den Vorgaben der
Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) und der
Gesellschaft fur Versuchstierkunde (GV-SOLAS). Alle Experimente wurden fachgerecht
durchgefiihrt und vom Niedersichsischen Landesamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit genehmigt. Die Aufzucht erfolgte unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen in der Zentralen Tierexperimentellen FEinrichtung (ZTE) der
Universititsmedizin  Goéttingen (UMG). Die Miuse wurden geschlechtsgetrennt in
cinzelbelifteteten Kafigen (individually ventilated cage) IVC) mit den MaBlen 32cm Linge x
15cm Breite x 14,5cm Hoéhe gehalten. Dabei befanden sich zwei bis sechs Tiere zusammen
in jeweils einem Kifig. Der Nahrungs- und Trinkzugang war freigestellt. Zur
Akklimatisierung an die neue Umgebung, wurden die Tiere eine Woche vor Beginn der
Verhaltensexperimente in einen Schrank zur Haltung von Versuchstieren im ILabor
Uberfithrt. Der Schrank war auf einen umgekehrten Tag-Nacht-Rhythmus von 12/12
Stunden eingestellt, sodass die Verhaltensexperimente in der Wachphase der Miuse

stattfanden.

2.2.2 Genetischer Hintergrund des Tg4-42-Mausmodells

Die in dieser Arbeit verwendete Tg4-42-Mauslinie basiert auf dem genetischen Hintergrund
der C57BI/6]. Auf Grund der exklusiven ARss-Expression erlaubt dieses Modell eine

Einschatzung der Auswirkungen dieser N-trunkierten Variante auf das Lernverhalten.

2.3  Verhaltensexperimente

Die Verhaltensexperimente wurden mit weiblichen homozygoten Tg4-42-Mausen (n = 8-
14) im Alter von drei, sieben und 12 Monaten durchgefiihrt und fanden zwischen 9 und 17
Uhr statt. Zur Vermeidung von unerwiinschten Beeinflussungen durch Stress oder
Krankheit, wurden die Mause tiglich gesichtet und wochentlich gewogen. Die verwendeten
Daten der Wildtypen (WT) wurden fir die erneute Analyse zur Verfiigung gestellt. Bei den
WT handelte es sich um die C56/BI/6]J-Mauslinie (Jackson Laboratoties, Bar Harbor, ME,
USA). Die Haltungsbedingungen der WT unterschieden sich nicht von den transgenen
Miusen. Zur Aufzeichnung und Auswertung der Verhaltensexperimente wurden das ANY-
Maze Video Tracking System (Stoelting Co.) und eine Computar-Kamera verwendet. Um

Ablenkungen durch die Gertiche anderer Maiuse vorzubeugen, wurden alle
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Versuchsaufbauten, abgesehen vom Morris Water Maze, nach jedem Tier mit 70%igen

Ethanol desinfiziert.

2.3.1 Elevated Plus Maze (erhéhtes Pluslabyrinth) (EPM)

Mit dem FElevated Plus Maze wurde das Angstverhalten und der naturliche
Erkundungstrieb der Miuse getestet (Pellow et al. 1985; Sestakova et al. 2013). Dieses
Verhaltensexperiment basiert auf der natiirlichen Aversion der Miuse vor offenen bzw.
exponierten Orten (Carola et al. 2002). Das X-férmige Labyrinth befand sich in 75cm
Ho6he und bestand aus jeweils zwei offenen und zwei geschlossenen Armen. Dabei waren
die geschlossenen Arme mit einer 15cm hohen Wand umrandet, wahrend die offenen von
keiner Barriere umgeben waren. Die Arme umfassten jeweils 15x5cm und wurden durch

das 5x5cm grof3e Zentrum miteinander verbunden (Abbildung 6A).

Der Startpunkt war das Zentrum des Kreuzes. An dieser Stelle wurden die Tiere mit dem
Kopf zu einem der offenen Arme zeigend platziert. Ein Versuchsdurchlauf dauerte funf
Minuten. Wihrenddessen erfolgte die Erfassung der zuriickgelegten Distanz und der Zeit
in den offenen Armen. Das Experiment fand unter Rotlicht statt, da die Miuse unter dieser
Bedingung schlechter sehen und optische duBlere Reize reduziert werden konnten
(Nikbakht und Diamond 2021).
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Abbildung 6: Elevated Plus Maze und Open Field (offenes Feldlabyrinth) (OF). Das EPM
ist ein auf 75cm Hohe angehobenes kreuzférmiges Labyrinth mit jeweils zwei geschlossenen und
zwei offenen Armen (A). Zur Vermeidung von Umwelteinfliissen wurde das Experiment unter
Rotlicht durchgefithrt. Der OF-Versuchsaufbau bestand aus einer Box mit quadratischer
Grundfliche (B). Das fiir die Auswertung festgelegte Zentrum betrug 22x22cm (C).

2.3.2 Open Field

Das Open Field wurde ebenfalls zur Erfassung des Angst- und Explorationsverhaltens
durchgefiihrt (Hall und Ballachey 1932; Carola et al. 2002; Sestakova et al. 2013). Dartiber
hinaus diente der Test auch der Erfassung von Defiziten der Lokomotorik (Seibenhener

und Wooten 2015). Bei diesem Versuch wurde eine Box mit quadratischer Grundfliche mit
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einer Seitenlinge von 5lcm verwendet. Die Hohe der Wand betrug 36cm (Abbildung 6B).
Jedes Versuchstier konnte die Box fir funf Minuten frei explorieren. Dabei startete die
Maus in der Mitte der Grundfliche. Bei der Auswertung wurde erfasst, welche Distanz die
Miuse jeweils zuriicklegten und wie lange sie sich jeweils im Zentrum oder am Rand

authielten. Das Zentrum bildete eine vordefinierte Fliche von 22x22cm (Abbildung 6C).

2.3.3 Cross Maze (kreuzférmiges Labyrinth)

Das Cross Maze ist ein kreuzférmiges Labyrinth, mit dessen Hilfe das rdumliche
Arbeitsgedichtnis der Mause getestet wird (Wietrzych et al. 2005; Jawhar et al. 2012). Die
Arme des verwendeten kreuzférmigen Versuchsaufbaus hatten die Mafle 30x8x12cm und
standen im Winkel von 90° zueinander. Das Zentrum hatte die MaBle von 8x8cm
(Abbildung 7A). Unter Rotlicht wurden die Miuse jeweils fur 10 Minuten, beginnend im
Zentrum, im Cross Maze platziert. In dieser Zeit konnten sie ihre Umgebung frei
explotieren, wihrend die zuriickgelegte Distanz und die Anzahl der Eintritte in die

verschiedenen Labyrinth-Arme aufgezeichnet wurden.

Das Experiment stiitzte sich auf die Beobachtung bei jungen Miusen mit intaktem
Arbeitsgedichtnis, jeden Arm einzeln nacheinander zu erkunden, bevor ein Arm doppelt
betreten wird (Wietrzych et al. 2005). Somit wurde ein erfolgreicher Ablauf als die
Erkundung aller vier Arme nacheinander innerhalb von vier Armwechseln definiert
(Abbildung 7B). Wenn jedoch ein Arm wiederholt betreten wurde, bevor sich die Maus in
allen Armen nacheinander einmal aufgehalten hatte, so zihlte dies als Misserfolg
(Abbildung 7C).

A % B

v

Abbildung 7: Cross Maze. Das Cross Maze ist ein kreuzférmiges Labyrinth mit dessen Hilfe das
Arbeitsgedichtnis der Miuse getestet wird. Der Versuch fand unter Rotlicht statt, um dul3ere
optische Einfliisse zu reduzieren (A). Die Erkundung der vier Arme nacheinander wurde dabet als
erfolgreich erachtet (B). Beim wiederholten Betreten eines Armes bevor die anderen erkundet

wurden, wurde kein Erfolg verzeichnet (C).
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2.3.4 Balance Beam (Balance Balken) (BB)

Balance Beam ist ein Test zur Erfassung der Balance und Feinmotorik der Mause (King et
al. 1999). Der Versuchsaufbau bestand aus einem Icm breiten und 50cm langen Holzstab
mit rundem Querschnitt, der zwei Plattformen mit den Mallen von 9x15cm miteinander
verband. Die Plattformen und der Holzstab befanden sich in 44cm Hohe und der

Untergrund war gepolstert (Abbildung 8).

Damit die Mduse die genaue Hohe nicht erkennen konnten, wurde das Experiment unter
Rotlicht durchgeftihrt (Nikbakht und Diamond 2021). Vor dem eigentlichen Experiment
gab es einen Probedurchlauf, bei dem die Miuse jeweils in die Mitte des Holzstabes
platziert und daraufhin zu einer Plattform gefithrt wurden. Zur Vermeidung von Stlrzen
wihrend der Probephase, konnten die Miuse bei Bedarf zur Unterstitzung an ihren
distalen Schwanzenden gehalten werden. Darauf folgten drei Testdurchliufe, bei denen
jeweils eine Maus in der Mitte der Stange startete. Zwischen den maximal 60 Sekunden
dauernden Durchliufen bekam jede Maus eine Erholungspause von jeweils 15 Minuten.
Wenn eine Maus fiir 60 Sekunden auf dem Stab blieb oder es innerhalb der vorgegebenen
Zeit zu einer der zwei Plattformen schaffte, wurden 60 Sekunden notiett, bei einem Stutrz

vor Ende der Tests, die bis dahin gemessene Zeit.

Abbildung 8: Balance Beam. Das Balance Beam besteht aus zwei Plattformen, die durch einen

Holzstab miteinander verbunden sind. Das Experiment wurde unter Rotlicht durchgefiihrt.

2.3.5 Morris Water Maze

Das Morris Water Maze diente der Analyse des Hippokampus-abhingigen raumlichen
Bezugsgedichtnisses (Morris 1984). Beim Versuchsaufbau handelte es sich um ein

kreisrundes Becken mit einem Durchmesser von 110cm, welches mit weil3gefirbtem
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Wasser gefillt war (Abbildung 9). Die Firbung des Wassers wurde durch nicht-toxische
Acrylfarbe erreicht. In dem Becken befand sich eine Plattform mit einem Durchmesser von
10cm, die ca. 1cm hoch mit Wasser bedeckt war. Der Test gliederte sich in drei Phasen;
dem cued training (Zieltraining), dem acquisition training (Exwerbstraining) (AT) und dem probe
trial (Prufungsdurchlauf) (PT).

Das am Anfang stehende cued training (Abbildung 9A) dauerte drei Tage, an denen jeweils
vier Durchliufe pro Maus stattfanden. Zwischen den Durchlidufen wurde mindestens eine
Pause von zehn Minuten eingehalten, in der die Mause mit einer Rotlichtlampe getrocknet
wurden, bevor ein weiterer Durchlauf startete. Wahrend des cwed trainings inderten sich
sowohl die Start-, als auch die Endpositionen nach einem bestimmten Schema (Tabelle 7).
Jede Maus hatte dann einzeln jeweils maximal eine Minute Zeit, um die Plattform zu
finden. Als Hilfestellung diente eine Fahne, welche sich wihrend dieser Trainingsphase auf
der Plattform befand. Falls die Plattform nicht gefunden wurde, wurde die jeweilige Maus

zu der Plattform geleitet.

Die zweite Phase war das funftigige acquisition training (Abbildung 9B), bei dem die
Plattform nicht mehr durch eine Fahne gekennzeichnet war. Stattdessen mussten sich die
Miuse an den vier Hinweisschildern (sog. cues), die in den Himmelsrichtungen Norden,
Osten, Stiden und Westen am Becken angebracht waren, orientieren. Die Plattform befand
sich wihrend des acquisition trainings immer an der gleichen Stelle, jedoch dnderte sich die
Startposition nach einem weiteren Schema (Tabelle 7). Die Miuse befanden sich ebenfalls
viermal tiglich fiir jeweils maximal eine Minute im Wasser und wurden zwischen den
Durchliufen unter einer Rotlichtlampe fiir mindestens 10 Minuten getrocknet. Auch in
dieser Testphase wurden die Mduse zur Plattform geleitet, sofern sie es innerhalb der 60

Sekunden nicht dorthin geschafft hatten.

24 Stunden nach dem acquisition training fand der probe trial statt. Beim probe trial wurde die
Plattform entfernt, sodass die Mause jeweils fiir eine Minute in dem Becken schwammen
und deren Suchverhalten aufgezeichnet werden konnte (Abbildung 9C). Der Startpunkt
befand sich im Siidosten des Beckens und war somit eine Lokalisation, die davor noch

nicht genutzt wurde (Tabelle 7).

Wahrend des cued und acquisition trainings wurde aufgezeichnet, wie viel Zeit die Mause
benotigten, um die Plattform zu erreichen und welche durchschnittliche
Schwimmgeschwindigkeit sie wahrend des Suchvorganges erreichten. Im probe trial wurde
ebenfalls die Schwimmgeschwindigkeit gemessen, jedoch dartiber hinaus auch die
Aufenthaltsdaver im linken (LQ), rechten (RQ), gegeniiberliegenden (GQ) und im
Zielquadranten (ZQ) innerhalb der ersten 30 Sekunden. Zur Analyse der genauen
Suchstrategien (Absatz 2.4) erfolgte zuletzt auch die Erfassung des Aufenthaltsortes

wihrend des gesamten Durchlaufes.
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Abbildung 9: Morris Water Maze. Im wed training kennzeichnete eine Fahne die Plattform.
Wihrend dieser Phase dnderte sich zwischen den Durchliufen sowohl die Lokalisation der
Plattform, als auch die des Startpunktes (A). Beim AT war die Plattform von Wasser bedeckt und
die Fahne wurde entfernt. Proximale und distale Hinweise dienten der Orientierung (B). Fir den

PT wurde die Plattform entfernt, wihrend die Hinweise unverindert blieben (C).

Tabelle 7: Start- und Plattformpositionen beim MWM

cued training 1. Test 2. Test 3. Test 4. Test
Tag Start | Plattform | Start | Plattform | Start | Plattform | Start | Plattform
1 O NO W SO N SO S SW

zZ W NO S NO O SO N NW

3 S NW N NO W SW O NW
acquisition 1. Test 2. Test 3. Test 4. Test
training

Tag Start | Plattform | Start | Plattform | Start | Plattform | Start | Plattform
1 NO | NW O NW S NW SW | NW

Z S NW NO [ NW SW | NW O NW

3 SW | NW S NW O NW NO | NW

4 O NW SW | NW NO | NW S NW

5 SW | NW NO | NW S NW O NW
probe trial 1. Test

Tag Start | Plattform

1 SO entfernt

(N = Notden, O = Osten, S = Stden, W = Westen, NO = Nordosten, NW = Nordwesten, SW =
Stdwesten, SO = Stdosten)

2.4  Analyse der Suchstrategien im Morris Water Maze

Zur weiterfihrenden Analyse des Verhaltens im MWM wurden die Schwimmrouten der
Miuse genauer betrachtet. Um eine gezieltere Analyse der Suchstrategien durchzufithren,
wurde die neuartige Software namens Pathfinder von Cooke et al. (2020) verwendet.

Anhand dieser Ergebnisse, wurde aullerdem ein kognitives Punktesystem erhoben (Absatz
2.4.4).
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2.4.1 Analyse-Parameter fiir Pathfinder

Zur Berechnung der Suchstrategien wurden verschiedene Parameter definiert und
berticksichtigt. Der ideale Pfadfehler (IPF) ergab sich aus den gemittelten Abweichungen
vom direkten Schwimmweg. Der Winkel, der sich aus der aktuellen Schwimmrichtung und
ciner gedachten geraden Linie zwischen Maus und Plattform bildete, ergab den
Richtungsfehler (RF). Der Winkelkorridor (WK) war der Bereich, der sich zwischen zwei
winkelbildenden Seiten, ausgehend von der Startposition, befand und beinhaltete die
Zielplattform. Der Anulus war der ringférmige Bereich, in dem sich die Plattform in den
verschiedenen Testdurchldufen befand. Die Thigmotaxis Zone war ebenfalls ein

ringférmiger Bereich, allerdings am Rand des Beckens (Abbildung 10) (Cooke et al. 2020).

A B

Thigmotaxis
Zone S "

Richtungs-

Abbildung 10: Definition der Analyse-Parameter. Der Winkelkorridor bildet sich aus den
Katheten des Winkels an der Startposition und beinhaltet die Zielplattform. Die Thigmotaxis Zone
befindet sich am Rand des Beckens. Der Anulus ist ein Ring mit der Breite der Plattform, und der
Richtungsfehler gibt die Abweichung von der direkten Schwimmrichtung zur Plattform an (A). Wie
weit entfernt sich die Maus durchschnittlich von der Plattform befindet, witd durch den idealen
Pfadfehler berechnet (B). Erstellt nach Cooke e# /. 2020.

2.4.2 Durchfithrung der Analyse mit Pathfinder

Zur Analyse wurden zuerst die Mal3e des Wasserbeckens in das Programm tibertragen. Fir
den PT und das AT befand sich die Plattform bei x: 275mm und y: 775mm. Um falschen
Analysen durch Variationen in der Plattformposition vorzubeugen, wurde ein Durchmesser
von 200mm anstelle der eigentlichen 100mm definiert. Dementsprechend wurde auch die
Breite des Anulus auf 200mm festgelegt. Der Winkel des Winkelkorridors betrug 40° und

die Thigmotaxis Zone war 50mm breit.

Die Koordinaten der Schwimmrouten wurden mit der Anymaze Software mit einer

Bildrate von 20/Sekunde etfasst und anschlieBend in eine Tabelle im comma-separated values
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(csv)-Dateiformat tberfuhrt. Anhand der Koordinaten und der Beckenparameter konnten
dann die Suchstrategien berechnet werden. Fur die Analyse des acquisition trainings wurde
das Schwimmmuster bis zum Erreichen der Plattform bewertet. Da es wihrend des probe
trials keine Plattform gab, zihlte hierbei die Schwimmroute bis zum Erreichen der

Plattformkoordinaten (fruncate trials when animal reaches goal location) (Abbildung 11).

Pathfinder

File Edit Window Help

€ Ethovision € Anymaze € Watermaze C exTrack Define
Goal Position (x,y): 275,775 Add Goal...

Goal Diameter (cm): 200
Maze Diameter (cm): 1100
Maze Centre (x,y): 550,550
Angular Corridor Width (degrees): 40
Chaining Annulus Width (cm): 200
Thigmotaxis Zone Size (cm): 54
Output File (.csv): output/results/results

Manual categorization for uncategorized trials: &
Manual categorization for all trials: I
Truncate trials when animal reaches goal location: C

Settings e

|anng for user input...

Strategy Random Search Aramal Nene Day O Tral $

I[r.mu time values}: [(1, 1), 2. 1), 0. 1)] Save Reset
S— Animal: None Day/Trial: 0/5

Time Centre position ) Centre position | In Water Maze | In Quadrant 1 In Quadrant 3
00:000 0 0 0
00:002 8362 209 0 0 0
00:002 8338 2304 0 0 0
00:003 8314 2423 0 0 0
00:004 8338 2613 0 0 0
00:005 8409 2684 0 0 0
00:00.5 8457 72 0 0 0
00:006 8504 2779 0 0 0
00:00.7 857.5 285.1 0 0 0
00:00.7 8623 2874 0 0 0
00:00.8 8694 222 0 0 0
00:008 8742 222 0 0 0
00:009 8789 2969 0 0 0 e e e N S
00:009 8813 2993 0 0 0
00:01.0 836 3041 0 0 0 | statporon Wl Gossodvion i Meecote W pen |
00:01.1 886 3088 0 0 0 (1) Diect Path
00:01.1 8834 3159 0 0 0 @ Focl Search
00:012 886 3231 0 0 0 3 Diected Search
00:012 8334 3302 0 0 0 @ Indiect Seasch
00:013 856 3349 0 0 0 ki
00:013 886 68 0 0 0 =

€) Chawung
00:01.4 8813 3516 1 0 0

(7) Scanning
00:015 8789 3634 1 0 0

() Random Search

00015 8742 3682 1 0 0 (68 e e |
00016 867 g 1 0 0 _Ornigmat |
00016 8599 3896 1 0 0 i Scopuived

Retum) Seve

Abbildung 11: Die Analyseschritte mit Pathfinder. Zuerst wurden die entsprechenden
Parameter in das Programm eingegeben (A). Die Koordinaten der Schwimmrouten entsprachen
cinem tabellarischen Aufbau (B). Anhand der Parameter und der Koordinaten erfasste die Software

den Schwimmpfad und berechnete die Suchstrategie (C).
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2.4.3 Definitionen der Suchstrategien

Durch vordefinierte Parameter (Tabelle 8) ist es moglich zwischen acht Suchstrategien zu
unterscheiden (Cooke et al. 2020). Falls keine Zuteilung einer Strategie auf Grund von
Aufzeichnungsfehlern moglich war, wurde dies von dem Programm vermerkt (nof
recogniced). Die Suchstrategien konnten in Hippokampus-abhingige bzw. riumlich

spezifische und Hippokampus-unabhingige Muster unterschieden werden.

Zu den raumlich spezifischen und Hippokampus-abhingigen Strategien zdhlten der direkte
Pfad, die gerichtete Suche, die Schwerpunktsuche und die indirekt gerichtete Suche (Rogers et al. 2017;
Cooke et al. 2020). Der direkte Pfad war die nahezu gerade Verbindung zwischen der
Startposition und der Zielplattform, wobei nur minimale Abweichungen toleriert wurden.
Bei der gerichteten Suche wurden wiederum auch etwas groflere Ausschlige der
Schwimmbahn erlaubt. Die  Schwerpunktsuche war eine gezielte, jedoch rdumlich
eingeschrinkte Suchstrategie, bei der sich die Mduse grofitenteils auf einen Bereich
konzentrierten und den Beckenrand mieden. Wenn der Schwimmpfad gezielt war, jedoch
auch einen groferen gemittelten Richtungsfehler beinhaltete, handelte es sich um die

indirekt gerichtete Suche.

Zu den Hippokampus-unabhingigen und raumlich unspezifischen Strategien gehéren das
Kreisen, Scannen, zufillige Schwimmen und die Thigmotaxis. Beim Kreisen hielten die getesteten
Miuse grofitenteils einen ahnlichen Abstand zum Beckenrand ein. Beim Scannen und dem
gufdlligen Schwimmen handelte es sich um ungezielte Bewegungen. Der Unterschied zwischen
diesen beiden Strategien war, dass sich die Mause beim Scannen eher zentral aufhielten und
tur das zufillige Schwimmen mindestens 10% der Beckenfliche durchquert werden musste.
Thigmotaxis definiert das kreisende Schwimmen entlang der Beckenrandbegrenzung,
welches des Ofteren mit Angst oder Defiziten egozentrischer Bezugssysteme in
Verbindung gebracht wird (Abbildung 12) (Simon et al. 1994; Devan et al. 1999; Higaki et
al. 2018; Cooke et al. 2020).
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Hippokampus-abhangige Suchstrategien Nicht Hippokampus-abhéngige Strategien

Abbildung 12: Hippokampus-abhingige und -unabhingige Suchstrategien. Die riumlich

spezifischen und Hippokampus-abhingigen Suchstrategien sind grau hinterlegt dargestellt. Die

rdumlich unspezifischen Schwimmmuster befinden sich auf weilem Hintergrund. Erstellt nach

Curdt ef al. 2022.

Tabelle 8: Parameter zur Definition der Suchstrategien

Strategie Parameter
. IPF < 1250,0mm
Direkter Pfad RF < 40°

Gerichtete Suche

Zeit im WK = 70%
Zurtckgelegte Distanz < 4000,0mm
IPF < 15000,0mm

Schwerpunktsuche

Abstand zum direkten Weg < 30,0% des Radius
Abstand zur Plattform < 30% des Beckenradius
Minimal zuriickgelegte Distanz = 1000,0mm
Maximal zuriickgelegte Distanz < 4000,0mm

Indirekt gerichtete Suche

IPF < 3000,0
Gemittelter RF < 360°

Zeit im Anulus = 90,0%

Kreisen Durchquerte Quadranten = 4
Durchquerte Fliche < 40%
Minimal durchquerte Fliche = 5%

Scannen Maximal durchquerte Fliche < 20%

Gemittelter Abstand zum Zentrum < 60% des Beckenradius

Zufilliges Schwimmen

Durchquerte Fliche 210%

Thigmotaxis

Zeit in der ganzen Thigmotaxis Zone = 65%
Zeit in der kleineren Thigmotaxis Zone = 35%
Zuriickgelegte Distanz = 4000,0mm
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2.4.4 Erstellung eines Punktesystems fiir die Suchstrategien

Fir eine weiterfuhrende Analyse wurde ein kognitives Punktesystem erhoben. Angelehnt
an lllouz e al. (2016) wurden Hippokampus-abhingige Suchstrategien mit hoheren
Punktzahlen bewertet als die rdumlich unspezifischen. Mit aufsteigender rdumlicher
Spezifitit wurden folgende Punkte vergeben: Thigmotaxis = O, zufilliges Schwimmen = 1,
Scannen = 2, Kreisen = 3; indirefet gerichtete Suche = 4, Schwerpunktsuche = 4, gerichtete Suche = 5,
direkter Pfad = 0. Der indirekt gerichteten und  Schwerpunktsuche wurden die gleichen
Punktzahlen gegeben, da beide per Definition gezielte Suchstrategien sind, die sich vor
allem in der Ortlichkeit unterscheiden und weniger in der Qualitit. Jeder Testdurchlauf

wurde einzeln bewertet, fiir einen Tag gemittelt und auf sechs normiert.

2.5 Totung der Miuse und Entnahme des Gewebes

Sowohl die Perfusion (Absatz 2.5.1) als auch der Genickbruch (Absatz 2.5.2) wurden
ausschlieBlich unter Anidsthesie der Miduse durchgefihrt. Dazu wurden jeder Maus
gewichtsadaptiert zwischen 200- und 300ul eines Anisthetikums (10% Xylazin; 20%
Ketamin; 70% HxO) durch fachkundiges Personal verabreicht. Sobald der
Zwischenzehenreflex ausblieb, konnten die Totungsmethoden durch —autorisierte

Mitarbeiter angewandt werden.

2.5.1 Perfusion

Fir die Perfusion wurden die Mause unter Anasthesie mit Nadeln auf der Perfusionsplatte
fixiert und die Haut, der Thorax und das Abdomen in spezieller Technik so pripariert, dass
der linke Ventrikel sichtbar wurde. Darauf folgten die Punktion der linken Herzkammer
mit einer 100 Sterican 0,90x70mm Kaniile und eine kleine Inzision der rechten
Herzkammer, unter Fixierung des schlagenden Herzens mit einer Pinzette. Nach
erfolgreicher Punktion, konnte iiber die Perfusionspumpe zunichst 4°C-kaltes 0,01M PBS
durch die Kantle in den Blutkreislauf gegeben werden, wodurch das Blut durch die
Inzision der rechten Herzkammer heraus gespilt wurde. Im Anschluss fand der gleiche
Vorgang nochmals mit 4%iger PFA-Losung statt. Um post mortems einen Nachweis des
Transgens durchfiihren zu konnen, wurde auch eine Schwanzbiopsie entnommen und bei

-80°C tiefgefroren.

2.5.2 Zervikale Dislokation

Die zervikale Dislokation fand ebenfalls unter Aniasthesie statt. Dafiir wurde die Maus in
Bauchlage im Genick durch eine flachaufgelegte Pinzette fixiert und mit der freien Hand
ein ruckartiger Zug an der Schwanzbasis ausgetibt. Anschliefend erfolgte ebenfalls eine

Schwanzbiopsie zur stichprobenartigen Transgenbestimmung,.
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2.5.3 Entnahme des Gehirns

Nach der durchgefihrten zervikalen Dislokation (Absatz 2.5.2) bzw. der Perfusion (Absatz
2.5.1) folgte die Dekapitation mit einer Schere. AnschlieBend wurde das Gewebe von der
Schidelkalotte gelost und der Knochen freigelegt. Dann konnten mit einer kleinen
chirurgischen Schere drei Schnitte von kaudal nach rostral vorgenommen werden; einer
jeweils links und rechts entlang des Schlifenbeins (Os femporale) und einer sagittal, entlang
der Pfeilnaht (Swutura sagittalis). Mit einer Pinzette wurde im nidchsten Schritt der
Schidelknochen entfernt. Darauf folgte die Entnahme des Gehirns. Im Anschluss wurden
die Hemisphiren mit einem Skalpell voneinander getrennt und einzeln verwahrt. Die

Hemisphiren dienten im weiteren Verlauf der Anfertigung von Hirnschnitten (Absatz 2.7).

2.6 Nachweis des Transgens

Trotz homozygoter  Zichtung der Tg4-42-Miuse, wurden  stichprobenartig
Nachgenotypisierungen zum Nachweis des Transgens durchgefithrt. Dies diente der
Kontrolle und dem Erhalt der Mauslinie. Dafiir wurden eine DNA-Isolierung aus post
mortem entnommenen Schwanzbiopsien mit anschlieBender Polymerase-Kettenreaktion

(polymerase chain reaction) (PCR) und eine Gel-Elektrophorese durchgefiihrt.

2.6.1 DNA-Isolierung aus Schwanzbiopsien

Von den Schwanzbiopsien (Absatz 2.5) wurden zuerst ca. 2x2mm grof3e Stiicke einzeln
mit jeweils 500ul Lysepuffer [200mM Tris/HCI pH 8,5, 10mM EDTA (M 292,25); 0,4%
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecy! sulfate) (SDS); 400mM NaCl, (M 58,44)] und 5pl
Proteinase K (10pl/1ml in wissriger Losung) in ein 1,5ml groles Reaktionsgefil3 gegeben
und fir ca. 20 Stunden uber Nacht bei 54°C auf einem Thermomixer bei 400U/min
inkubiert. Nachdem das Gewebe lysiert war, erfolgte eine zwanzigmintitige Zentrifugation
bei 4°C und 17000U/min. Im nichsten Schritt wurden jeweils 500ul Isopropanol in neue
beschriftete Reaktionsgefil3e auf Eis vorgelegt, der Probeniiberstand hinzupipettiert und
alles zusammen kurz geschwenkt, bis DNA-Prizipitat sichtbar war. Es folgte nochmals
eine Zentrifugation fir 10 Minuten bei 13000U/min und Raumtemperatur. Im Anschluss
wurde der Uberstand abpipettiert und verworfen, wobei ein Pellet im Reaktionsgefal3
zurtickblieb. Das Pellet wurde dann mit 500ul 70% Ethanol gewaschen und anschliefend
nochmals fir 10 Minuten bei 13000U/min zentrifugiert. Nach dem Abkippen des
Uberstandes trocknete das Pellet fiir mindestens 45 Minuten mit geffnetem Deckel im
Thermoblock bei 54°C. Zur Vermeidung von Verunreinigungen wurden die ge6ffneten
Gefille dabei mit einem sauberen Tuch abgedeckt. Nachdem das Pellet getrocknet war,
wurde es mit 70ul Aqua bei 54°C auf dem Thermoblock gelést und anschlieBend tber
Nacht bei 4°C verwahrt.
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2.6.2 Messen der DNA Konzentrationen

Um die DNA-Konzentrationen und Verunreinigungen der einzelnen Proben zu messen,
wurde das NanoDrop One C Spectrophotometer verwendet. Dazu wurde zunidchst mit 1pl
Aqua geeicht und anschlieBend jeweils 1ul der ausreichend gemischten Probe gemessen.
Nach jeder Messung fand eine Reinigung der Messstelle mit trockenen Ttchern statt. Mit
einem Extinktionskoeffizienten von mehr als 1,7 fur A260/A280 und A260/A230 wurden
die Proben als rein und konzentriert genug gewertet. Zuletzt wurden mit den Proben und

Aqua Verdunnungen von 20ng/pl hergestellt.

2.6.3 Amplifizierung durch Polymerase-Kettenreaktion

Fir die PCR wurde zunichst auf Eis ein Master Mix [0,5p Primer 1 ABs4 for
(100pmol/pl); 0,5l Primer 2 ABs4 rev (100pmol/pl); 2ul ANTP’s; 3,2ul MeCl, (25mM);
2pl 10x Reaktionspuffer; 9,6pl H2O; 0,2ul Tag-Polymerase] fiir alle Proben angesetzt. Ein
Reaktionsansatz bestand aus jeweils 18ul des PCR-Master Mixes und 2pl der verdinnten
Probe (Absatz 2.6.2). Diese Ansitze, eine Positiv- und eine Negativkontrolle wurden dann
in 0,2ml-PCR Gefilen im LabCycler nach Protokoll amplifiziert (Tabelle 9).

Tabelle 9: PCR-Protokoll zur Nukleinsduren-Amplifizierung

Schritt Dauer Temperatur

1) 3 Minuten 94°C
2) 45 Sekunden 94°C
3) 1 Minute 58°C
4) 1 Minute 72°C
5) 35x Wiederholung der Schritte 2-4 S.0.

6) 5 Minuten 72°C
7) Ohne Zeitlimit 4°C

2.6.4 Gel-Elektrophorese

Die Analyse der amplifizierten DNA (Absatz 2.6.3) erfolgte mittels Gel-Elektrophorese auf
einem 2%igen Aggarosegel. Daflir wurden zuerst 50ml 5x Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer
[pH 8,3; fir 1 Liter: 54,5¢/1 Trisbase; 27,8¢/1 Borsiure; 20ml 0,5M Na,EDTA pH 8; auf
1000ml dH>O aufgefillt] und 200ml dH,O abgemessen und vermischt. 215ml des TBE
Puffers diente am Ende als Medium fir die Elektrophorese. Die restlichen 35ml wurden
mit 0,7g Aggarose versetzt und in der Mikrowelle bei 200W gelost. Dabei musste der
Ansatz bis zur vollstindigen Losung der Aggarose mehrfach bis zum Sieden erhitzt und
anschlieBend geschwenkt werden. Nachdem die Losung unter dem Laborabzug auf 65°C
abgekuhlt war, wurden 2pl HD Green Plus DNA Stain dazupipettiert und nochmals alles
geschwenkt. AnschlieBend konnte das noch flissige Gel in die Form gegossen werden.
Nachdem das Gel fir mindestens 20 Minuten unter dem Laborabzug abgekiihlt und fest
geworden war, wurde es in die Elektrophoresekammer gelegt und mit dem restlichen TBE-

Puffer bedeckt. Die Beladung des Aggarosegels erfolgte mit jeweils 10pl des
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Probengemisches [10ul Probe mit 2ul Ladepuffer]. AuBlerdem wurden ebenfalls die
Negativ- und Positivkontrolle und eine als Referenz dienende 100bp DNA-/adder
aufgetragen. Danach lief die Elektrophorese bei einer Spannung von 135V fir 30 Minuten.
Fir die Auswertung wurde der BlueCube 300 verwendet und eine Belichtungszeit von
3000-4000ms eingestellt. Bei dem Licht handelte es sich um UV-Licht mit einer

Wellenlinge von 312nm.

2.7 Anfertigung und Firbung der Hirnschnitte

Die entnommenen Gehirne der perfundierten Miuse (Absatz 2.5.1) wurden mit einem
Skalpell in ihre zwei Hemisphiren geteilt, von denen jeweils die linke bei -80°C gefroren
und die rechte in Paraffin eingebettet wurde. Bei den perfundierten Mausen dienten die
gefrorenen Hemisphiren spiter der Quantifizierung von Nervenzellen mittels Design-
basierter Stereologie (Absatz 2.8). Aus der rechten Hemisphire und den Hemisphiren der
mittels zervikaler Dislokation getéteten Méuse (Absatz 2.5.2) wurden Paraffinschnitte fir
die DAB-Firbung (Absatz 2.7.3) angefertigt (Abbildung 13).

2.7.1 Anfertigung der Hirnschnitte mit dem Mikrotom

Die entnommenen Hemisphiren wurden zuerst in beschriftete Einbettkassetten in 4%iges
PFA bei 4°C gegeben. Nach mindestens 72h konnte das Hirngewebe mit Hilfe der TP
Automatic Tissue Processor nach folgendem Protokoll weiterverarbeitet werden: 5
Minuten in 4%igem PFA; 30 Minuten dH»O; jeweils 1 Stunde in 50%-, 60%-, 70%-, 80%-
und 90%igen Ethanol, 2x 1 Stunde 100%igen Ethanol; 1 Stunde Xylol; 2x 1 Stunde in
geschmolzenem Paraffin. Im nichsten Schritt wurden die Hemisphiren einzeln mit der
Schnittfliche nach unten zeigend in den Einbettkassetten positioniert. Diese Positionierung
ermdglichte spiter die Anfertigung von Sagittalschnitten. Darauf folgte das UbergieBen mit
erwiarmtem, flissigem Paraffin mit Hilfe der EG1150 H Embedding Station. Nachdem die
mit Paraffin gefillten Einbettkassetten auf der EG1150 C Kiihlplatte abgekiihlt waren,
wurden mit dem HM355E Mikrotom 4um dicke Schnitte angefertigt und in ein Bad mit
dH>O gegeben. Nach dem Aufziehen auf beschriftete Superfrost® Objekttriger entfalteten
sich die Schnitte in einem Paraffinstreckbad in auf 54°C erwirmten dH,O. Zum Trocknen
wurden die beladenen Objekttrager zuerst fiir 10 Minuten auf den beheizten Rand des
Paraffinstreckbades gelegt und im Anschluss tber Nacht bei 37°C in den Wirmeschrank
gestellt (Abbildung 13). Nach vollstindiger Trocknung konnte die immunhistochemische
Farbung durchgefiihrt werden (Absatz 2.7.3)

2.7.2 Anfertigung der Hirnschnitte mit dem Kryostat

Das Hirngewebe der perfundierten Maduse (Absatz 2.5.1) diente der stereologischen
Analyse. Daftir wurden die linken Hemisphiren nach der Perfusion mit 0,01M PBS in
4%igem PFA bei 4°C gelagert. Nach mindestens 72 Stunden wurden die Hirne aus dem
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PFA entnommen und in eine 30%iger Losung aus Saccharose und 0,01M PBS umgebettet.
Darin befanden sich die Hemisphiren nochmals bei 4°C, bis sie zu Boden sanken. Nach

diesem Prozess konnten sie auf Trockeneis eingefroren und bei -80°C verwahrt werden.

Um die Hemisphiren zu schneiden, wurden sie jeweils bei -25°C im CM1850 UV Kryostat
mit Tissue-Tek-Kleber eingebettet. Der nichste Schritt war die Anfertigung von 30pm
dicken Koronarschnitten (Abbildung 13). Die Schnitte wurden dann auf 10
durchnummerierte Probenbehilter verteilt, sodass jedes Gefid} jeden zehnten Schnitt
enthielt. In den Gefilen konnten sie entweder bei -80°C gefroren oder direkt
weiterverarbeitet werden. Um die Hirnschnitte auf Superfrost® Objekttriger aufzuzichen,
musste zuerst der Tissue-Tek-Kleber mit eisgekithltem 0,01M PBS in den Probenbehiltern
aufgel6st werden. Nach 5 Minuten wurden die Schnitte in eine Glasschale gekippt und mit
Hilfe eines feinen Pinsels auf Objekttriger aufgezogen. Nachdem die Schnitte angetrocknet
waren, wurden sie nochmals zum Trocknen fur mindestens 24 Stunden bei 37°C in den
Wirmeschrank gestellt. Nach Ablauf der 24 Stunden konnte die Kresylviolett-Farbung
(Absatz 2.7.4) durchgefiihrt werden.
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Abbildung 13: Priparation des Hirngewebes. Nach der Injektion eines Anisthetikums wurden

Dicke: 30pm

die Mause mittels Perfusion oder zervikaler Dislokation getétet. Eine von den Hemisphiren der
perfundierten Tiere wurde entnommen und zunichst in PFA und spiter in Saccharoselésung
tberfithrt. Aus diesem Gewebe konnten dann mit Hilfe des Kryostats 30pum dicke Koronarschnitte
hergestellt werden (unteres Flussdiagramm). Die andere Hemisphire und die der mittels
Genickbruch getéteten Miuse fanden bei der Erstellung 4um dicker Sagittalschnitte Verwendung.
Dafiir wurden diese in Einbettkassetten in PFA gegeben und spiter mit Paraffin eingebettet (obetes

Flussdiagramm).

2.7.3 DAB-Firbung von Paraffinschnitten

Fir die DAB-Firbung mussten die Paraffinschnitte (Absatz 2.7.1) zunichst in einem
Firbeeinsatz in Farbektvetten fur 2x5 Minuten mit Xylol entparaffiniert werden. Danach

fand eine Hydrierung statt, bei der die beladenen Objekttriger fiir zehn Minuten in
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100%iges Ethanol, anschlieBend fir finf Minuten in 95%iges Ethanol, dann fir funf
Minuten in 70%iges Ethanol und zuletzt fiir eine Minute in dH>O gestellt wurden.

Fir den folgenden Peroxidase-Block wurden 200ml 0,01M PBS mit 2ml 30%igem H>O; in
einer weiteren Firbekiivette vermischt und die Schnitte im Firbeeinsatz fur 30 Minuten
hineingegeben. Nach einer ecinminiitigen Spilung mit dH,O erfolgte die
Antigendemaskierung. Dafiir wurden die Schnitte in einer Plastikkivette fiir zehn Minuten
im 10mM Zitratpuffer (pH 6,0) in die Mikrowelle gestellt (800 W bis zum Sieden; dann 200
W). Danach mussten sie fir 15 Minuten im gleichen Zitratpuffer bei Raumtemperatur
abkiihlen und im Anschluss nochmal fiir eine Minute mit dH>O gewaschen werden. Fir die
Permeabilisierung der Membrane wurden die Schnitte fir 15 Minuten in 0,01M PBS +
0,1% Triton gegeben und anschlieBend wieder eine Minute in dH>O gesptilt. Darauf folgte
cine AB-Demaskierung, fir die die Schnitte fiir drei Minuten in 88%iger Ameisensiure
inkubiert wurden. Im Anschluss folgten weitere Waschschritte mit 0,01M PBS (1 Minute
0,01M PBS; 5 Minuten 0,01M PBS).

Zur Vermeidung der Bindung des AntikGrpers an nicht-spezifische Bindestellen wurde ein
unspezifischer Block mit einer Suspension aus 0,01M PBS, 10% FCS und 4% Milchpulver
durchgefiihrt. Daftr erfolgte eine Umrandung der Schnitte auf den Objekttrigern mit
einem Fettstift. In die so entstandenen Kreise konnte dann die Suspension pipettiert
werden. Die einstindige Inkubation fand bei Raumtemperatur in Inkubationsboxen mit
geschlossenem Deckel statt. Danach wurde die Suspension von den Objekttrigern
abgeschiittelt. Der nichste Schritt war die Inkubation des primiren Antikérpers durch
einen erstellten Ansatz aus 0,01M PBS mit 10% FCS und dem AB-bindenden Antikérper
(1:500) (Tabelle 2). Dieser Ansatz verblieb tber Nacht bei Raumtemperatur auf den
Objekttragern. Die Inkubationsboxen waren dabei ebenfalls mit einem Deckel

verschlossen.

Der Folgetag begann mit einem Waschvorgang, um die tberschiissigen Antikérper zu
entfernen. Dabei wurden die Schnitte fiir 15 Minuten in 0,01M PBS + 0,1% Tfriton, unter
gelegentlichem Auf- und Abbewegen des Firbeeinsatzes, gewaschen und anschlieBend fiir
eine Minute in 0,01M PBS gestellt. Darauf folgte die Inkubation mit dem sekundiren
Antikérper (Tabelle 3) in 0,01M PBS und 10 % FCS im Verhiltnis von 1:200. Die
Inkubationszeit betrug eine Stunde bei 37°C im Wirmeschrank. Wihrenddessen wurde die
ABC-Losung mit Hilfe des VECTASTAIN Elite ABC-Kits angesetzt (0,01 M PBS; 10 %
FCS; 1:100 Losung A; 1:100 Lésung B) und bis zum Einsatz bei 4 °C aufbewahrt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit erfolgte nochmals ein Waschschritt fir 15 Minuten in 0,01M
PBS unter gelegentlichem Auf- und Abbewegen der Objekttriger in der Firbekiivette. Die
bereits angesetzte ABC-Lésung wurde danach auf die in den Inkubationsboxen liegenden
Objekttriger gegeben und bei 37°C inkubiert. Nach 1,5 Stunden konnten die beladenen
Objekttriger wieder in den Firbeeinsatz gestellt und fur 15 Minuten in 0,01M PBS

gewaschen werden, bevor die DAB-Firbung begann.
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Fiar die Firbung wurde mit Hilfe des DAB-Peroxidase-Substrate-Kit nach
Herstellerangaben eine Losung hergestellt, die im Anschluss so lange auf die Schnitte
gegeben wurde, bis die gewtinschte Farbintensitit erreicht war. Sobald die Firbung
angemessen war, wurde das restliche DAB abgetropft und die Schnitte nochmals fir 15
Minuten in 0,01M PBS gewaschen. Die gemessene Zeit bis zur gewtinschten Intensitit war
dabei fir alle Schnitte gleich. Die Gegenfirbung erfolgte mit Himatoxylin (40 Sekunden
Himatoxylin; 1 Minute dH,O; 5 Minuten unter laufendem Leitungswasser). Danach
wurden die Hirnschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (1 Minute 70%iges Ethanol, 5
Minuten 95%iges Ethanol; 10 Minuten 100%iges Ethanol; 2 x 5 Minuten Xylol) dehydriert
und zum Schluss mit 1-2 Tropfen des Roti®-Histokit Eindeckmediums und Deckglischen
eingedeckt.

2.7.4 Firbung mit Kresylviolett

Fir die Kresylviolett-Farbung wurden die 30pm dicken Hirnschnitte (Absatz 2.7.2)
verwendet. Nachdem die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und tiber Nacht bei 37 °C
getrocknet waren, konnte die Farbung beginnen. 24 Stunden vor dem Firbeablauf wurden
100ml einer 1M Natriumacetatlosung angesetzt, womit die Arbeitslisung A (40ml 1M
Natriumacetatlosung: 9,6ml 100%ige Essigsiure; aufgeftllt auf 11 mit dH,O) hergestellt

wurde.

Dann folgte die Herstellung der Farbelisung, die aus 0,1g Kresylviolettacetat und 11 der
Arbeitslisung A bestand. Diese musste iber Nacht unter Lichtschutz auf einem
Thermomixer bei Raumtemperatur gerithrt und am Folgetag filtriert werden. Fur die
Farbung wurde aullerdem eine Tritonlosung (0,2ml Triton; 9,8ml dH>O) angesetzt, welche
wiederum der Herstellung der Arbeitsiosung B (2,5ml Tritonlésung; 50 ml dH,O; 150 ml
100%iges Ethanol) diente.

Der erste Schritt des Farbeprozesses war die Delipidation, bei der sich die Objekttrager im
Farbeeinsatz fir 2x10 Minuten in Arbeitsiosung A, 20 Minuten in Arbeitslisung B und wieder
2x10 Minuten in Arbeitslisung A befanden. Bei der anschlieBenden Firbung wurden die
Schnitte lichtgeschiitzt fir 2x8 Minuten in die Kresylviolett-Losung gegeben. Alle
folgenden Schritte fanden weiterhin unter Lichtabschluss statt. Fir die Dehydration
wurden die Schnitte 3x1 Minute in die Arbeitslisung A gegeben und danach unter dem
Abzug fir drei Minuten in 100%igen Ethanol, fir zehn Minuten in Isopropanol und fiir
2x5 Minuten in Xylol getaucht. Die Eindeckung der Hirnschnitte erfolgte mit Hilfe von 1-2
Tropfen Roti®-Histokit Eindeckmedium und Deckgldsern unter Lichtabschirmung.

2.8  Quantifizierung der Nervenzellen in CAl

Die Design-basierte Stereologie ist eine Methode zur Quantifizierung von Zellen. Diese

Methode kam auch bei der Ermittlung des Nervenzellverlustes in CA1 der Tg4-42-Miuse
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zum FEinsatz (n = 5-6). Dafir wurde das BX51 Mikroskop mit motorisiertem Objekttisch
und die Stereo Investigator Software verwendet. Die durchgefihrte Kresylviolett-Fiarbung
(Absatz 2.7.4) firbte die Zellkerne an und machte sie somit sichtbar. Bei der Zihlung
eingeschlossen waren die Koronarschnitte zwischen Bregma -1.80mm und -3,5mm

(Abbildung 14B).

Zunichst wurde die CAl-Region mit einem 4x-Objektiv eingestellt und mit Hilfe der
Stereo Investigator Software umrandet. Die Zihlung erfolgte mit einer 100x-Ol-
Immersionslinse nach dem Grundprinzip der Design-basierten Stereologie (Schmitz und
Hof 2005). Dafir wurden von der Software mit Hilfe eines Gitternetzes mit den Mallen
49x105um zufillig quadratische Zihlrahmen (Kantenlinge: 14pm) innerhalb des
umrandeten Bereichs platziert. Die optical disector height (optische Dissektorhéhe) von 5pm
erginzte den Zahlbereich in die Tiefe, was eine Quantifizierung in drei Dimensionen
ermoglichte. Die 7op gunard gone (obere Schutzzone) umfasste 2um (West et al. 1991; Schmitz
und Hof 2005). Es wurden alle Kerne in einem solchen Quadrat gezihlt, sofern sie sich
>50% innerhalb befanden und kein Kontakt zur roten Linie bestand (Abbildung 14A). Um
eine moglichst genaue Schnittdicke zu bestimmen, fand bei jedem Zahlrahmen eine erneute

Messung statt. Die Zihlungen wurden verblindet durchgefiihrt.

Bei dieser Methode wurde jeder zehnte Koronarschnitt bei der Quantifizierung
berticksichtigt. Mit Hilfe der Formeln (A), (B) und (C) wurde daraus dann naherungsweise
die gesamte Neuronenzahl errechnet. Die Formeln sind im Folgenden aufgelistet und
wurden bereits von Schmitz und Hof (2005) zur Berechnung der Anzahl von Nervenzellen
tir die Design-basierte Stereologie definiert. Die dazugehorige Erklirung der Abkiirzung
ist in Tabelle 10 dargestellt.

(A) P = asf *ssf xtsf
(B) Nschniee = P * tmce

©) Ngesamt = Z}::l Nscnnicck

Tabelle 10: Formeln zu Berechnung der Zellzahl

Abkirzung | Bedeutung Berechnung
area samling fraction ) )
. Fliche Gitternetzmasche [um?]  49um * 105um
asf (FlaChen_ asf = Fliche Zahlrahmen [um?] = aum + 1apm 26,25
Stichprobenfraktion) 3 3 3
section sampling fraction
ssf (Schnitt- 10 (jeder zehnte Schnitt) (Absatz 2.7.2)
Stichprobenfraktion)
thic ng fractio
b% Kness mmp/m(gfa won jeweilige Schichtdicke[um] Schichtdicke [um]
tsf (Stichprobenfraktion der tsf = ———— . =
Rk optical dissector height [um] S5um
Dicke)
total markers counted . .
tmc .. Summiert durch Stereo Investigator
(Gezihlte Neurone)
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Abbildung 14: Zihlrahmen und Koronarschnitte fiir die Design-basierte Stereologie. Es
wurden alle Zellkerne innerhalb des quadratischen Zihlrahmens gezihlt, sofern sie sich zu >50%
darin befanden und nicht die rote Linie berithrten (A). Berticksichtigung fanden die

Koronarschnitte zwischen Bregma -1,8mm und -3,5mm (B).

2.9 Statistik

Fir die statistische Analyse der erfassten Daten wurde Prism GraphPad 9 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) verwendet. Beim Vergleich zweier Gruppen miteinander
erfolgte ein unabhingiger t-Test. Desweiteren wurden sowohl die einfache Varianzanalyse
(one-way ANOVA) als auch die zweifache Varianzanalyse (#wo-way ANOVA) zusammen mit
ciner Bonferronikorrektur angewendet. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte unter
Angabe des Mittelwertes * Standardfehler (standard error oft the mean) (S.E.M.). Mit
Fp<(,001; **p<0,01; *p<0,05, "p<0,001; #*p<0,01 und "p<0,05 wurden die

Signifikanzniveaus in den Abbildungen angegeben.
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3  Ergebnisse

3.1 Nachweis des Transgens

Da alle in dieser Arbeit verwendeten Tg4-42-Miduse aus einer homozygoten Verpaarung
stammten, wurde zur Kontrolle des Transgens und zum Erhalt der Mauslinie
stichprobenartig  DNA aus Schwanzbiopsien isoliert, aufbereitet und mittels PCR
amplifiziert. Mittels Gelelektrophorese konnte das Tg4-42-Transgen sichtbar gemacht
werden. Abbildung 15 zeigt exemplarisch das Ergebnis eines solchen Nachweises. Fir
einen positiven Nachweis sprachen Banden im Bereich von 248bp. Bei der Positivkontrolle
bildete sich eine Bande an gleicher Stelle, wihrend sich bei der Negativkontrolle keine

zeigte.

Abbildung 15: Nachweis des Transgens der Tg4-42-Mauslinie. Die exemplarische
Gelelektrophorese zeigt die Tg4-42-typischen Banden bei 248bp. N = Negativkontrolle, P =
Positivkontrolle, L. = DNA Jadder, bp = Basenpaare

3.2 Hippokampale AR,.s-Expression in Tg4-42-Miusen

Zum Nachweis der Expression von ABs4, im Hippokampus der Tg4-42-Miuse wurde mit
Hilfe des pan-AB-Antikérpers 24311 eine immunhistochemische Farbung von 4pm dicken
Sagittalschnitten durchgefithrt. Bei dieser DAB-Himatoxylin-Farbung zeigte sich eine
deutliche Firbung des Ammonshorns, insbesondere in der CA1-Region (Abbildung 16A).

Dabei imponierten gro3ere Ansammlungen von intrazellulirem AB4.42 (Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Hippokampale AB-Expression in Tg4-42-Miusen. Der exemplarische
Sagittalschnitt zeigt die AB4.42-Expression in CA1 des Hippokampus im Alter von drei Monaten
(A). ABa.az lisst sich insbesondere intrazellulir nachweisen (B). Antikérper: Pan-AB 24311 (Rabbit),
DAB-Himatoxylin. MaBstab: (A) 200 um; (B) 33 pm

3.3 Hippokampaler Nervenzellverlust bildet ein Plateau ab sieben

Monaten

Beztglich der Nervenzellzahl in CAl des Hippokampus gab es einen signifikanten
Unterschied zwischen den Altersgruppen (Abbildung 17A: Einfache Varianzanalyse:
Haupteffekt des Alters: p < 0,0001). Im direkten Vergleich der drei- und siebenmonatigen
Tg4-42-Miuse konnte mit einem Nervenzellverlust von 45% ein deutlicher Unterschied
mit zunehmendem Alter ermittelt werden (Abbildung 17A: Einfache Varianzanalyse mit
Bonferroni-Korrektur: A/er: p < 0,0001). Ebenso signifikant war der Unterschied zwischen
den drei- und 12-monatigen Tieren (Abbildung 17A: FEinfache Varianzanalyse mit

Bonferroni-Korrektur: Alter: p < 0,0001). Es gab keinen weiteren Verlust an Neuronen
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zwischen sieben und 12 Monaten (Abbildung 17A: Einfache Varianzanalyse mit
Bonferroni-Korrektur: Alzer: p > 0,05).
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Abbildung 17: Nervenzellverlust in CAl. Zwischen drei und sieben Monaten kam es zu einem
signifikanten Nervenzellverlust in CA1 mit anschlieBender Plateaubildung zwischen sieben- und 12-
monatigen Tg4-42-Miusen (A). In den Koronarschnitten (Bregma: ca. -2,40mm) ist eine Abnahme
der Breite von CA1 zwischen drei und sieben Monaten erkennbar (B). Einfache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur. n = 5-6. ***p < 0,001. Daten dargestellt als
Mittelwert £ S.E.M. m = Monate. MaB3stab: (B) 500um

3.4 Die Auswirkung des AB4 4 auf Angst und Motorik

3.41 Trotz eines reduzierten Angstempfindens im Elevated Plus Maze zeigten
sich keine testiibergreifenden Verinderungen im Angstverhalten der Tg4-
42-Mauslinie

Zur Erfassung des Angstverhaltens wurden zwei verschiedene Experimente durchgefiihrt.
Im Elevated Plus Maze wurde das Angst- und Explorationsverhalten der Miuse getestet.
Insgesamt verbrachten die Tg4-42-Miuse mehr Zeit im exponierten Bereich als die WT
(Abbildung 18A: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt der
Genotypen: p = 0,0001). Die 12-monatigen Tg4-42-Mause hielten sich zwar deutlich linger
in den offenen Armen auf als die gleichaltrigen WT (Abbildung 18A: Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: p = 0,0005),
legten dabei allerdings auch eine deutlich kiirzere Distanz zuriick (Abbildung 18B:
Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen:

p = 0,0012).

Ein solcher Unterschied beztglich der Aufenthaltsdauer in den offenen Armen zeigte sich

ebenfalls zwischen den Genotypen mit drei, allerdings nicht mit sieben Monaten
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(Abbildung 18A: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-
Korrektur: Genotypen: 3m p = 0,0367; 7Tm p = 0,5044). Die Aktivitit, im Sinne der
zuriickgelegten Distanz, unterschied sich dabei jedoch nicht (Abbildung 18B: Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur:  Genotypen:  3m
p = 0,6371; 7m p > 0,9999).

Insgesamt wurde kein Altersunterschied beziglich des Aufenthaltsortes festgestellt
(Abbildung 18A: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt des Alters:
p = 0,4385). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die jungen dreimonatigen Mause bei
beiden Genotypen deutlich aktiver im Elevated Plus Maze waren als die sieben- und 12-
monatigen (Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur:
Alter: WT: p < 0,0001 3m versus 7m; p = 0,0144 3m versus 12m; Tg4-42: p = 0,0052 3m
versus 7m; p < 0,0001 3m versus 12m).
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Abbildung 18: Tg4-42-Miuse zeigten ein reduziertes Angstempfinden im EPM. Die Tg4-42-
Miuse hielten sich mit drei und 12 Monaten signifikant linger in den offenen Armen auf als die
WT (A). Die 12-monatigen transgenen Tiere legten dabei eine signifikant geringere Distanz zuriick
(B). Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur. n = 10-14.
*p < 0,01. Daten dargestellt als Mittelwert + S.E.M. m = Monate

Auch im Open Field wurden die Angst vor exponierten Flichen wund das
Explorationsverhalten, aber auch die Lokomotorik der Maiuse getestet. In diesem
Experiment zeigte sich kein reduziertes Angstverhalten der Tg4-42-Miuse. Vielmehr
konnte festgestellt werden, dass sich die WT insgesamt linger im exponierten Bereich
aufhielten (Abbildung 19A: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt
der Genotypen: p = 0,0178). Dieser Effekt konnte bei direktem Vergleich zwischen den WT
und transgenen Tieren eines Alters jedoch nicht ermittelt werden (Abbildung 19A:
Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen:
3m p = 0,0514; 7m p > 0,9999; 12m p = 0,3195).

Mit steigendem Alter wurden insgesamt keine Unterschiede beziiglich der Aufenthaltsdauer
im  Zentrum festgestellt (Abbildung 19A: Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiedertholungen: Haupteffekt des Alters: p = 0,1442). Dabei liel sich weder ein
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Unterschied zwischen den WT, noch zwischen den Tg4-42-Miusen unterschiedlichen
Alters beobachten (Abbildung 19: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit
Bonferroni-Korrektur: A/err WT und Tg4-42: p > 0,05).

Die im Experiment zurtickgelegte Distanz diente als Kontrolle der Ergebnisse. Dabei kam
es zu keinen signifikanten Differenzen zwischen den Genotypen mit drei und sieben
Monaten, die 12-monatigen Tg4-42-Miuse legten jedoch eine kirzere Strecke zuriick als
die WT dieses Alters (Abbildung 19B: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen
mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: 3m und 7m p > 0,9999; 12m p < 0,0001). Die
dreimonatigen transgenen Miuse liefen eine weitere Strecke als mit sieben und 12 Monaten
(Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: A/zer: Tg4-
42: p = 0,0118 3m versus 7m; p < 0,0001 3m versus 12m). Bei den WT unterschied sich
zwar die zurtckgelegte Distanz, allerdings nicht mit dem steigenden Alter einhergehend
(Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: A/er: WT:

p = 0,0061 3m versus 7m; p = 0,0041 12m versus 7m).

Insgesamt lie sich weitestgehend eine Reduktion des Angstempfindens des Tg4-42-
Mausmodelles im Elevated Plus Maze feststellen. Dies konnte aber nicht tber alle
getesteten Altersgruppen hinweg beobachtet werden. Im Open Field entsprach das
Verhalten der transgenen Tiere wiederum weitestgehend dem der WT. Bei beiden
Experimenten legten die 12-monatigen Tg4-42-Miuse eine signifikant geringere Distanz

zuriick als die gleichaltrigen WT und waren somit weniger aktiv.
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Abbildung 19: Im OF fielen keine Verinderungen im Angstverhalten der Tg4-42-Miuse
auf. Bei Betrachtung der Genotypen innerhalb eines Alters zeigte sich kein signifikanter
Unterschied beziiglich des Aufenthaltsortes (A). Die 12-monatigen Tg4-42-Mduse legten dabei eine
kiirzere Strecke zurlick als die gleichaltrigen WT (B). Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur. n = 10-14. **p < 0,001. Daten dargestellt als
Mittelwert £ S.E.M. m = Monate

3.4.2 Motorische Defizite bei 12-monatigen Tg4-42-Miusen im Balance Beam

Im Balance Beam wurden die Motorik und Balance getestet. Wihrend sich mit drei und

sieben Monaten noch kein Unterschied zwischen den Tg4-42-Miusen und den WT zeigte,



Ergebnisse 48

hatten die 12-monatigen transgenen Tiere jedoch deutliche Schwierigkeiten bei der
Erfillung der Aufgabe (Abbildung 20: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen
mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: 12m p < 0,0001). Die 12-monatigen Tg4-42-Miuse
unterschieden sich in ihren motorischen Defiziten somit nicht nur von den drei-, sondern
ebenfalls von den siebenmonatigen Tieren (Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Alfer: p < 0,0001 3m versus 12m und 7m
versus 12m). Die WT zeigten wiederum in allen getesteten Altersgruppen eine dhnliche
motorische Leistung (Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-
Korrektur: Alter: p > 0,9999;). Insgesamt unterschied sich die Balance und Motorik der
Tg4-42-Miuse im Balance Beam erst mit einem Alter von 12 Monaten signifikant von der
Leistung der WT.
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Abbildung 20: Erste motorische Defizite mit 12 Monaten im BB. Die drei- und
siebenmonatigen Tg4-42-Miuse zeigten noch keine motorischen Defizite im BB. Erst mit 12
Monaten war bei den transgenen Tieren eine signifikant schlechtere Leistung zu beobachten.
Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur. n = 10-14.
*#¥p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert & S.E.M. m = Monate

3.4.3 Intaktes Arbeitsgedichtnis der Tg4-42-Miuse auch mit 12 Monaten

Im Cross Maze wurde das Arbeitsgedichtnis der Mduse getestet. Dafiir wurden anhand der
individuellen Anzahl der Armerkundungen, die moglichen erfolgreichen Armwechsel
berechnet und so die Armwechselrate erfasst. Im Vergleich der Tg4-42-Miuse mit den WT,
zeigten sich keine Unterschiede in der Erkundung des Cross Maze und somit auch nicht im
dazu bendtigten Arbeitsgedichtnis (Abbildung 21A: Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen: Haupteffekt der Genotypen: p = 0,7904). Ebenso konnte weder bei den
WT, noch bei den transgenen Tieren eine Verinderung der Armwechselrate mit
steigendem Alter beobachtet werden (Abbildung 21A: Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen: Haupteffekt des Alters: p = 0,0651).

In der zuriickgelegten Distanz zeigte sich eine altersabhingige Abnahme bei den Tg4-42-
Miusen (Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur:

Alter: p = 0,0021 3m versus 7m; p < 0,0001 3m versus 12m). Bei den WT unterschieden
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sich die zuriickgelegten Distanzen nicht zwischen den Altersgruppen (Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Alker: p > 0,05).
Daraus ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen den beiden Genotypen im Alter
von sieben und 12 Monaten (Abbildung 21B: Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: Tm p < 0,05; 12m p < 0,001).

Trotz abnehmender Aktivitit der transgenen Mause mit steigendem Alter ergaben sich im

Cross Maze insgesamt keine Defizite des Tg4-42-Mausmodells im Arbeitsgedachtnis.
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Abbildung 21: Keine Defizite des Arbeitsgedichtnisses im Cross Maze. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Armwechselrate beobachtet werden (A). Die WT legten mit
sieben und 12 Monaten eine grofere Distanz zurick als die Tg4-42-Miduse (B). Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur. n = 8-14. *p < 0,05;
*¥p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = S.E.M. m = Monate

3.5 Der Einfluss der AB,.-Expression auf das rdumliche

Bezugsgedichtnis im Tg4-42-Mausmodell

3.5.1 Keine allgemeinen Einschrinkungen in Motorik oder Sehvermégen

wihrend des cued trainings

Im dreitdgigen cued training wurde getestet, ob die Miuse fahig waren, das Morris Water
Maze zu absolvieren. Dabei fiihrten Defizite in Motorik oder im Sehvermdgen zum
Ausschluss von dem Experiment. Eine 12-monatige Tg4-42-Maus war nicht in der Lage zu

schwimmen und musste zu Beginn des cued trainings aus der Gruppe entfernt werden.

Alle getesteten Altersgruppen und Genotypen konnten ihre mittleren Fluchtzeiten tber die
drei  Tage reduzieren (Abbildung 22A-C: Zweifache Varianzanalyse  mit
Messwiederholungen: Haupteffekt der Tage: 3m, 7m und 12m p < 0.0001). Diese Reduktion
wurde nicht durch die Schwimmgeschwindigkeit beeinflusst, da diese tiber die Zeit kontant
blieb (Abbildung 22A-C: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt
der Tage: 3m p = 0,1819; Tm p = 0,4729; 12m p = 0,1164).



Ergebnisse 50

An den ersten zwei Tagen gab es noch einen signifikanten Unterschied beziglich der
Genotypen im Alter von 12 Monaten, dieser war jedoch am dritten Tag nicht mehr
erkennbar (Abbildung 22C: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit
Bonferroni-Korrektur: Genotyp: Tag 1 p < 0,0149; Tag 2 p < 0,0021; Tag 3 p = 0,0542). Die
siebenmonatigen Tg4-42-Miuse benotigten am letzten Tag des cued trainings deutlich mehr
Zeit, die Plattform zu finden als die WT (Abbildung 22B: Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Genotyp: p < 0,0149), dennoch gab es
lediglich im Alter von 12 Monaten einen Haupteffekt beztglich der beiden Genotypen zu
verzeichnen (Abbildung 22C: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen:
Haupteffekt der Genotypen: 3m p = 0,3023; 7Tm p = 0,0722; 12Zm p < 0,0001). Die
Schwimmgeschwindigkeiten zwischen den Tg4-42-Miusen und WT unterschieden sich
nicht (Abbildung 22A-C: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt
der Genotypen: 3m p = 0,0523; 7m p = 0,0974; 12m p = 0,0941). Alle Miuse, die das cxed
training durchliefen, konnten eine Verbesserung zeigen, was fiir ein intaktes Sehvermdgen

und ausreichende motorische Fihigkeiten spricht.



Ergebnisse 51

o
50+ = 0.31
A _ E o Tg4-42
) = .
%’ 40 % Wildtypen
N 5 0.2 — 3 3
S 301 £
3m 2 2
[} 20+ 8 0.1
a— i (]
s k)
0 r : r £ 00 . ; '
0 1 2 3 = 9 1 2 3
Tag Tag
B 501 g 0.3
_ E - Tg4-42
0 - &
= 404 g - Wildtypen
[ =]
% 30- - o2 o . 3
2 S
7m ' 20 S
5 2 0.1
£ 104 =4
= 3
0 T T T £ 0.0 ; T T
0 1 2 3 = 9 1 2 3
Tag Tag
o
B dokk + 0.3
78 & E - Tgd-42
2 10 sk g Wildtypen
5 =3
N = 0.24
% 30+ E 0—0\.
12m 3 E
[T
204 %)
o 2 0.1
£ 10 =
= 7 [
-l kS
0 r . . £ 0.0 . : T
0 1 2 3 = 9 1 2 3
Tag Tag

Abbildung 22: Alle Gruppen erreichten eine Abnahme der mittleren Fluchtzeit im cued
training. Bei allen Altersgruppen beider Genotypen lie3 sich eine Abnahme der mittleren
Fluchtzeiten bei gleichbleibender Schwimmgeschwindigkeit ermitteln (A-C). Trotzdem benétigten
die 12-monatigen Tg4-42-Miuse insgesamt deutlich mehr Zeit, um die Plattform zu finden als die
gleichaltrigen WT (C). Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-
Korrektur. n = 9-14. Varianzanalyse: ##p < 0,001; Bonferroni: *p < 0,05; **p < 0,01;
*#¥p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = S.E.M. m = Monate

3.5.2 Verlingerte Fluchtzeiten und eine reduzierte Zielquadrantenpriferenz bei

sieben- und 12-monatigen Tg4-42-Miusen

Mit dem funftigigen acquisition training wurde das raumliche Bezugsgedichtnis getestet.
Wihrend im Alter von drei Monaten noch kein Unterschied der Fluchtzeiten zwischen den
Genotypen erkennbar war, bendtigten die sieben- und 12-monatigen Tg4-42-Miuse
deutlich mehr Zeit, um die Plattform zu erreichen (Abbildung 23A-C: Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt der Genotypen: 3m p = 0,0535; 7m
p < 0,0001; 12m p = 0,0003). Dies zeigte sich ebenfalls beim Vergleich der einzelnen Tage
(Abbildung 23B-C: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-
Korrektur: Genotypen: Tm: Tag 1 p < 0,05; Tag 2, Tag 4 und Tag 5 p < 0,01; 12m: Tag 3 und
Tag 5 p < 0,05 Tag 4 p < 0,01). Trotz dieser Unterschiede konnte bei den
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siebenmonatigen Tg4-42-Midusen, sowie bei den dreimonatigen und allen WT-Gruppen ein
Lernfortschritt im Sinne einer abnehmenden Fluchtzeit festgestellt werden (Abbildung
23A-B: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt der Tage: 3m
p < 0,0001; 7m p < 0,0001). Diese Verbesserung zeigte sich allerdings nicht bei den 12-
monatigen  Tg4-42-Midusen  (Abbildung 23C: Zweifache Varianzanalyse  mit
Messwiederholungen: Haupteffekt der Tage: p = 0,0551; mit Bonferroni-Korrektur: Tag 7
versus Tag 4: 12m WT p < 0,05; 12m Tg4-42 p > 0,9999).

Der probe trial gibt Aufschluss tber das raumliche Bezugs- und Langzeitgedichtnis der
Miuse und fand 24 Stunden nach dem acguisition training statt. Anhand der priferierten
Quadranten in den ersten 30 Sekunden kénnen Aussagen tiber das Lernverhalten gemacht
werden. Alle WT bevorzugten deutlich den Zielquadranten bei ihrer Suche nach der
Plattform (Abbildung 24A-C: Einfache Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur:
Quadrantenpraferenz: 3m p < 0,0001 ZQ versus alle anderen, p < 0,05 RQ versus LQ; 7m
p < 0,0001 versus alle anderen; 12m p < 0,05 ZQ versus LQ, p < 0,01 ZQ versus GQ,
p < 0,0001 ZQ versus RQ). Bei den drei- und siecbenmonatigen Tg4-42-Miusen war dieses
Suchverhalten dhnlich, wobei die siebenmonatigen Tiere diese Zielquadrantenpriferenz
jedoch lediglich gegentiber dem rechten Quadranten zeigten (Abbildung 24A-B: Einfache
Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur: Quadrantenpréferenz: 3m p < 0,0001 ZQ versus
alle anderen; 7m p < 0,05 ZQ versus RQ). Im Alter von 12 Monaten war keine Priferenz
des Zielquadranten erkennbar, mehr noch bevorzugten die Tg4-42-Miuse sogar cher
andere Bereiche des Beckens (Abbildung 24C: Einfache Varianzanalyse mit Bonferroni-
Korrektur: Quadrantenpriferenz: p < 0,05 GQ versus ZQ und GQ versus RQ).

Zur Kontrolle der Ergebnisse diente sowohl im acguisition training, als auch im probe trial die
Schwimmgeschwindigkeit der Méuse. Im acguisition training waren tber die Tage hinweg
zwar leichte Schwankungen zu verzeichnen, der Vergleich der Genotypen einer
Altersgruppe ergab aber keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 23A-C: Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt der Tage: 3m p = 0,0112; 7m
p = 0,0016; 12m p = 0,0068; Haupteffekt der Genotypen: 3m p = 0,0861; 7m p = 0,1365; 12m
p = 0,3942). Ebenso gab es auch im probe trial keinen Unterschied der Geschwindigkeiten
zwischen den Tg4-42-Miusen und den gleichaltrigen WT (Abbildung 24A-C: Ungepaarter
t-Test: 3m p = 0,2144; 7m p = 0,4186; 12m p = 0,2632).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die Tg4-42-Miuse im acquisition training und
probe trial signifikante altersabhingige Defizite im rdumlichen Bezugsgedichtnis zeigten.
Dabei waren mit sieben Monaten die ersten kognitiven Auffilligkeiten zu beobachten,
welche nochmals mit 12 Monaten zunahmen. Mittels der Fluchtzeiten und der
Quadrantenpriferenz lie3 sich allerdings kein Unterschied zwischen dreimonatigen Tg4-42-

Miusen und den dazugehorigen WT ermitteln.
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Abbildung 23: Verlingerte Fluchtzeiten mit sieben und 12 Monaten im AT. Wihrend sich die
dreimonatigen Tg4-42-Miuse in den Fluchtzeiten noch nicht von den WT unterschieden (A),
brauchten die sieben- und 12-monatigen deutlich linger, um die Plattform zu erreichen (B-C). Mit
sicben Monaten kam es noch zu einer Verbesserung tiber die Tage (B), was sich bei den 12-
monatigen Tg4-42 nicht mehr zeigte (C). Die Schwimmgeschwindigkeit unterschied sich nicht
zwischen den Genotypen (A-C). Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit
Bonferroni-Korrektur. n = 9-14. Varianzanalyse: ###p < 0,001; Bonferroni: *p < 0,05; **p < 0,01;
*#¥p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = S.E.M. m = Monate
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Abbildung 24: Abnahme der Zielquadrantenpriferenz ab sieben Monaten im PT. Im Alter
von drei Monaten fielen keine Unterschiede zwischen den Tg4-42-Miusen und den WT beziiglich
der Quadrantenpriferenz auf (A). Bei beiden siebenmonatigen Genotypen liel3 sich eine Priferenz
fiir den Zielquadranten beobachten (B). Im Alter von 12 Monaten zeigten die Tg4-42-Miuse keine
Priferenz fiir den Zielquadranten mehr (C). Die als Kontrolle dienende Schwimmgeschwindigkeit
unterschied  sich  nicht (A-C). Quadrantenpriferenz:  Einfache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur. Schwimmgeschwindigkeit: Ungepaarter t-Test.
n = 9-14. *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = S E.M. ZQ =
Zielquadrant, LQ = Linker Quadrant, RQ = Rechter Quadrant, GQ = Gegeniibetliegender

Quadrant, m = Monate

3.5.3 Tg4-42-Miuse zeigten schon mit drei Monaten vermehrt Hippokampus-

unabhingige Suchstrategien

Bei der Analyse der Suchstrategien wurde zwischen acht verschiedenen Suchstrategien
unterschieden. Dadurch konnten bereits frithe kognitive Defizite im Tg4-42-Mausmodell
erkannt werden, die bei der Betrachtung der Fluchtzeiten oder Quadrantenpriferenzen

nicht feststellbar waren.

Im Alter von drei Monaten war am ersten Tag des acquisition trainings noch kein

signifikanter Unterschied zwischen den WT und den Tg4-42-Miusen erkennbar, wobei bei



Ergebnisse 55

beiden die raumlich unspezifischen Strategien tberwogen (Tabelle 11: WT: 54%; Tg4-42:
06%; Abbildung 25A: Chi-Quadrat-Test: Genotypen: p = 0,4823). An den folgenden Tagen
lieB sich zwar fiir beide Genotypen eine Verbesserung beobachten (Tabelle 11: WT: 60%
Tag 2, 71% Tag 3, 85% Tag 4; Tg4-42: 39% Tag 2, 61% Tag 3, 50% Tag 4), allerdings
wechselten die Tg4-42-Mduse insgesamt deutlich langsamer zu Hippokampus-abhingigen,
spezifischeren Suchmustern als die WT (Abbildung 25A: Chi-Quadrat-Test: Genotypen:
p < 0,05 Tag 2-3; p < 0,01 Tag 4). Am letzten Tag zeigten beide Genotypen dann dhnliche
Suchstrategien (Abbildung 25A: Chi-Quadrat-Test: Genotypen: p = 0,2286). Dieser
verlangsamte Wechsel zu spezifischen Suchstrategien spiegelt sich auch bei der
Gesamtbetrachtung des acquisition trainings wider. Dabei war der Anteil der Hippokampus-
unabhingigen Suchstrategien bei den dreimonatigen Tg4-42-Miusen signifikant héher als
bei den gleichaltrigen WT  (Abbildung 27: Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: p = 0,0011).

Auf  Grundlage ihrer Relevanz fur das Hippokampus-abhingige rdumliche
Bezugsgedichtnis wurden die einzelnen Strategien mit einem Punktesystem bewertet.
Dabei zeigte eine hohere Punktzahl ein hoheres kognitives Niveau an. In der
dreimonatigen Gruppe erreichten die Tg4-42-Miduse, im Vergleich zu den WT, eine
signifikant niedrigere Punktzahl im acquisition training (Abbildung 206A: Zweifache
Varianzanalyse: Haupteffekt der Genotypen: p < 0,05). Am vierten Tag war der Unterschied
beziiglich der erreichten Punktzahl am deutlichsten (Abbildung 26A: Zweifache

Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: p < 0,05).

Im probe trial, bei dem insbesondere das Langzeitgedichtnis getestet wird, bildete das
gufdllige Schwimmen bei den dreimonatigen Tg4-42-Mausen noch einen Anteil von 28% aller
gezeigten Strategien, wihrend die WT ausschlieBlich rdumlich spezifische Suchstrategien
zeigten (Abbildung 25A). Trotz dieser Beobachtung unterschied sich die errechnete
kognitive Punktzahl jedoch nicht (Abbildung 26A: Ungepaarter t-Test: Genotypen:
p = 0,0732).

Im Alter von sieben Monaten wurden die Defizite der Tg4-42-Mauslinie im rdumlichen
Bezugsgedichtnis noch deutlicher. Zu Beginn des _Acgusition Trainings zeigten beide
Genotypen einen dhnlich hohen Anteil an Hippokampus-unabhingigen Suchstrategien
(Tabelle 11: WT: 60%; Tg4-42: 82%; Abbildung 25B: Chi-Quadrat-Test: Genotypen:
p = 0,1350). Wihrend die Analyse fiir die Tg4-42-Miuse am zweiten (89%), dritten (77%)
und vierten Tag (68%) mehrheitlich raumlich unspezifische Suchmuster ergab, stieg der
Anteil der raumlich spezifischen Strategien bei den WT deutlich an (Tabelle 11: WT: 62%
Tag 2, 75% Tag 3, 88% Tag 4; Abbildung 25B: Chi-Quadrat-Test: Genotypen: p < 0,001 Tag
2-4). Im Gegensatz zu der dreimonatigen Gruppe, erreichten die siebenmonatigen
transgenen Mause am finften Tag jedoch nicht die kognitive Leistung der gleichaltrigen
WT (Abbildung 25B: Chi-Quadrat-Test: Genotypen: p < 0,001). Damit einhergehend wurden

bei den Tg4-42-Mausen insgesamt auch mehr raumlich unspezifische Suchstrategien tiber
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alle Tage des acquisition trainings ermittelt (Abbildung 27: Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: p < 0,0001). Auch die erreichte
kognitive Punktzahl der siebenmonatigen transgenen Tiere war signifikant niedriger als bei
den WT (Abbildung 26B: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffeket
der Genotypen: p < 0,0001; mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: p < 0,0001 Tag 2-5).

Passend zu den Ergebnissen des acguisition trainings war auch die kognitive Leistung der
siebenmonatiten Tiere im probe tria/ deutlich eingeschrinkt. Wihrend die rdumlich
unspezifischen Strategien insgesamt einen Anteil von 45% (36 % zufalliges Schwinmmen, 9%
Scannen) bei den Tg4-42-Miusen ausmachten, waren es bei den WT lediglich 15%
(Abbildung 25B). Anders als bei den dreimonatigen Madusen, erreichten die
siebenmonatigen Tg4-42-Miuse somit auch eine signifikant niedrigere kognitive Punktzahl

im probe trial (Abbildung 26B: Ungepaarter t-Test: Genotypen: p < 0,05).

Mit 12 Monaten zeigten die Tg4-42-Mduse an jedem einzelnen Tag des acquisition trainings
deutlich mehr Hippokampus-unabhingige Strategien als die WT (Abbildung 25C: Chi-
Quadrat-Test: Genotypen: p = 0,0472 Tag 1, p = 0,0028 Tag 2, p = 0,0047 Tag 3, p < 0,001
Tag 4, p = 0,0072 Tag 5). Der Anteil, den das zufillige Schwimmen ausmachte, betrug bei den
transgenen Miusen 92% an Tag 1, 83% an Tag 2 und 3 und 80% an Tag 4 (Tabelle 11).
Am letzten Tag des acquisition trainings konnte fir die WT 77% ridumlich spezifische
Suchstrategien erfasst werden, wihrend die Tg4-42-Miuse nur 31% davon zeigten.
Dementsprechend erreichten die Mause der Tg4-42-Linie, im Vergleich zu den WT,
signifikant niedrigere kognitive Punktzahlen an jedem einzelnen Tag des acquisition trainings
(Abbildung 26C: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt der
Genotypen: p < 0,0001; Mit Bonferroni-Korrektur: Genotypen: p < 0,05 Tag 1, p < 0,01 Tag 2,
p < 0,0001 Tag 3-4, p < 0,001 Tag 5). Daraus ergab sich auch ein signifikant erhohter
Anteil der Hippokampus-unabhingigen Suchstrategien bei der Gesamtbetrachtung des
acquisition trainings (Abbildung 27: Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit

Bonferroni-Korrektur: Genotypen: p < 0,0001).

Ebenso zeigten die 12-monatigen Tg4-42-Miuse im probe trial hauptsichlich unspezifische
Suchstrategien (Abbildung 25C: 78%). Bei den 12-monatigen WT wurden hingegen zu
etwa dem gleichen Anteil radumlich spezifische Suchmuster ermittelt (Abbildung 25C: 83%0).
Aullerdem war auch das kognitive Niveau, gemessen mit dem Punktesystem, wesentlich
geringer bei den transgenen Miusen als bei den dazugehérigen WT (Abbildung 26C:
Ungepaarter t-Test: Genotypen: p = 0,001).

Insgesamt unterschied sich die errechnete kognitive Punktzahl zwischen den verschiedenen
Altersgruppen der WT weder im acqguisition training noch im probe trial (AT: Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt des Alters: p = 0,4600; PT: Einfache
Varianzanalyse: Haupteffekt des Alters: p = 0,3952). Die Tg4-42-Mauslinie zeigte jedoch eine
signifikante Abnahme der erreichten Punktzahlen mit steigendem Alter und damit

einhergehend auch zunehmende Defizite im rdumlichen Bezugsgedichtnis (AT: Zweifache
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Varianzanalyse mit Messwiederholungen: Haupteffekt des Alters: p < 0,001; PT: Einfache
Varianzanalyse: Haupteffekt des Alters: p < 0,05).

Insgesamt konnten erste Defizite anhand der Suchstrategie-Analyse bereits mit drei
Monaten festgestellt werden. Wihrend die dreimonatigen Tg4-42-Miduse zwar verzégert zu
Hippokampus-abhingigen Suchstrategien wechselten, sich jedoch am Ende des acquisition
trainings nicht mehr von den WT unterschieden, zeigten die sieben- und 12-monatigen iiber
alle Tage hauptsichlich riumlich unspezifische Strategien. Uber das gesamte acguisition
training betrachtet konnten Defizite des rdumlichen Bezugsgedichtnisses somit bei allen

homozygoten Tieren der Tg4-42-Mauslinie ermittelt werden.

Tabelle 11: Prozentangaben der Suchstrategien im acquisition training

Tag1 ‘ Tag 2 ‘ Tag 3 ‘ Tag 4 ‘ Tag5

3 Monate wWT T4g24 T WT Tf; T WT T4g24 T WT Tf; T WT T4gz4 -
Direkter Pfad 417 1,78 833 1,79 1042 357 833 10,71 4,17 10,71
Gerichtete Suche 417 1,78 210 536 1250 7,14 18,75 893 6,25 10,71
Schwerpunktsuche 0,00 0,00 000 000 625 893 6,25 3,57 1250 3,57
Indirekt gerichtet 375 3036 50,00 3214 41,67 41,07 52,08 26,79 54,17 41,07
Kreisen 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00 0,00 000 0,00
Scannen 210 0,00 000 000 417 000 208 1,79 208 1,79
Zufilliges Schwimmen 5210 66,07 39,58 60,71 2500 3929 1250 4821 20,83 32,14
Thigmotaxis 0,00 0,00 000 000 000 000 000 0,00 000 0,00
7 Monate

Direkter Pfad 192 227 1346 000 1154 0,00 7,69 0,00 1731 0,00
Gerichtete Suche 192 227 000 227 000 227 385 227 962 9,09
Schwerpunktsuche 3,85 0,00 577 0,00 2308 0,00 1538 0,00 19,23 0,00
Indirekt gerichtet 32,69 13,64 4231 9,09 4038 2045 61,54 2955 4038 2727
Kreisen 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
Scannen 0,00 0,00 0,00 6,82 38 0,00 0,00 455 0,00 455
Zufilliges Schwimmen 59,62 81,82 3846 81,82 21,15 7500 1154 063,64 1346 59,09
Thigmotaxis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 227 000 0,00 0,00 0,00
12 Monate

Direkter Pfad 2,08 0,00 208 0,00 833 000 625 0,00 625 0,00
Gerichtete Suche 2,08 0,00 6,25 0,00 208 0,00 833 0,00 1042 0,00
Schwerpunktsuche 0,00 0,00 417 0,00 6,25 0,00 16,67 0,00 12,50 0,00
Indirekt gerichtet 3125 8,33 3333 11,11 3542 11,11 41,67 1429 3542 30,56
Kreisen 2,08 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00 0,00
Scannen 0,00 0,00 208 556 625 278 0,00 286 417 278

Zufilliges Schwimmen 62,50 91,67 52,08 83,33 41,67 83,33 27,08 80,00 3125 61,11
Thigmotaxis 0,00 0,00 0,00 0,00 000 278 0,00 286 0,00 5,56
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Abbildung 25: Defizite im rdumlichen Bezugsgedichtnis anhand der Suchstrategien schon
bei dreimonatigen Tg4-42-Miusen erkennbar. Die dreimonatigen Tg4-42-Miuse wechselten im
AT spiter zu rdumlich spezifischen Suchstrategien als die WT. Am fiinften Tag entsprach die Wahl
der Strategien dann weitestgehend der der WT. Im PT zeigten die transgenen Tiere zu 28% das
zufallige Schwimmen (A). Zu Beginn des AT nutzten die siebenmonatigen Tg4-42-Miuse noch
dhnliche Strategien wie die WT. Ab dem zweiten Tag waren diese bei den transgenen Miusen
jedoch weniger rdumlich spezifisch. Im PT zeigten die Tg4-42-Miduse hdufiger das gufillige
Schwimmen als die WT (B). Die Strategie-Analyse der 12-monatigen transgenen Tiere ergab
tberwiegend Hippokampus-unabhingige Suchstrategien, womit sie sich an jedem Tag signifikant
von den WT unterschieden. Im PT entsprach der Anteil der rdumlich unspezifischen
Suchstrategien der Tg4-42-Miuse nahezu dem Anteil der riumlich spezifischen Strategien der WT.
Die Daten reprisentieren die Anteile der verschiedenen Suchstrategien fiir jeden Durchlauf tber
finf Tage des AT und den PT. n = 9-14. m = Monate
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Abbildung 26: Tg4-42-Miuse erreichten in jedem getesteten Alter eine signifikant
niedrigere Punktzahl als die WT. Wihrend des AT erreichten die dreimonatigen Tg4-42-Mduse
eine signifikant niedrigere Punktzahl als die gleichaltrigen WT. An Tag 5 entsprachen die erreichten
Punkte der transgenen Tiere dieses Alters in etwa denen der WT, was sich im PT ebenfalls
beobachten lie3 (A). Mit sicben und 12 Monaten steigerte sich nochmals die Signifikanz zwischen
den Genotypen im AT, was sich auch so in den Ergebnissen des PT widerspiegelte (B-C). AT:
Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur. PT: Ungepaarter t-
Test. n = 9-14. Varianzanalyse: #p < 0,01; ##p < 0,001; Bonferroni: *p < 0,05; **p < 0,01;
*#¥p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = S.E.M. m = Monate
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Abbildung 27: Alle Tg4-42-Miuse zeigten signifikant hiufiger rdumlich unspezifische

Suchstrategien. Alle getesteten Altersgruppen der Tg4-42-Mauslinie zeigten signifikant mehr

Hippokampus-unabhingige Suchstrategien im gesamten AT als die altersentsprechenden WT.

Dabeti lieB3 sich aulerdem eine Zunahme der Signifikanz im héheren Alter beobachten. Zweifache

Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur. n = 9-14. Varianzanalyse:

###p < 0,001; Bonferroni: *p < 0,05; ***p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = S.E.M. m =

Monate
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4 Diskussion

4.1  ABss-Expression fithrt zu altersabhingigem Nervenzellverlust in
CAl im Tg4-42-Mausmodell

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine weit verbreitete Erkrankung, die auf Grund von
steigenden Zahlen immer mehr an Relevanz zunimmt (Gauthier et al. 2022). Dabei handelt
es sich um einen neurodegenerativen Prozess, der in den Untergang von Nervenzellen und
kognitiven Verfall miindet. Es gibt verschiedene Hypothesen zur Entstehung dieser
Demenzform (Claassen und Jansen 2006; Swerdlow und Khan 2009; Arnsten et al. 2021).
So publizierten 1991 auch Hardy und Allsop ihre Idee, wobei die vermehrte Produktion
oder ein reduzierter Abbau von Auys zu Ablagerungen fithren sollte, die der weiteren
Alzheimer-Pathologie vorausgingen. Die Ausbreitung dieser sogenannten AB-Plaques tber
die einzelnen Hirnstrukturen hinweg passt jedoch nicht zu den Alzheimer-typischen
kognitiven Defiziten oder der Hirnatrophie (Arriagada et al. 1992; Thal et al. 2002; Marino
et al. 2019). Vielmehr scheinen 16sliche AB-Oligomere von gréB3erer Bedeutung fiir diese
Erkrankung zu sein. Diese korrelieren nicht nur besser mit dem Krankheitsverlauf, sondern
unterscheiden sich auch wesentlich in ihrer Toxizitit von den AB-Plaques (Kayed et al.
2003; Butterfield et al. 2007; Shankar et al. 2008; Holtzman et al. 2011). Aus diesen
Grinden kam es 2002 zur Anpassung dieser sogenannten Amyloid-Kaskaden-Hypothese,
bei der nun das 16sliche AR im Fokus der Pathogenese steht (Hardy und Selkoe 2002).

Ein besonders hohes toxisches Potential in der Gruppe des l6slichen AR weisen N-
trunkierte Varianten auf (Pike et al. 1995; Bouter et al. 2013; Bayer und Wirths 2014).
ABa4, welches an vierter Stelle mit der Aminosaure Phenylalanin beginnt, ist nicht nur eine
der Hauptspezies in Gehirnen von Alzheimer-Patient*innen, sondern zeichnet sich auch
durch eine besonders hohe Toxizitit und ein gesteigertes Oligomerisationsbestreben aus
(Portelius et al. 2010; Bouter et al. 2013). Im Tg4-42-Mausmodell kommt es zur
ausschlieBlichen Expression dieses AB-Typs. Dadurch bietet es beste Voraussetzungen zur
selektiven Erfassung der Auswirkungen von Afss auf die Kognition und den

Nervenzellverlust 7z vivo (Portelius et al. 2010; Bouter et al. 2013).

Der entorhinale Kortex und der Hippokampus sind beim Menschen besonders frih vom
Substanzverlust auf Grund der Alzheimer-Pathologie betroffen (Price et al. 2001; Li et al.
2011). Dies konnte zum Beispiel auch bei APPrs/PSTwiss-doppelmutierten Miusen
beobachtet werden (Schmitz et al. 2004). In anderen Mausmodellen, wie der 5XFAD-Linie,
kommt es zwar auch zur Bildung von AB-Plaques im Hippokampus, dennoch gibt es

keinen signifikanten Nervenzellverlust in dieser Hirnregion. Stattdessen reduziert sich die
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Zellzahl bei 5XFAD-Miusen eher im Subiculum und Layer 5 des Kortex (Oakley et al.
20006; Jawhar et al. 2012).

Im Gegensatz zu diesen beiden FAD-Tiermodellen handelt es sich bei den Tg4-42-Miusen
um ein Modell der sporadischen Form (Bouter et al. 2013). Aber auch in dieser Linie
kommt es zu hippokampaler AB-Expression und damit einhergehendem Zelluntergang.
Wie in der immunhistochemischen DAB-Firbung zu erkennen, ist davon besonders die
CA1-Region betroffen. Aus diesem Grund, und da diese Hirnregion eine wichtige Struktur
des im Morris Water Maze getesteten Langzeit- und rdumlichen Bezugsgedichtnisses
bildet, wurde auch bei der Tg4-42-Mauslinie der Nervenzellverlust in CA1 mittels Design-
basierter Stereologie ermittelt (Eichenbaum et al. 1990; Meléndez et al. 2020).

Fiar das Tg4-42-Mausmodell konnte in vorherigen Arbeiten ein signifikanter
Nervenzellverlust in CA1 ab einem Alter von funf Monaten festgestellt werden (Antonios
et al. 2015). Somit kommt es im Alter von drei Monaten noch zu keiner zihlbaren
Zellreduktion in dieser Region (Bouter et al. 2013; Antonios et al. 2015). Vor diesem
Hintergrund ergibt sich aus der hier durchgefithrten stereologischen Analyse von CA1 der
homozygoten Tg4-42-Miuse eine Abnahme der Nervenzellzahl um ca. 45% mit sieben
Monaten. Mit zunehmendem Alter kommt es zu keiner weiteren Abnahme, sodass von
einer Plateaubildung ausgegangen werden kann. Diese Erkenntnis ldsst sich auch mit
vorherigen Ergebnissen vereinbaren. In der Studie von Antonios ef a/. (2015) lie3 sich
bereits eine solche Plateau-Bildung im Alter von acht Monaten erahnen. Auch Bouter ¢ al.
(2013) ermittelten eine sich reduzierende Abnahme der Zellzahl in CA1l, allerdings bei
hemizygoten Tg4-42-Miusen.

Trotz der Gemeinsamkeiten aktueller Ergebnisse und fritherer Studien gibt es allerdings
auch Unstimmigkeiten. Die vorherigen Erhebungen von Antonios e 4/ (2015) suggerieren
einen Nervenzellverlust in CA1 um 55% bei siebenmonatigen Tg4-42-Miusen. Die Re-
Analyse ergibt jedoch lediglich 45%. Zu diesen Abweichungen kénnen mehrere Faktoren
beigetragen haben. Einerseits unterscheiden sich die berticksichtigten Ebenen und die
Anzahl der gezihlten Hirnschnitte, was zu einer Variabilitit gefihrt haben koénnte.
Andererseits werden homozygot geziichtete Mausstimme zwischenzeitig mit WT verpaart,
um die Weitervererbung unerwiinschter Mutationen zu vermeiden (Stevens et al. 2007;
Dubé 2017; Kelmenson 2018). Dies konnte eine Reduktion der AB4.4-Expression bewirken
und somit auch ein Grund fir die Unterschiede darstellen. Ebenso konnte dadurch erklirt
werden, weshalb hemizygote Tg4-42-Miuse in einer friheren Studie mit 12 Monaten einen
dhnlichen Nervenzellverlust aufweisen wie die homozygoten Tiere dieser Arbeit (Bouter et
al. 2013). So oder so lasst sich dennoch schlussfolgern, dass die Expression von ABs4. eine
deutliche Abnahme der Neuronenanzahl in CA1 7z wvivo zur Folge hat. Dies untermauert

nochmals die Pathogenitit dieser AB-Spezies.

Auch die Leistung der Mduse im Morris Water Maze ldsst sich weitestgehend mit dem

ermittelten Nervenzellverlust vereinbaren. Die alteren Tg4-42-Miuse erbringen, passend
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zur Reduktion der Zellzahl in CAl, eine schlechtere kognitive Leistung in diesem
Verhaltensversuch als die dreimonatigen Tiere. Auch Broadbent ez a/ (2004) korrelierten
Lisionen des dorsalen Hippokampus mit Lernschwierigkeiten im Morris Water Maze und
zeigten, dass eine Reduktion des Volumens dieser Region um 30-50% bei Ratten zu ersten
Defiziten im rdumlichen Bezugsgedichtnis fihrt. Moser ef al. (1995) stellten wiederum
schon Auffilligkeiten ab einer Volumenabnahme von 20-40% fest. Dies untermauert

nochmals die Bedeutung des Hippokampus fur das riumliche Bezugsgedichtnis.

Unklar ist, weshalb es zu keiner weiteren Abnahme der Nervenzellzahl zwischen sieben-
und 12-monatigen Tg4-42-Miusen kommt. Ein Grund dafiir kénnte zum Beispiel eine
reduzierte ABss-Expression im héheren Alter sein. Dazu trigt einerseits die Reduktion der
Neurone bei, die auf Grund der Integration des Transgens in die Thyl-Promotor-
abhingige Gensequenz die hauptsidchlichen AB4p-exprimierenden Zellen sind (Lechan und
Segerson 1989; Bouter et al. 2013). Andererseits gibt es auch Hinweise auf eine
uneinheitliche Vulnerabilitit der Pyramidenzellen in CA1 (Ashton et al. 1989; Mehder et al.
2020). Dartber hinaus unterscheiden sich die Nervenzellen dieser Region auch in ihren
Funktionen und ihren Transkriptionseigenschaften (Soltesz und Losonczy 2018), was einen
Einfluss auf die ABs4-Konzentrationen haben kann. Zuletzt gibt es aullerdem
Beobachtungen, dass es im Alter zu einer Zunahme der Promotor-Methylierungen
kommen konnte, was dann die Herunterregulation von Transkriptionsprozessen zur Folge
hat (Kong et al. 2009).

Weshalb die Anzahl der Nervenzellen CA1 des Hippokampus jedoch ab einem Alter von
sicben Monaten nicht weiter abnimmt, ist somit in Zukunft zu kliren. Zusammenfassend
tithrt die Expression von AB4.4 im Tg4-42-Mausmodell dennoch zur erheblichen Abnahme
der Zellzahl in dieser Region. Diese Pathologie steht auch im Zusammenhang mit
Defiziten im riaumlichen Bezugsgedichtnis und zeigt das toxische Potential dieser N-

trunkierten Variante 7 vivo.

4.2 Tg4-42-Miuse zeigen keine testiibergreifenden Verinderungen

im Angstverhalten

Bei der Alzheimer-Demenz kommt es nicht nur zu pathologischen Verinderungen im
Hippokampus, sondern auch in der Amygdala (Vereecken et al. 1994) und im Nukleus
basalis Meynert (Vogels et al. 1990). Diese und weitere Strukturen spielen eine bedeutende
Rolle bei der Entstehung von Emotionen (Bannerman et al. 2003; Simi¢ et al. 2021). So ist
es nicht verwunderlich, dass Verinderungen im Affekt und im Angstempfinden ebenfalls

zu den Symptomen dieser Erkrankung gehéren (Azocar et al. 2021).

Bedingt durch die Alzheimer-typische Ausbreitung der Pathologie, beginnend im
entorhinalen Kortex, tiber das limbische System hinweg, bis in den Neokortex, kénnen

solche Symptome auch schon in frihen Stadien feststellbar sein (Braak und Braak 1991;
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Ma 2020). In einer 2018 durchgefithrten Metaanalyse konnte bei 21% der Proband*innen
mit MCI ein verdndertes Angstempfinden festgestellt werden (Chen et al. 2018). Dieser

Anteil verdoppelt sich nahezu noch einmal im Stadium der manifesten Alzheimer-Demenz
(Zhao et al. 2016).

Auch  das  Angstverhalten der Tg4-42-Mauslinie wurde mit Hilfe von
Verhaltensexperimenten —analysiert. Dafiir  wurden 2zwei verschiedene Angsttests
durchgefiihrt, das Elevated Plus Maze und das Open Field (Pellow et al. 1985; Carola et al.
2002; Sestakova et al. 2013). Entsprechend der bei Miusen natlrlicherweise
vorkommenden Angst vor exponierten Orten weisen diese Test-Aufbauten jeweils einen
solchen Bereich und ein sicheres Areal auf (Cryan und Holmes 2005). Die Beobachtungen
bei den WT bilden dabei den Maf3stab fur ein nattrliches Angstverhalten.

Das Elevated Plus Maze ist ein kreuzférmiges, angehobenes Labyrinth, das aus einem
Zentrum und jeweils zwei offenen und geschlossenen Armen besteht (Pellow et al. 1985;
Sestakova et al. 2013). Wihrend des Experiments wird erfasst, wie lange sich die Miuse in
den exponierten offenen Armen befinden. Dabei hielten sich die Tg4-42-Miuse insgesamt
signifikant linger im exponierten Bereich auf als die WT, was als reduziertes
Angstempfinden gedeutet werden kénnte (Carola et al. 2002; Sestakova et al. 2013). Bei der
Betrachtung der Bonferroni-Korrektur zeigt sich dieser Unterschied auch mit drei, jedoch
nicht mit sieben Monaten. Zwar gibt es auch andere Alzheimer-Mausmodelle, wie zum
Beispiel APPgysi-mutierte Tiere, die schon sehr frith ein reduziertes Angstverhalten im
Elevated Plus Maze zeigen, allerdings ist dies auch konstant mit dem steigendem Alter zu
beobachten (Harris et al. 2010). Hinzukommend ergaben einige vorherige Studien keine
signifikanten Auffilligkeiten der Tg4-42-Mause im Elevated Plus Maze in diesem Alter
(Bouter 2015; Lopez-Noguerola et al. 2018). Aus diesen Griinden sollte die Beobachtung

bei den dreimonatigen Tieren differenziert betrachtet werden.

Die 12-monatigen homozygoten Miuse wurden jedoch bisher noch nicht in ihrem
Verhalten geprift. In diesem Alter befanden sich die Tg4-42-Miuse deutlich linger in den
offenen Armen als die gleichaltrigen WT. Daraus lisst sich ableiten, dass die AB-
Expression tber mehrere Monate hinweg eine Reduktion des Angstempfindens im
Elevated Plus Maze zur Folge haben konnte. Diese Beobachtungen lassen sich auch mit
den Ergebnissen von ILopez-Noguerola e al. (2018) vereinbaren, wobei sich bei
sechsmonatigen Tg4-42-Miusen kein verindertes Angstverhalten ergibt, die Steigerung der
AB-Expression durch eine APs4/Pyroglutamat-ABs o-Doppelmutation  jedoch  zur
signifikanten Verianderung des Angstverhaltens fihrt. Auch Tg2576-Miuse, welche eine
APP-Mutation aufweisen, zeigen im hoheren Alter eine solche Verinderung (Lalonde et al.
2003). Die populire 5XFAD-Linie entwickelt diese Auffilligkeiten in diesem
Verhaltensexperiment mit sechs Monaten, wobei ebenfalls das steigende Alter und die
damit einhergehende AB-Expression zu diesen Defiziten beitriagt (Jawhar et al. 2012).

Ebenso kann sich aber auch eine Steigerung der Angstlichkeit auf Grund von Alzheimer-
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typischen Mutationen ergeben, wie es zum Beispiel bei APPsi./PS Thiso-Mausen der Fall ist
(Biallosterski et al. 2015).

Warum es bei 12-monatigen Tg4-42-Miusen zu Verinderungen im Angstverhalten
kommen koénnte, bleibt zu kliren. Einerseits ist bekannt, dass es bei diesem Tiermodell zu
keiner AB4p-Expression in der Amygdala kommt, welche maf3gelich fur die Bildung von
Emotionen verantwortlich ist (Bouter et al. 2013; Simi¢ et al. 2021). Stattdessen ist der
Hippokampus von der Ap-Pathologie betroffen und weist damit einhergehend einen
hochgradigen Zelluntergang auf. Somit kénnte die Reduktion des Angstempfindens bei 12-
monatigen Tg4-42-Miusen auf die Degeneration des Hippokampus zuriickzufithren sein,
welcher, neben der Amygdala, auch eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Emotionen
spielt (Bannerman et al. 2003; Jimenez et al. 2018). Dennoch sollte beachtet werden, dass
die Zellzahl in CA1 keine weitere Abnahme ab einem Alter von sieben Monaten aufwelist,
in diesem Alter aber noch keine Auffilligkeiten detektiert wurden. Somit kénnten auch
degenerative Prozesse in CA2, CA3 oder anderen Hirnregionen im Zusammenhang mit
den Ergebnissen des Elevated Plus Maze stehen (GieBen 2019).

Auch das Open Field dient der Analyse des Angst- und Explorationsverhaltens (Carola et
al. 2002). In diesem Experiment wird beobachtet, wie lange sich die Miuse im
vorgegebenen Zentrum einer Box aufhalten. Das Zentrum entspricht dabei dem
exponierten Bereich, dquivalent zu den offenen Armen des Elevated Plus Maze (Hall und
Ballachey 1932; Carola et al. 2002). Dabei fithrte eine starke Variabilitit innerhalb der WT-
Gruppe zu einem summierten Unterschied zwischen den Genotypen, welcher sich jedoch
nicht bei Betrachtung der einzelnen Altersgruppen zeigt. Eine solche Variabilitit zwischen
den WT verschiedenen Alters beobachteten auch Shoji und Miyakawa (2019) bei
C57BL/6]J-Miusen, die sich in einem Alter von zwei und 23 Monaten linger im
exponierten Bereich des Elevated Plus Maze aufhielten als mit 11 und 17 Monaten.
Mogliche Griinde fir diese Beobachtung konnten dufere Einflussfaktoren sein, wie zum
Beispiel Gertiche, Gerdusche oder auch die Vorerfahrungen in vorherigen Angsttests
(Genzel 2021; Saré et al. 2021). Desweiteren hat die Empfindung von Stress einen
wesentlichen Einfluss auf die Ergebnisse des Open Fields (Kinlein et al. 2019). Somit ergibt
sich aus diesem Experiment nicht unbedingt ein verindertes Angstverhalten der Tg4-42-
Miuse. Dafur spricht auch, dass Stazi und Wirths (2021) in ihrer Studie ebenfalls keine
Auffalligkeiten dieser Mauslinie im Open Field ermittelten.

Wiahrend die 12-monatigen Tg4-42-Miuse also eine signifikant niedrigere
Angstempfindung im Elevated Plus Maze zeigen, ist dies im Open Field nicht der Fall. Es
wird angenommen, dass die unterschiedlichen Angsttests verschiedene Formen von
angstbezogenem Verhalten erfassen und somit ein einzelnes Experiment kein vollstindiges
Bild des emotionalen Profils liefern kann (Holmes et al. 2003; Cryan und Holmes 2005;
Ramos et al. 2008). Somit konnen unterschiedliche Angsttests auch unterschiedliche

Angste oder verschiedene Hirnareale erfassen. Dementsprechend sind im Elevated Plus
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Maze auch andere hippokampale Neurone erregt als im Open Field (Jimenez et al. 2018).
Hinzukommend konnten Holmes e 2/ (2003) durch die Manipulation der Neuropeptid-
Konstellation des kortiko-limbischen Systems Auffilligkeiten im Elevated Plus Maze, aber
nicht im Open Field oder bei der Dark Light Box (Hell-Dunkel-Box) erzeugen. Diese

Beobachtungen stiitzen nochmals diese Theorie.

Bei der Analyse des Verhaltens im Elevated Plus Maze und Open Field sollte immer auch
die zuriickgelegte Distanz mit einbezogen werden. Diese dient als Kontrolle, ob bspw. eine
gewisse Inaktivitit zur Beeinflussung der Ergebnisse geftihrt haben koénnte. Hierbei fillt
auf, dass die 12-monatigen Tg4-42-Miuse in beiden Tests eine deutlich kiirzere Distanz
zuricklegen als die gleichaltrigen WT, wihrend sich bei den jungeren Miusen kein
Unterschied zeigt. Ahnliches lisst sich auch bei anderen Alzheimer-Mausmodellen
beobachten. 5XFAD- und 3xTgAD ipp/psi/mp-Miuse legen im hoheren Alter auch eine
kurzere Strecke zurtick als die WT (Filali et al. 2012; Wagner et al. 2019). Jedoch ist das
nicht bei jedem Alzheimer-Mausmodell der Fall. So zeigen APPnin/PS7psa-mutierte
Miuse zum Beispiel bis zu einem Alter von 24 Monaten keine solche Verdnderung
(Webster et al. 2013). Es sollte also bedacht werden, dass die Expression von Afs4 in
diesem Mausmodell zwar gewisse altersabhingige Anderungen des Angstverhaltens
verursachen koénnte, jedoch auch mit einer Abnahme der Aktivitit einhergeht. Somit
konnen die Auffilligkeiten der 12-monatigen Tg4-42-Mduse unter anderem auch als eine
reduzierte Impulsivitit, ein verringertes Explorationsbestreben oder Defizite der
Lokomotorik gedeutet werden (Rodgers 1997; Cryan und Holmes 2005; Seibenhener und
Wooten 2015).

Insgesamt ist mit diesen Experimenten also kein selektiver Riickschluss auf das reine
Angstverhalten moglich (Rodgers 1997; Carola et al. 2002; Cryan und Holmes 2005). Aus
diesem Grund kann der signifikante Unterschied der 12-monatigen Miuse im Elevated
Plus Maze auch durch ein reduziertes Erkundungsbestreben oder motorische Defizite
beeinflusst worden sein. Hinzukommend ergibt sich kein einheitliches Bild der transgenen
Miuse in den verschiedenen Angstexperimenten. Somit ist zwar eine Beeinflussung der
Angst durch die Expression von AB44 im Tg4-42-Mausmodell insbesondere im Alter von
12 Monaten moglich, es sollten jedoch in Zukunft weitere Tests durchgefithrt werden, um
sich ein Gesamtbild zu verschaffen. Im Bezug auf die anderen durchgefiihrten
Experimente, sollte zwar bedacht werden, dass Verhaltensweisen der ilteren Tiere durch
die Verinderungen des Angstempfindens beeinflusst worden sein koénnten, jedoch ldsst
sich von den Ergebnissen des Elevated Plus Maze nicht automatisch auf testiibergreifende

Verinderungen der Emotionen schlief3en.
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4.3  APssr-Expression in Tg4-42-Miusen fiithrt zu altersabhingigen

motorischen Defiziten

Neben den kognitiven Symptomen, geht die Alzheimer-Demenz auch mit motorischen
Dysfunktionen einher (Kluger et al. 1997; Scarmeas et al. 2004). Zu den hiufigeren
Symptomen  gehdéren  Sprachschwierigkeiten, Rigiditit, Gangunsicherheiten und
Bradykinese. Seltener kommt es aber auch zu Tremor und Myoklonien (Chen et al. 1991;
Wilson et al. 2000; Scarmeas et al. 2004). Wihrend solche motorischen Verinderungen zu
Beginn der Erkrankung cher weniger beobachtet werden, kommt es dennoch zu einer
Zunahme der Symptome mit dem fortschreitenden Progress der Erkrankung (Chen et al.
1991; Scarmeas et al. 2004). Diesen motorischen Pathologien liegt vermutlich die
Degeneration kortikobasaler Strukturen zu Grunde, welche mit extrapyramidalen
Symptomen einhergeht (Scarmeas et al. 2004; Lee et al. 2011). Dabei sind bei der
Alzheimer-Demenz vor allem posteriore Teile des Kortex und das Striatum betroffen (Lee
et al. 2011).

Wie beim Menschen wurden solche motorischen Symptome auch bei einigen
Mausmodellen beobachtet. King und Arendash (2002) beschrieben zum Beispiel deutliche
Defizite im Balance Beam bei Tg2576-Miusen mit schwedischer .4PP-Mutation. Dartiber
hinaus weisen ebenfalls _4PPxgronnerin/PS Taise-doppelmutierte Mause und Tiere der
5XFAD-Linie motorische Auffilligkeiten in diesem Experiment auf (Arendash et al. 2001;
Jawhar et al. 2012). Um mogliche Verdnderungen der Motorik und Balance des Tg4-42-
Mausmodells feststellen zu kénnen, wurde somit auch im Rahmen dieser Arbeit das

Balance Beam durchgefiihrt.

Aus den Ergebnissen des Balance Beams ergibt sich kein Unterschied zwischen den drei-
und siebenmonatigen Tg4-42-Miusen und den dazugehorigen WT. Eine ahnliche
Beobachtung machten auch Bouter (2015) und Lopez-Noguerola ef al. (2018) bei diesem
Mausmodell. Allerdings gibt es auch Unterschiede zu vorherigen Studien. Wagner ez 4/
(2019) publizierten zum Beispiel erste Defizite im Balance Beam bei siebenmonatigen
Weibchen, fanden jedoch keine Auffilligkeiten bei anderen motorischen Tests, wie der
String  Suspension (Schnur-Halteversuch), der Inverted Grip Task (Umgekehrter
Halteversuch) oder dem Open Field.

Solche Differenzen kénnen durch verschiedene Einflussfaktoren entstehen. Einerseits
kann auch hierbei eine Reduktion der Transgenkopien auf Grund zwischenzeitiger
heterozygoter Verpaarung eine Rolle spielen (Stevens et al. 2007; Dubé 2017; Kelmenson
2018). Andererseits sind unterschiedliche Versuchsbedingungen und duflere Reize nicht zu
vernachldssigen. Das Balance Beam dieser Arbeit wurde unter roter Beleuchtung
durchgefiihrt, was zur Folge hatte, dass die Mduse die Umgebung schlechter wahrnahmen
(Nikbakht und Diamond 2021). Ob die Experimente von Wagner ¢z a/. (2019) ebenfalls
unter den gleichen Bedingungen durchgefithrt wurden, ist unklar. Des Weiteren gibt es bei

allen Verhaltensexperimenten immer Faktoren, die die Ergebnisse beeinflussen kénnen.
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Dazu zihlen bspw. die korperliche Verfassung der Miuse, Gerdusche, Gertiche und auch
die Reihenfolge bei der Durchfithrung der verschiedenen Verhaltenstests (Genzel 2021;
Saré et al. 2021). Daraus ergeben sich auch potentielle Variationen der Ergebnisse, die auf

die durchfiithrende Person zurtickzufuhren sind.

Auch in Bezug auf die Balance und die motorische Koordination wurden die 12-monatigen
Tg4-42-Miuse bisher noch nicht getestet. In diesem Alter konnten, im Gegenteil zu den
siebenmonatigen Miusen dieser Arbeit, deutliche Defizite im Balance Beam festgestellt
werden. Diese Verinderungen passen auch zu den Beobachtungen im Open Field,
Elevated Plus Maze und Cross Maze, wobei die 12-monatigen Miuse eine geringere
Distanz zuriicklegten und somit lokomotorische Auffilligkeiten zeigen. Daritiber hinaus
dhnelt das Tg4-42-Mausmodell beziiglich des Einsetzens motorischer Symptome somit
auch dem Alzheimer-Progress beim Menschen, bei dem es meist es in spiten Phasen zu

solchen Defiziten kommt (Chen et al. 1991; Scarmeas et al. 2004).

Im Tg4-42-Mausmodell kommt es Thyl-Promotor-gesteuert zur Expression von ABs.4.
Daraus ergeben sich Unterschiede beztlglich der Hirnareale, in denen AB44 exprimiert
wird. Somit ldsst sich AB44 in diesem Modell nicht nur im Hippokampus sondern auch im
Striatum und den Colliculi superiores nachweisen (Bouter et al. 2013). Das Striatum ist Teil
der Basalganglienschleife und von entscheidender Bedeutung fiir die Steuerung von
motorischen und prozeduralen Verhaltensweisen (Balleine und O’Doherty 2010; Prager
und Plotkin 2019; Valjent und Gangarossa 2021). Aber auch die Colliculi superiores spielen
eine Rolle bei der motorischen Koordination, indem sie das supraspinale visuelle
Integrationszentrum zur Verarbeitung multimodaler Reize darstellen (Goodale und
Murison 1975; Collin et al. 1982). Des Weiteren liegt beim Tg4-42-Mausmodell eine spinale
Pathologie vor, indem es auch zur ABss-Expression im Rickenmark kommt (Lopez-
Noguerola et al. 2018). Zuletzt konnten Wagner ¢f a/. (2019) auBerdem mittels "F-FDG-
PET/MRI-Aufnahmen einen deutlich reduzierten Metabolismus im Zerebellum der
Tg4-42 feststellen. Somit konnen die Ergebnisse im Balance Beam durch pathologische

Verinderungen verschiedener Hirnstrukturen begriindet werden.

Eine spinale AB-Expression ldsst sich auch bei einigen anderen Mausmodellen finden.
Dazu zihlt zum Beispiel auch die 5XFAD-Mauslinie, aber auch einzelne APP- oder PS7-
Mutationen oder die kombinierte Doppelmutation haben die Expression von AB im
Riickenmark zur Folge (Christensen et al. 2014; Chu et al. 2017). Bei 5XFAD-Miusen
kommt es schon im Alter von 11 Wochen zur Bildung von spinalen AB-Plaques und
intraneuronalem AR, wobei der Untergang von Motoneuronen und somit auch die
motorischen Defizite jedoch bis zu einem Alter von sechs Monaten noch sehr gering
ausgeprigt sind (Jawhar et al. 2012; Chu et al. 2017; Wagner et al. 2019). Ebenso kommt es
bei Tg2576-Miusen mit der schwedischen Doppelmutation zu motorischen Defiziten und
AB-induziertem Zelluntergang im Riickenmark (King und Arendash 2002; Seo et al. 2010).
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Insgesamt ldsst sich zusammenfassen, dass sich in dieser Arbeit erst bei 12-monatigen
Tieren des Tg4-42-Mausmodells signifikante Defizite in Balance, Lokomotorik und
motorischer Koordination zeigen. Dies konnte unter anderem mit der spinalen Pathologie
zusammenhingen. Da die Expression von A auch bei anderen Mausmodellen in den
Untergang der Motoneurone mindet und sich AB44 durch eine besonders hohe Toxizitit
auszeichnet, sollte in Zukunft der spinale Nervenzellverlust des Tg4-42-Mausmodells
ermittelt werden (King und Arendash 2002; Portelius et al. 2010; Jawhar et al. 2012). Aber
auch andere Regionen konnten fiir die motorischen Verdnderungen von Bedeutung sein.
Wihrend bis zu einem Alter von sechs Monaten noch kein Nervenzellverlust im Striatum
homozygoter Tg4-42-Miuse festgestellt werden konnte, sind weitere Verinderungen dieser
Region mit steigendem Alter unklar (GieBen 2019). Ebenso unklar ist der Nervenzellverlust
in den Colliculi superiores. Somit konnte die zukinftige Analyse verschiedener Hirnareale
bis ins hohere Alter Aufschluss iber die motorischen Defizite bringen. Bei der
Interpretation der anderen Verhaltensexperimente sollten die motorischen Defizite der
Lokomotorik und Balance bedacht werden, da diese einen Einfluss auf den Lernprozess

haben konnten.

4.4  Bereits dreimonatige Tg4-42-Miuse zeigen Defizite im
raumlichen Bezugsgedichtnis wihrend des Morris Water Maze

Tests

Meist noch vor anderen Symptomen kommt es bei der Alzheimer-Demenz zu
Orientierungsschwierigkeiten und Defiziten in der visuell-raumlichen Wahrnehmung und
Verarbeitung (Albert et al. 2011; Hashimoto et al. 2020). Diese Symptome sind haufig
schon bei milder kognitiver Beeintrichtigung, also der MCI, zu beobachten (Albert et al.
2011). Dabei treten zuerst Einschrinkungen in allozentrischen und spiter auch in
egozentrischen Referenzsystemen auf (Hort et al. 2007; Hashimoto et al. 2020). Beim
allozentrischen Referenzsystem handelt es sich um eine Hippokampus-abhingige kognitive
Karte, die Informationen dazu enthilt, wie sich bspw. Gegenstinde in einem Raum
zueinander befinden (Iaria et al. 2007; Coughlan et al. 2018). Insbesondere der anteriore
Hippokampus ist bei der Erstellung eines solchen allozentrischen Bezugssystems von
Bedeutung, wihrend der posteriore Anteil eher beim Abruf der Informationen involviert
zu sein scheint (Iaria et al. 2007). Das Ich-zentrierte egozentrische Referenzsystem umfasst
wiederum den rdumlichen Bezug der betreffenden Person zu verschiedenen Gegenstinden
(Coughlan et al. 2018; Miniaci und De Leonibus 2018). Fir dieses Hippokampus-
unabhingige System sind vor allem das Striatum, der Thalamus und Teile des Kortex von
Bedeutung (Devan et al. 1999; van Strien et al. 2009; Boccia et al. 2014; Rogers et al. 2017).

Da nur etwa 10% der MCI-Fille in eine manifeste Alzheimer-Demenz tbergehen, befassen
sich einige Forschungsgruppen mit Methoden, diese 10% zu detektieren, um die

Patient*innen zeitnahe in eine adaquate medizinische Betreuung Gberfiihren zu kénnen
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(Grundman et al. 2004; Mitchell und Shiri-Feshki 2009; Coughlan et al. 2018). Schéberl ef
al. (2020) fanden heraus, dass Amyloid-positive MCI-Proband*innen deutlich gréBere
Orientierungsdefizite zeigen als Amyloid-negative. Hashimoto e @/ (2020) erkannten
auBerdem, dass MCI-Proband*innen vor allem Defizite im allozentrischen und Alzheimer-
Patient*innen auch in egozentrischen Referenzsystemen aufweisen. Ebenso scheint die
Erfassung der rdumlichen Orientierung wesentlich spezifischer bei der Abgrenzung der
Alzheimer-Erkrankung von anderen Demenzformen zu sein als die alleinige Betrachtung
des episodischen Gedichtnisses (Yew et al. 2013; Tu et al. 2015). Somit ist es nicht
verwunderlich, dass sich die Empfehlungen hiufen, auch die rdumliche Navigation und
nicht nur die episodischen Gedichtnisdefizite bei der Kklinischen Diagnostik zu

berticksichtigen.

Diese Erkenntnis wird schon seit Jahren in Verhaltensexperimenten mit Tiermodellen
genutzt. Vor diesem Hintergrund werden bspw. Tests wie das T-, Y- und Cross Maze (T-,
Y- und kreuzférmiges Labyrinth) oder das Morris Water Maze durchgefihrt, um
hippokampale Schidigungen durch die AB-Expression erfassen zu kénnen (Morris 1984;
Lalonde 2002; Jawhar et al. 2012). Auch die Tg4-42-Miuse wurden in zweien solcher

Experimente getestet.

Der Morris Water Maze Test dient der Erfassung des raumlichen Bezugsgedichtnisses und
bietet dariiber hinaus die Moglichkeit der Differenzierung zwischen Defiziten
allozentrischer und egozentrischer Referenzsysteme (Morris 1984). Mit Hilfe des Morris
Water Maze konnten bisher in vielen Alzheimer-Mausmodellen pathologische
Verianderungen mit zunehmendem Alter detektiert werden (Webster et al. 2014). Das
5XFAD-Mausmodell zeigt dabei zum Beispiel schon frihe Auffilligkeiten (Tang et al.
2016; Sanchez et al. 2023). Aber auch bei der 3xTg-Linie und Mausmodellen mit einzelnen
FAD-Mutationen konnten mit Hilfe dieses Experiments Verinderungen im rdumlichen

Bezugsgedichtnis detektiert werden (Lalonde et al. 2002; Giménez-Llort et al. 2007).

Die herkommliche Auswertung berticksichtigt bisher vor allem die Fluchtzeiten,
zuriickgelegte Distanzen, Quadrantenpriferenzen oder gemittelte Abstinde zur Plattform
(Jawhar et al. 2012; Villarreal-Silva et al. 2022). Das verschafft zwar einen allgemeinen
Uberblick tiber die Funktion des rdaumlichen Bezugsgedichtnisses, allerdings nicht tber die
Qualitit des Suchvorganges. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit zusitzlich eine
Suchstrategie-Analyse der einzelnen Testdurchliufe mit dem von Cooke ez al (2020)
entwickelten Programmes namens Pathfinder durchgefithrt. Zu den allozentrischen und
somit Hippokampus-abhingigen Strategien gehoren der direkte Pfad, die gerichtete Suche, die
Schwerpunktsuche und die indirekt gerichtete Suche, wihrend das Kreisen, Scannen, das zufillige
Schwimmen und die Thigmotaxis zu den egozentrischen Schwimmmustern gezahlt werden
(Garthe und Kempermann 2013; Illouz et al. 2016; Cooke et al. 2020).

Das Morris Water Maze beginnt mit dem dreitigigen cued training, welches der Uberpriifung

der Motorik und des Sehvermdégens dient (Morris 1984). Die Plattform ist wihrend dieser
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Phase mit einer Fahne versehen, sodass die Mduse bei der Orientierung den direkten Bezug
zwischen der eigenen Lokalisation und dem Ziel, und damit das egozentrische
Referenzsystem nutzen (Morris 1984; Coughlan et al. 2018). Bei dieser Art der
Orientierung spielt insbesondere das dorsomediale Striatum eine bedeutende Rolle
(Vorhees und Williams 2016). So zeigen bspw. Miuse mit Lisionen im dorsomedialen
Striatum Defizite bei der Nutzung egozentrischer Referenzsysteme, aber weniger bei der
Einbeziehung von Hinweisen aus der Umgebung (McDonald und White 1994; Devan et al.
1999; Poucet et al. 2000). Neben dem Striatum sind aullerdem der Thalamus, die
MamillarkGrper, der entorhinale, parietale und okzipitale Kortex an der egozentrischen
Navigation beteiligt (Devan et al. 1999; van Strien et al. 2009; Boccia et al. 2014; Rogers et
al. 2017).

Trotz der ermittelten motorischen Defizite im Balance Beam und Open Field im Alter von
12 Monaten, waren alle transgenen Tiere dazu in der Lage die Plattform zu erreichen.
Dabei konnten die Tg4-42-Miuse in jedem getesteten Alter eine Reduktion der
Fluchtlatenzen tber die Tage erreichen. Auch die Geschwindigkeit unterschied sich
wihrend des gesamten Experiments nicht zwischen den Genotypen, sodass keine
Beeinflussungen durch Unterschiede in der Motorik zu erwarten waren. Dies steht auch im
Einklang mit der Beobachtung, dass eine Verringerung der lokomotorischen
Landgeschwindigkeit nicht unbedingt die Schwimmgeschwindigkeit beeinflusst und somit
Beeintrichtigungen des MWM-Lernens unabhingig von lokomotorischen Effekten sind
(Vorhees und Williams 2006). Dartiber hinaus zeigten Wagner ez a/ (2019), dass die
Bewegungsaktivitit und die Muskelkraft in siebenmonatigen Tg4-42-Miusen trotz
beeintrachtigter Gleichgewichtsfunktion und motorischer Koordination unverindert
bleiben.

Die Abnahme der Fluchtlatenzen tber die Tage des cued trainings spricht grundsitzlich fir
ein funktionierendes egozentrisches Referenzsystem. Trotzdem bendtigen die 12-
monatigen Tg4-42-Miuse signifikant mehr Zeit, die Plattform zu erreichen, als die
gleichaltrigen WT. Aus diesem Grund konnen visuelle Defizite der 12-monatigen Tg4-42-
Miuse nicht ginzlich ausgeschlossen werden. In Zukunft sollten aus diesem Grund
zusitzlich visuell-unabhingige Tests durchgefithrt werden, um kognitive Defizite von
sensorischen differenzieren zu kénnen (Stover und Brown 2012). Trotzdem zeigen die 12-
monatigen Tg4-42-Mause am dritten Tag die gleiche Leistung wie die WT, sodass die
Beeinflussung der Ergebnisse durch reduzierte motorische und visuelle Fahigkeiten auch

im hoheren Alter gering ist.

Das acquisition training und der probe trial sind spezifische Phasen zur Testung des raumlichen
Bezugsgedichtnisses (Morris 1984). Wihrend dieser Phasen wird die Orientierung der
Miuse anhand von Hinweisen in der Umgebung, also das allozentrische Bezugssystem
getestet. Zu den beteiligten Hirnregionen gehért insbesondere der Hippokampus, aber

auch der entorhinale, perirhinale und parietale Kortex (McDonald und White 1994; Save
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und Poucet 2009; van Strien et al. 2009; Ramos 2017). Bisher wurden die Beobachtungen
dieser beiden Testphasen ebenfalls anhand von Fluchtzeiten, zuriickgelegten Distanzen,
Quadrantenpriferenz oder Abstinden zur Plattform analysiert (Jawhar et al. 2012;
Villarreal-Silva et al. 2022). Bei der Auswertung des Tg4-42-Mausmodells mit diesen
Analyse-Parameter konnten in vorherigen Arbeiten erste Defizite im rdumlichen
Bezugsgedichtnis ab einem Alter von fiinf Monaten festgestellt werden, wihrend mit drei

Monaten noch keine Verinderungen auftraten (Bouter et al. 2013; Antonios et al. 2015).

In Bezug auf die Fluchtzeiten und Quadrantenpriferenzen im acquisition training und probe
trial passen auch die Ergebnisse dieser Arbeit zu den Beobachtungen vorheriger Studien
(Bouter et al. 2013; Antonios et al. 2015). Wahrend die dreimonatigen Tg4-42-Miuse keine
Auffilligkeiten zeigen, ergeben sich mit sieben Monaten deutliche Defizite im rdumlichen
Bezugsgedichtnis, wobei jedoch noch eine flache Abnahme der Fluchtzeiten tber die Tage
zu verzeichnen ist. Im probe trial zeigen die siebenmonatigen Tg4-42-Miuse aullerdem noch
cine Priferenz fir den Zielquadranten. Die homozygoten 12-monatigen Tg4-42-Miuse
wurden bisher noch nicht im Morris Water Maze getestet. In diesem Alter kommt es zu
keiner Abnahme der Fluchtlatenzen tber das acguisition training und es zeigt sich auch keine
Zielquadrantenpriferenz im probe trial. Daraus lisst sich schlieBen, dass es zwischen sieben
und 12 Monaten nochmals zu einer Zunahme der Defizite im raumlichen

Bezugsgedichtnis kommt.

Die Ergebnisse der alteren Mause kann durch die Suchstrategie-Analyse untermauert
werden. Im Gegensatz zu den WT konnen fir die Tg4-42-Miduse mit siecben und 12
Monaten tberwiegend raumlich unspezifische Suchstrategien tUber das acquisition training
ermittelt werden. Wahrend der Anteil der rdumlich unspezifischen Suchmuster im probe trial
bei den siebenmonatigen Tg4-42-Mausen mit 45% schon deutlich grof3er ist als bei den
gleichaltrigen WT, zeigen die 12-monatigen transgenen Tiere sogar 78% solcher
Hippokampus-unabhingigen Strategien. Auch in anderen Alzheimer-Mausmodellen
wurden bereits die Suchstrategien im Morris Water Maze analysiert. Die PD APP-Mauslinie
zeigt zum Beispiel weniger riaumlich spezifische Suchstrategien, was sich auch schon
anhand der Fluchtzeiten zeigt (Brody und Holtzman 2006). Auch bei APP-mutierten
TgCRNDS8-Miusen und der 5XFAD-Linie kann dieses Phinomen beobachtet werden
(Janus 2004; Sanchez et al. 2023).

Auch die Thigmotaxis, als eine Hippokampus-unabhingige Strategie, wurde bei den ilteren
Tg4-42-Miusen erkannt. Dabei bewegen sich die Tiere kreisend am Beckenrand entlang
(Simon et al. 1994; Cooke et al. 2020). Solche Schwimmmuster werden teilweise als
Zeichen von Angst interpretiert, woraus sich dann erhchte Fluchtlatenzen ergeben, ohne
dass dadurch eine Aussage Gber die tatsichliche kognitive Verfassung getitigt werden kann
(Simon et al. 1994; Higaki et al. 2018). Andere Griinde fiir thigmotaktische Schwimmuster
sind Schidigungen bestimmter Hirnstrukturen. Nagetiere mit Lisionen des dorsomedialen

Striatums oder der Colliculi superiores zeigen zum Beispiel ebenfalls tiberdurchschnittlich
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hdufig thigmotaktische Strategien (Devan et al. 1999; Garthe und Kempermann 2013).
Auch wenn die Thigmotaxis im Tg4-42-Mausmodell mit steigendem Alter immer hiufiger
vorkommt, bildet diese Strategie dennoch cher die Ausnahme. Dass Angst ein Ausloser
sein konnte, ist die unwahrscheinlichere Annahme, da sich dieses Schwimmmuster eher im
Laufe des acquisition trainings manifestiert und nicht zu Beginn, wenn die Testsituation noch
fremd ist. Dies steht auch im Einklang mit den Ergebnissen der Angsttests, in denen kein
generell erhohtes Angstempfinden festgestellt werden konnte. Somit koénnten eher
degenerative Verdnderungen des Striatums oder der Colliculi superiores die wenigen Falle

erkliren, in denen Thigmotaxis festgestellt wurde (Bouter et al. 2013).

Bei den dreimonatigen Tieren bietet die Suchstrategie-Analyse eine hohere Sensitivitit fir
frihe Defizite als die herkdmmliche Auswertungsmethode. Sowohl die Fluchtzeiten, als
auch die Quadrantenpriferenz ergeben keine Unterschiede zu den WT. Bei der Analyse
der Suchstrategien wechseln die dreimonatigen Tg4-42-Mduse jedoch verzogert zu
rdaumlich spezifischen Suchstrategien. Daraus ergeben sich auch eine signifikant niedrigere
Punktzahl in der kognitiven Bewertung und ein gréBerer Anteil raumlich unspezifischer
Suchstrategien Uber das gesamte acquisition training. Auch im probe trial macht das zufillige
Schwimmen bei den Tg4-42-Miusen noch 28% aus, wihrend die WT ausschlieflich riumlich
spezifische Suchstrategien zeigen. Diese Defizite wiren in der herkémmlichen Analyse
nicht erfasst worden. Diese Feststellung steht im Einklang mit den Beobachtungen von
Karunakaran ez a/. (2020), wobei sich erst durch eine Suchstrategie-Analyse frithe Defizite
im riumlichen Bezugsgedichtnis von bei APPsy./PSTaro-doppelmutierten Mausen ergaben.
Ebenso ergibt sich ein deutlicher Vorteil der Suchstrategieanalyse bei geringgradigen
kognitiven Verinderungen, bspw. bedingt durch Neurogenese (Garthe und Kempermann
2013).

Somit stellt sich die Frage, wieso es moglich ist, dass sich solche kognitiven Einbuf3en nicht
anhand verlingerter Fluchtzeiten zeigen. Wie bei den WT zu erkennen, fihrt der
Lernzuwachs im Hippokampus-abhingigen allozentrischen Bezugssystem zum schnelleren
Auffinden der versteckten Plattform. Bei Defiziten im allozentrischen Bezugssystem, kann
jedoch auch mit der egozentrischen Navigation das Ziel erreicht werden (Hort et al. 2007;
Hashimoto et al. 2020). Somit ist es mdglich, dass Tiere mit deutlichen Defiziten im
raumlichen Bezugsgedichtnis trotzdem auf diese Weise eine Verbesserung der
Fluchtlatenzen im acquisition training und probe trial erreichen. Dies konnte erklaren, weshalb
sich die Fluchtzeiten der dreimonatigen Tg4-42-Miuse trotz der Ergebnisse der Strategie-
Analyse nicht von denen der WT unterscheiden. So sind auch hippokampektomierte
Ratten dazu in der Lage, die versteckte Plattform zu finden, indem sie diese zusammen mit
einem der nahegelegenen Hinweise als einen Ort wahrnehmen (Pearce et al. 1998). Dabei
dienen die Hinweistafeln nicht der Bildung eines allozentrischen kartendhnlichen Systems,
sondern erfillen eher einen dhnlichen Zweck wie die Fahne im cued training. Eichenbaum ez
al. (1990) beobachteten, dass reduzierte Fluchtzeiten ebenfalls aus dem Hippokampus-

unabhingigen Erlernen der Entfernung der Plattform zur Beckenwand resultieren kénnen,
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indem die Ratten kreisend immer im gleichen Abstand vom Rand schwimmen. Die Analyse
der Suchstrategien im Morris Water Maze stellt somit also nicht nur eine sensitive Methode
zur Detektion frither kognitiver Defizite dar, sondern hilft auch zu eruieren, ob die
Verbesserung der Fluchtlatenzen wirklich auf die allozentrische Navigation zurtickzuftihren

ist.

Unklar ist auch, weshalb bereits dreimonatige Tg4-42-Miuse solche Defizite im rdumlichen
Bezugsgedichtnis zeigen, obwohl die Zellzahl in CA1l in diesem Alter noch unverindert
bleibt (Bouter et al. 2013; Antonios et al. 2015). Dass der Hippokampus und insbesondere
CA1 wichtige Strukturen des rdumlichen Bezugsgedichtnisses darstellen, ist bekannt
(Broadbent et al. 2004; van Strien et al. 2009). Jedoch scheint die Ermittlung der Zellzahl in
dieser einen Hirnregion nicht fiir die vollstindige Kldrung der Ergebnisse des Morris Water
Maze auszureichen. Aus diesem Grund sollte der Fokus auch auf andere AB4s-induzierte
Pathologien erweitert werden. Es konnte gezeigt werden, dass es in den Hippokampi von
zweimonatigen Tg4-42-Miusen bereits zu inflammatorischen Prozessen kommt (Bouter et
al. 2013). Dariiber hinaus stellten Bouter ¢f a/. (2019) mittels ""F-FDG-PET-Unterschungen
einen Glukose-Hypometabolismus dieser Region bei dreimonatigen Tieren fest, was sich
auf eine reduzierte Aktivitit von Synapsen zuriickfuhren lasst. Ebenso beobachteten
Dietrich et al. (2018) in diesem Mausmodell bereits synaptische Dysfunktionen in CA1,
bevor es dort iiberhaupt zu einem signifikanten Nervenzellverlust kommt. Somit scheinen
synaptische Verinderungen bereits zu deutlichen Defiziten in Hippokampus-abhingigen
allozentrischen Referenzsystem zu fihren, noch bevor es zu einer feststellbaren
Zellreduktion in CA1 kommt.

Dass auch andere Faktoren neben dem Nervenzellverlust in CA1l eine Rolle bei der
Entstehung von Defiziten des raumlichen Bezugsgedichtnisses spielen, ergibt sich auch aus
den Beobachtungen bei den 12-monatigen Tg4-42-Miusen. Dabei ldsst sich, trotz
stagnierender Zellzahl in dieser Region, eine weitere Verschlechterung im Morris Water
Maze im Vergleich zu den siebenmonatigen Tieren beobachten. Dazu kénnen degenerative
Prozesse anderer Hirnregionen beitragen, die die Bewegungsorganisation, die rdumliche
Navigation oder auch die motorische Leistung beeinflussen. Zu diesen Strukturen gehéren
die Amygdala, der prifrontale Kortex, das Striatum, das Kleinhirn, der Thalamus und der
Locus coeruleus (D’Hooge und De Deyn 2001; Puzzo et al. 2014; Kaufman et al. 2020).
Interessanterweise kommt es teilweise auch in diesen Hirnregionen mit zunehmendem
Alter zu einer Abnahme des Glukose-Metabolismus in Tg4-42-Miusen (Bouter et al. 2019).

Allerdings scheinen neben CA1 auch andere Subregionen des Hippokampus relevant fiir
das raumliche Bezugsgedichtnis zu sein. Im Tiermodell und beim Menschen sind sowohl
posteriore als auch anteriore Anteile des Hippokampus dabei involviert (Iaria et al. 2007;
Avigan et al. 2020). Wihrend CA2 vor allem zur Verarbeitung temporirer, emotionaler und
sozialer Aspekte benétigt wird, ist CA3 eher an der Verarbeitung und Speicherung
rdumlicher Informationen beteiligt (Stupien et al. 2003; Mankin et al. 2015; Dong et al.
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2021). Ebenso beeinflussen die Exzitationen von CA3 die Aktivitit von CA1 (Middleton
und McHugh 2016). Der Gyrus dentatus ist Teil der Langzeitpotenzierung und dient
dartiiber hinaus der Verarbeitung sensorischer, darunter auch ridumlicher Informationen
(Bliss und Collingridge 1993; Kesner 2018). Damit einhergehend konnte eine gesteigerte
Aktivitit dieser Region beim Erkunden neuer, aber auch bekannter Umgebungen
festgestellt werden (Bye und McDonald 2019). Durch das Hervorrufen von Lisionen
verschiedener hippokampaler Areale wurde gezeigt, dass CAl zwar wichtig fiir das
rdumliche Bezugsgedichtnis ist, aber auch Lisionen des Gyrus dentatus Defizite im Morris
Water Maze hervorrufen kénnen (Jeltsch et al. 2001; Okada et al. 2003). Dass auch im Tg4-
42-Mausmodell diese hippokampalen Subregionen von degenerativen Prozessen betroffen
sind, kann anhand des Nervenzellverlustes bestitigt werden. Mit sieben Monaten kommt es
zu einer Zellreduktion um 28% in CA2/3 und 14% im Gyrus dentatus (Bouter et al. 2019).
Auch wenn CA1 stirker von der ABsp-Expression und der Degeneration betroffen ist, ist
die Beeinflussung der Ergebnisse des Morris Water Maze durch den Nervenzelluntergang

anderer Subregionen somit moglich.

Insgesamt ldsst sich daraus schlieBen, dass die AB-Pathologie im Tg4-42-Mausmodell noch
friher zu Defiziten im rdumlichen Bezugsgedichtnis fiithrt als bisher angenommen. Das
heillt auch, dass es schon zu kognitiven EinbuBlen kommt, noch bevor sich die Zellzahl
signifikant reduziert. Diese Erkenntnis ist nicht nur wichtig fir das Verstindnis der
Toxizitit von ABs42, sondern auch relevant fiir den richtigen Zeitpunkt der Einleitung von
potentiellen Therapien in priklinischen Versuchsreithen. Auch die Analyse der
Suchstrategien erwies sich als sinnvoll. Programme wie Pathfinder von Cooke ez /. (2020)
konnen zukinftig zu neuen Erkenntnissen beziiglich kognitiver Einbullen in Tiermodellen
beitragen. Dadurch wiirde nicht nur eine hohere Sensitivitit bei der Detektion moglicher
kognitiver Defizite erreicht werden, sondern auch eine genauere Einschitzung der Qualitat
der Suchvorginge. Dariiber hinaus bestirken diese Ergebnisse auch noch einmal die
Wichtigkeit der Berticksichtigung allozentrischer Navigationsfihigkeiten fiir die frithzeitige

Alzheimer-Diagnostik beim Menschen.

4.5 Tg4-42-Miuse weisen keine Defizite im Hippokampus-
abhingigen rdaumlichen Arbeitsgedichtnis auf

Es ist allseits bekannt, dass die Degeneration des Hippokampus eine zentrale Rolle bei der
Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung spielt. Damit einhergehend kommt es nicht nur zu
Defiziten des rdumlichen Bezugsgedichtnisses und des allozentrischen Referenzsystems,
sondern auch zur Beeintrichtigung von Exekutivfunktionen (Albert et al. 2011; Guarino et
al. 2018; Hashimoto et al. 2020). Dazu zihlen mal3geblich das riumliche Arbeitsgedichtnis
und die kognitive Flexibilitit (Guarino et al. 2018).

Das rdumliche Arbeitsgedichtnis ist die kognitive Fihigkeit neue visuell-riumliche

Informationen kurzfristig zu speichern, mit vorhandenen abzugleichen und ins
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Langzeitgedichtnis zu tberfithren. Es dient der Problemlésung und dem Erwerb neuen
Wissens (Logie und Marchetti 1991; Chai et al. 2018). Dass dabei insbesondere der
Hippokampus eine relevante Hirnstruktur darstellt, konnten Means ef @/ (1971) anhand
hippokampektomierter Ratten zeigen, die deutliche Defizite im Y-Maze aufwiesen. Neben
dem Hippokampus gehdren zu den beteiligten Hirnstrukturen aber auch der prifrontale
Kortex, das dorsale Striatum, der Thalamus und vestibulire Regionen (Lalonde 2002;
Guarino et al. 2018).

Das Cross Maze ist ein etabliertes Verhaltensexperiment zur Testung des rdumlichen
Arbeitsgedichtnisses bei Nagetieren (Wietrzych et al. 2005; Cleal et al. 2021). Datfiir werden
die Tiere einzeln nacheinander in ein kreuzférmiges Labyrinth Gberfthrt, worauthin sie ihre
Umgebung frei explorieren diirfen. Anhand des Explorationsverhaltens und der ermittelten
Armwechsel koénnen Ruckschlusse auf die kognitive Verfassung gezogen werden
(Wietrzych et al. 2005; Jawhar et al. 2012). In diesem Zusammenhang wird das natiirliche
Verhalten von WT, jeden Arm nacheinander zu erkunden, bevor einer wiederholt betreten
wird, als Maf3stab fir ein intaktes rdumliches Arbeitsgedichtnis angenommen (Lalonde
2002). Dartiber hinaus kann die zurtickgelegte Distanz in diesem Experiment Hinweise auf

lokomotorische Defizite geben.

Auch beim Tg4-42-Mausmodell konnte anhand der zuriickgelegten Distanzen wihrend des
Experiments eine signifikante Aktivititsabnahme mit zunehmendem Alter detektiert
werden. Dazu passen auch die Ergebnisse des Balance Beams, wobei sich im Alter von 12
Monaten deutliche motorische Defizite zeigen. Ebenso unterscheiden sich die im Open
Field und Elevated Plus Maze zuriickgelegten Distanzen deutlich von denen der Wildtypen.
Dies kann auf lokomotorische Defizite oder ein verindertes Explorationsverhalten
hinweisen, die sich testiibergreifend manifestieren (Seibenhener und Wooten 2015; Wagner
et al. 2019).

Um mogliche Auswirkungen solcher lokomotorischer Defizite auf die Ergebnisse des
Cross Maze-Tests zu reduzieren, wird eine Armwechselrate anhand der individuellen
Anzahl der Arm-Eintritte berechnet (Arendash et al. 2001). Das bedeutet, dass sich der
Anteil der erfolgreichen Armwechsel-Abldufe immer auf die Gesamtzahl der individuell

durchgefiihrten Arm-Eintritte bezieht.

Da der Hippokampus auch frith von der Alzheimer-Pathologie betroffen ist, ist es nicht
verwunderlich, dass auch einige Mausmodelle mit FAD-Mutationen, wie zum Beispiel
5XFAD-Miuse, eine auffillige Armwechselrate im Y- oder T-Maze zeigen (Oakley et al.
2006; Jawhar et al. 2012). Ahnliche Defizite lassen sich auch beim Tg2576-Mausmodell
feststellen (Miedel et al. 2017). Dabei fallen diese Alzheimer-Mausmodelle vor allem durch

eine Reduktion der Armwechselrate auf.

Interessanterweise zeigen sich im Tg4-42-Mausmodell jedoch keine Auffilligkeiten. Das ist
einerseits verwunderlich, da es nachweislich zu AB44:-induziertem Nervenzellverlust in der

Hippokampus-Region kommt. Andererseits konnten in fritheren Arbeiten ebenfalls keine
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pathologischen Verianderungen dieser Mauslinie im Cross Maze festgestellt werden (Bouter
2015; Lopez-Noguerola 2018). Interessant ist auch, dass TBA42-Maiuse, welche mit AR4s42
und ABprs42 gleich zwei toxische Varianten exprimieren, ebenfalls keine Defizite im Cross
Maze zeigen (Lopez-Noguerola 2018). Neben diesen SAD-Modellen verhalten sich auch
manche FAD-Mauslinien, wie PS7Tyue- oder  PS T/ APPsosi-mutierte  Mause
unauffillig in diesem Experiment (Holcomb et al. 1999; Arendash et al. 2001).

Somit ergibt sich die Frage, weshalb manche Miuse trotz bekannter hippokampaler
Degeneration ein intaktes Arbeitsgedichtnis in diesen Verhaltensexperimenten zeigen.
Einerseits sind neben dem Hippokampus auch noch das dorsale Striatum, der Thalamus,
der prifrontale Kortex und vestibulire Regionen am rdumlichen Arbeitsgedichtnis
beteiligt, wodurch es zu einer gewissen Kompensation kommen konnte, zum Beispiel
durch die Nutzung des egozentrischen Referenzsystems (Lalonde 2002; Rinaldi et al. 2020).
Daftr spricht auch, dass es trotz der bekannten AB4-Expression im Striatum der Tg4-42-
Miuse bis zu einem Alter von mindestens sechs Monaten, im Gegensatz zum
Hippokampus, noch zu keiner Reduktion der Nervenzellzahl kommt (Bouter et al. 2013;
GieBlen 2019). Im Einklang mit dieser Annahme steht auflerdem, dass 5XFAD-Miuse auch
ohne signifikanten Nervenzellverlust im Hippokampus deutliche Defizite im Cross Maze
zeigen (Jawhar et al. 2012). Somit scheinen andere Hirnregionen ebenfalls von grol3er

Relevanz fir die Leistungen im Cross Maze zu sein.

Ein anderer Grund fir die Ergebnisse im Cross Maze koénnte die Beobachtung von
Deacon und Rawlins (20006) sein. Sie zeigten, dass Mause mit Hippokampus-Lisionen dazu
neigen, eine Seitenpriferenz zu entwickeln, was dann eine hohere Armwechselrate zur
Folge haben kann. Dabei sei angemerkt, dass bei sieben- und 12-monatigen Tg4-42-
Miusen nur noch etwa die Hilfte der Nervenzellen in CA1 vorhanden ist. Es ist also
moglich, dass eine so starke Degeneration ein dhnliches Phinomen hervorgerufen haben

konnte.

Insgesamt ist es verwunderlich, dass das Tg4-42-Mausmodell in jedem getesteten Alter
tber ein intaktes rdumliches Arbeitsgedichtnis verfiigt, obwohl es im Hippokampus zu
einer ausgepragten Degeneration kommt. Moglicherweise konnte auch im Cross Maze eine
Analyse der Strategien Aufschluss dariiber bringen, aus welchen Griinden keine
altersabhingigen Defizite anhand der Armwechselrate ermittelt werden konnten. Des
Weiteren koénnten auch in  diesem Fall weiterfithrende Analysen verschiedener
Hirnregionen zum Verstindnis beitragen. Auf Grund ihrer Relevanz fir das raumliche
Arbeitsgedichtnis sollten in Zukunft auch der prifrontale Kortex, das Striatum, der

Thalamus und vestibulidre Regionen dieses Mausmodells genauer untersucht werden.
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4.6 Ausblick

Diese Arbeit untermauert nochmals, welche bedeutende Rolle insbesondere AB442 bei der
Alzheimer-Demenz  spielt. Somit stellt diese AB-Spezies schlussendlich ein

vielversprechendes Ziel fur potentielle Therapieansitze dar.

Es wurde bereits gezeigt, dass sich kognitive Beeintrichtigungen und auch der
Zelluntergang durch den Einsatz eines Antikérpers gegen ABs4 und pyroglutamat-ABs.4,
vivo reduzieren lassen (Antonios et al. 2015). Besonders zu betonen sind jedoch die von der
FDA bereits zugelassenen Medikamente Aducanumab und Lecanemab (European
Medicine Agency 2022; Reardon 2023). Aducanumab, oder auch Aduhelm, bindet an die
Aminosduren 3-7 vom Af und bewirkt somit eine Verlangsamung des Krankheitsverlaufes
(Sevigny et al. 2016; Salloway et al. 2022). In Deutschland und der EU wird derzeit eine
erneute Prifung und Bewertung des Nebenwirkungsprofils von Aducanumab durchgefiihrt
(Biogen Inc. und Fisai Co. 2021; European Medicine Agency 2022; Séderberg et al. 2022).
Auch Lecanemab mit dem Handelsnamen Leqembi wirkt nach dem Prinzip der passiven
Immunisierung und bindet gezielt an I6sliche AB-Oligomere und -Fibrillen. Lequembi ist
dabei vor allem fir frithe Stadien der Alzheimer-Demenz vorgesehen (Swanson et al. 2021;
Biogen Inc. und Eisai Co. 2022).

Wie vielversprechend l6sliches und N-trunkiertes AB als Angriffspunkt fiir potentielle
Therapien ist, zeigt sich auch in den klinischen Studien von Donanemab. Die Zulassung
dieses Antikorpers gegen AR wird derzeit von der FDA gepriift (DeMattos et al. 2012;
Eli Lilly and Company’s 2021; Shcherbinin et al. 2022). Neben diesen Therapieansitzen
nach dem Prinzip der passiven Immunisierung gab es kiirzlich auch einen Erfolg bei der
aktiven Immunisierung mit einer zyklierten ABi.1s-Form in zwei Alzheimer-Mausmodellen,
nimlich der 5XFAD- und Tg4-42-Linie, zu verzeichen (Bakrania et al. 2022). Die mégliche

Impfung gegen Alzheimer riickt somit also in greifbare Nihe.

Zur Entwicklung solcher vielversprechenden Therapien gehéren jedoch immer Versuche
im Tiermodell. Insbesondetre bei der Alzheimer-Demenz ist das Morris Water Maze dabei
eines der populirsten Verhaltensexperimente. Fiir solche Studien kénnte die Suchstrategie-
Analyse mit Pathfinder in Zukunft von Vorteil sein. So wie die Analyse der Suchstrategien
im Tg4-42-Mausmodell frithere Defizite ergab, konnten auch kleinere Therapieerfolge
erkannt und weiterverfolgt werden. Insbesondere im Hinblick auf die Wirksamkeit
bestimmter Medikamente in sehr frithen Stadien der Alzheimer-Erkrankung konnte eine
Suchstrategieanalyse somit sinnvoll sein. Dartiber hinaus erlaubt eine Unterscheidung
zwischen allo- und egozentrischen Navigationsstrategien eine qualitative Bewertung der
Orientierungsfihigkeit und einen Rickschluss auf die geschidigten Strukturen und die

Wirksamkeit von Medikamenten.

Dass also Defizite im raumlichen Bezugsgedichtnis zu den frithen MCI- und Alzheimer-

Symptomen gehoren, kann ebenso von Nutzen fiir die Diagnostik sein. Wihrend bei der
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Erfassung des Orientierungsvermégens bisher bspw. im MMST eher zweidimensionale
(2D) visokontruktive Aufgaben eine Rolle spielten (Folstein et al. 1975), gibt es derzeit
immer mehr Forschungsgruppen, die sich mehr auf allozentrische Defizite konzentrieren.
Peter ez al. (2018) stellten fest, dass dreidimensionale (3D)-Versuche viele herkémmliche
2D-Aufgaben in ihrer Aussagekraft im Stadium der MCI ubersteigen. Analog zu realen 3D-
Tests, die meist sehr aufwendig sind, wird auch immer hiufiger die virtuelle Technologie
genutzt. Allison ef a/. (2019) fihrten bspw. eine Labyrinth-Simulation per Computer durch,
mit der milde kognitive Symptome mit einer hohen Sensitivitit erfasst werden konnten.
Die Leistung in solchen virtuellen Simulationen und Aufgaben korreliert dabei negativ mit
dem Volumen des entorhinalen Kortex und somit mit einer frithzeitig von der Pathologie
betroffenen Hirnstruktur (Braak und Braak 1991; Li et al. 2011; Howett et al. 2019).

Somit gibt es also nicht nur Forschungsdurchbriiche bei der Entwicklung von Therapien,
sondern auch in der Diagnostik. Bei der Fritherkennung spielt weiterhin die klinische
Manifestation eine entscheidende Rolle, sodass die Testung allozentrischer Bezugssysteme
ein grof3es Potential fur klinische Studien und auch zur Detektion der Alzheimer-Demenz
im MCI-Stadium birgt. Die Suchstrategie-Analyse im Morris Water Maze ist auBerdem eine
sinnvolle Erginzung fur zukinftige Versuche im Tiermodell und kann in Zukunft zur

Entwicklung neuer Therapien beitragen.



Zusammenfassung 80

5 Zusammenfassung

Die Alzheimer-Demenz ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der es typischerweise
zur Bildung von hyperphosphorylierten Tau-Fibrillenbiindeln, neuritischen Plaques,
16slichem AR und Nervenzellverlust kommt. Daraus resultieren kognitive Defizite, wobei
insbesondere Orientierungsschwierigkeiten schon in der praklinischen Phase manifest
werden. Besonders von Bedeutung bei der Nervenzellschidigung sind I6sliche intrazellulire
AB-Oligomere, die aufgrund eines erhohten Aggregationsbestrebens ein hohes Mal3 an
Toxizitit aufweisen. Eine wichtige Isoform ist das N-trunkierte AB442, welches nicht nur
sehr toxische Eigenschaften 7z vitro und in vivo birgt, sondern auch eine der hiufigsten
Varianten in humanen Alzheimer-Gehirnen darstellt. Im Tg4-42-Mausmodell wird Thyl-
Promotor-gesteuert ausschlieBlich ABs4 exprimiert. Dies ermdglicht die Analyse der
kognitiven Defizite und zelluliren Verdnderungen, die allein auf diese Isoform

zuruckzufiihren sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde an vorherige Studien zum Tg4-42-Mausmodell
angeknipft und eine weiterfithrende Charakterisierung der Verhaltensdefizite und des
Nervenzellverlustes in homozygoten Tieren vorgenommen. Mit Hilfe der Design-basierten
Stereologie konnte gezeigt werden, dass die ABsq-Expression in CAl des Hippokampus
mit einer Reduktion der Neuronenanzahl einhergeht. Wihrend sich ein signifikanter
Nervenzellverlust von ca. 45% zwischen den drei- und siebenmonatigen Miusen zeigt,

kommt es zu keiner weiteren Reduktion mit steigendem Alter.

Im Angstverhalten ergeben sich keine testiibergreifenden Verinderungen. Wihrend das
Tg4-42-Mausmodell im Open Field keine Auffilligkeiten zeigt, konnte im Elevated Plus
Maze ein reduziertes Angstempfinden im Alter von 12 Monaten beobachtet werden. In
diesem Alter kommt es auch zu einer Reduktion des Explorationsbestrebens und zu
motorischen Defiziten, wovon die Leistung im Morris Water Maze jedoch weitestgehend

unbeeinflusst bleibt.

Interessanterweise zeigen homozygote Tg4-42-Miuse ein unauffilliges Verhalten im Cross
Maze, obwohl es nachweislich zum Nervenzelluntergang im Hippokampus kommt.
Dennoch weist das Mausmodell deutliche Defizite im Morris Water Maze und somit im
raumlichen Bezugsgedichtnis auf. Im Bezug auf die allozentrischen Bezugssysteme kénnen
sogar erste Auffilligkeiten in jungen dreimonatigen Miusen erfasst werden. Diese wechseln
dabei deutlich spiter zu rdumlich spezifischen Strategien als die gleichaltrigen WT. Das
heif3t, dass schon dreimonatige Tg4-42-Miuse Defizite in der Nutzung allozentrischer
Navigationsstrukturen aufweisen, was anhand der Fluchtzeiten nicht hitte erfasst werden
konnen. Die Analyse mit Pathfinder erméglichte aulerdem eine Bestimmung der Qualitit

des Suchvorganges der Miuse und somit eine genauere Differenzierung kognitiver Defizite
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in allozentrischen und egozentrischen Referenzsystemen. Mit steigendem Alter zeigen die

homozygoten Tg4-42-Miuse dabei eine Abnahme rdumlich spezifischer Suchstrategien.

Die Defizite in den Verhaltensexperimenten lassen sich nicht ginzlich durch den
Nervenzellverlust in CAl erkliren. Eine wichtige Rolle konnte die Schidigung von
Synapsen oder die Degeneration weiterer involvierter Hirnstrukturen spielen, was in
Zukunft geklirt werden sollte. Umso wichtiger ist die Suchstrategie-Analyse in Zukunft fir
priklinische pharmakologische Studien, da sie eine sensitive Erfassung friher kognitiver
Verinderungen ermoglicht. Auch die in dieser Arbeit ermittelten Auswirkungen von ABs4.
auf die Kognition und den Nervenzellverbleib untermauert dartiber hinaus nochmals das

Potential dieser Variante als Zielstruktur méglicher therapeutischer Ansitze.
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