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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Prolog

Die Alzheimer-Demenz gehort zu den neurodegenerativen Erkrankungen, zu denen auch
der Morbus Parkinson sowie die Amyotrophische Lateralsklerose gehdren. Diese
Krankheitsbilder sind sehr vielfaltig und nehmen durch den demographischen Wandel mit
der stetig alternden Bevolkerung einen immer groRer werdenden Stellenwert ein, da ein
hohes Lebensalter fur die AD sowie den Morbus Parkinson einen der groften Risiko-
faktoren darstellt (Cummings et al. 1998; Pike et al. 2006; Rocca et al. 1986; Wallesch und
Forstl 2005). Die genaue Analyse der Entstehungsmechanismen sowie die Identifizierung
von Faktoren, die die Erkrankungen hervorrufen bzw. ihren Progress fordern, werden

demnach immer wichtiger.

Ein Faktor, der im Mittelpunkt vieler Studien steht, ist der massive Nervenzelluntergang,
der bei den neurodegenerativen Erkrankungen auftritt. Die genauen Mechanismen, die zum
Verlust der neuronalen Zellen fiihren, sind nach wie vor nicht vollstandig geklart. Einige
Studien konnten eine inflammatorische Komponente im zentralen Nervensystem der
Patienten nachweisen (Akiyama 1994; Amor et al. 2010; Bamberger und Landreth 2001).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass starke inflammatorische Stimuli im Sinne von
Lipopolysacchariden den Progress einer bestehenden neurodegenerativen Erkrankung
beschleunigen kdnnen (Combrinck et al. 2002). Aus diesem Grund soll in der vorliegenden
Arbeit im Tierexperiment der Zusammenhang zwischen einer Infektion und der

Progression einer bestehenden neurodegenerativen Erkrankung néher untersucht werden.

Die inflammatorische Komponente bei den neurodegenerativen Erkrankungen besteht aus
aktivierten Mikrogliazellen und Entziindungsmediatoren. Damit dhnelt der Prozess jenem,
der bei der Reaktion auf einen von auRen eingedrungenen Erreger auftritt. Bei den neuro-
degenerativen Erkrankungen scheint diese Reaktion jedoch unabhéngig von der Présenz
eines Erregers permanent aktiviert zu sein (McGeer PL und McGeer EG 1995). Trotz der
spezifischen Ausrichtung der Immunantwort gegen bestimmte Erreger kommt es auch bei
der Reaktion auf fremde Mikroorganismen zu Schédigungen korpereigener Zellen, wie
zum Beispiel der Nervenzellen. Demnach konnte die dauerhafte inflammatorische
Komponente neurodegenerativer Erkrankungen ebenfalls eine der Ursachen des
Nervenzelluntergangs sein. In Studien konnte gezeigt werden, dass Patienten, die unter
einem Morbus Alzheimer leiden, besonders h&ufig durch systemische Infektionen ein

Delirium entwickeln (Holmes et al. 2003). Diese Anfalligkeit fur die Entwicklung eines
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Deliriums deutet auf eine erhohte Empfindlichkeit des ZNS der AD-Patienten gegentiber
systemischen inflammatorischen Reaktionen hin. Eine Theorie ist, dass die bereits
voraktivierten Mikrogliazellen starker und schneller auf einen Erreger reagieren kdnnen,
gleichzeitig aber auch hirneigene Zellen in starkerem MaRe schadigen (Holmes und
Cotterell 2009).

Wie genau dieser Zusammenhang zu werten ist und inwiefern sich die akute Allgemein-
verschlechterung auf den gesamten Krankheitsprozess der AD auswirkt, soll mit Hilfe der

vorliegenden Arbeit naher untersucht werden.

1.2 Alzheimer-Demenz

1.2.1 Allgemeines

Die AD z&hlt zu den neurodegenerativen Erkrankungen. Sie ist eines der hadufigsten
Krankheitsbilder aus dem neuropsychiatrischen Bereich und der héufigste Grund fur
kognitive Beeintrachtigungen des é&lteren Menschen (Hsiao et al. 1996). Die initiale
Symptomatik bestent meist aus einem progredienten Gedachtnisverlust sowie
Orientierungsstorungen (Hardy und Allsop 1991). Des Weiteren sind histopathologische
Verénderungen fur die AD charakteristisch. Diese Verdnderungen umfassen einen
Synapsen- und Nervenzellverlust, welcher mit einer Hirnatrophie vor allem im Bereich des
Hippokampus einhergeht (Bayer und Wirths 2008). Zum anderen ist die AD durch das
Vorhandensein von extrazelluldren senilen Plaques und intrazellul&ren neurofibrillaren

Tangles gekennzeichnet (Masuhr und Neumann 2007).

Die neurofibrillaren Tangles bestehen aus einem abnorm phosphorylierten Fragment des
Tau-Proteins (Hardy und Allsop 1991). Sie befinden sich vor allem in Neuronen des
medialen Temporallappens (Buckner et al. 2005). Die Neurofibrillenbiindel fiihren zum
Tod der NZ. Ihre Anwesenheit korreliert besser mit der Schwere der Demenz als die
Dichte der Plaques. Dennoch gelten die Tangles nicht als die Hauptursache der AD, da sie
auch bei anderen Erkrankungen wie der progressiven supranukleédren Blickparese auftreten

kdénnen (Cummings et al. 1998).

Die neuritischen Plaques, die vor allem in der hippokampalen Formation sowie im
Neokortex vorkommen, besitzen einen Kern aus B-Amyloid-Peptiden, der von mehreren
dystrophischen Nervenzellen umgeben ist. AuBerdem kdnnen in der Peripherie der Plagques
Astrozyten und Mikrogliazellen vorgefunden werden. Der Durchmesser eines Plaques
betragt ca. 50 bis 200 um (Cummings et al. 1998). Die p-Amyloid-Peptide des Kerns
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entstehen durch enzymatische Spaltung aus dem Amyloid-Precursor-Protein (APP) (Kang
et al. 1987; Mattson 1997). Die extrazelluldren -Amyloid-Plaques sind spezifischer als die
Tangles, da sie vor allem bei der AD sowie bei der normalen Alterung des menschlichen

Gehirns vorkommen (Cummings et al. 1998).

Die Friherkennung der AD ist sehr wichtig, da die Behandlung neurodegenerativer
Erkrankungen so fruh wie moglich begonnen werden sollte, um die Progredienz kognitiver
Defizite zu verzogern (Wallesch und Forstl 2005). Zur Diagnostik stehen verschiedene
Klinische Tests zur Verfugung, wie beispielsweise der Mini-Mental-Status-Test, der zur
Abschatzung des Schweregrades der kognitiven Beeintrachtigung genutzt werden kann
(Folstein et al. 1975). Neben den neuropsychologischen Testverfahren kénnen postmortal
im Gehirn-Praparat histopathologische Veranderungen gefunden werden. Fir die
Diagnosestellung AD miissen sowohl die Tangles als auch die neuritischen Plaques
vorhanden sein (Cummings et al. 1998). Pramortal kann das Verhaltnis der Amyloid-p-
Spiegel als Marker zur Abschatzung des Risikos einer AD herangezogen werden (Koyama
etal. 2012).

Der Morbus Alzheimer ist eine Erkrankung des hoheren Alters. Er manifestiert sich meist
erst nach dem 65. Lebensjahr, kann aber in manchen Féllen auch schon friiher auftreten
und wird dann als prasenile Demenz bezeichnet. Diese Demenzform zeigt eine wesentlich
raschere Progression (Choo et al. 2011) und steht éfter im Zusammenhang mit bestimmten
autosomal-dominant vererbten Mutationen. Diese Mutationen betreffen die Gene fiir APP,
Présenilin-1 oder Prasenilin-2 (Kawarabayashi et al. 2001). Die Haufigkeit der Mutationen
unter den AD-Patienten liegt allerdings bei unter 5% (Cummings et al. 1998). Dennoch
war die Entdeckung dieser Mutationen ein Fortschritt fir die Wissenschaft. Durch das
Wissen um die Mutationen kam man der Entschlisselung des Entstehungsmechanismus
der AD ein Stiick n&her. Des Weiteren bot es die Mdglichkeit, transgene Mausmodelle zur
Erforschung der AD zu entwickeln. Ein weiterer Aspekt, der durch die Entdeckung der
Mutationen aufgedeckt werden konnte, ist der Zusammenhang zwischen der Demenz bei
Down-Syndrom-Patienten und der AD. Die histopathologischen Verdnderungen in
Gehirnen von Patienten mit Trisomie 21 &hneln denen der AD-Patienten (Kang et al.
1987). Diese Ahnlichkeit resultiert aus der Tatsache, dass sich das Gen fiir APP auf dem
Chromosom 21 befindet. Durch die dreifache Anzahl dieses Chromosoms bei Down
Syndrom-Patienten entsteht eine Uberexpression von APP (Hsiao et al. 1995), sodass es
bereits im 40. Lebensjahr zur Entwicklung einer AD kommen kann (Hardy und Allsop
1991).
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1.2.2 Historische Entwicklung

Die Alzheimer-Forschung begann im Jahre 1906 mit der Veroffentlichung des Falles
Auguste D. durch Alois Alzheimer wéhrend eines Vortrages in Tubingen und der
anschlieRenden Publikation ,,Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde** (Alzheimer
1907; Stelzmann et al. 1995). Durch die postmortale Untersuchung des Gehirns entdeckte
er die fur die AD typischen neuronalen Tangles sowie die Amyloid-Plaques. Die
Beschreibung der histopathologischen Entdeckungen zusammen mit der Kklinischen
Symptomatik seiner Patientin fiihrte 1910 zur Namensgebung der ,,Alzheimer“-Demenz
durch Emil Kraepelin (Hardy 2006). In den folgenden Jahrzehnten wurde versucht, die
Ursache dieser Erkrankung aufzuklaren, um den Weg fir eine geeignete Therapie zu
bahnen. Die Therapie der AD beruhte lange Zeit zum groRen Teil auf der Erhéhung der
Acetylcholin-Konzentration im Gehirn. Dieser Neurotransmitter wird im Nucleus basalis
Meynert produziert, der schon frihzeitig im Verlauf der AD betroffen ist. Durch den Zell-
verlust in diesem Kerngebiet kommt es zu einer verminderten Produktion des Transmitters.
Das Defizit der Acetylcholin-Synthese korreliert mit der Schwere der AD (Cummings et
al. 1998). Aus diesem Grund kann eine Therapie mit Acetylcholinesterase-Hemmestoffen
die Symptome der AD teilweise mildern. Diese symptomatische Therapie behebt aller-
dings nicht die Ursache der AD. Durch die Entdeckung des APP als Vorlaufer des
Amyloid-f sowie der Mutation des APP-Gens in Familien mit gehduft auftretender AD
wurde die Idee geschaffen, dass das Neurotransmitter-Ungleichgewicht durch den patho-
logischen Abbau des APPs bzw. die Ablagerung von Amyloid-B entsteht (Hardy und
Allsop 1991). Ein eindeutiger kausaler Zusammenhang zwischen Schwere der Demenz
und Dichte der neuritischen Plaques konnte allerdings nicht eindeutig nachgewiesen
werden (Cummings et al. 1998). Es wird vermutet, dass sowohl die Synapsenverluste, die
durch die Plagues mit bedingt sind, als auch der Tod jener Neurone, die Tangles
aufweisen, zum dementiellen Syndrom beitragen und dass auch die Neurotoxizitat sowie
die proinflammatorische Aktivitat der APP-Fragmente ursachlich beteiligt sind (Hardy und
Allsop 1991; Lotz et al. 2005).

1.2.3 Amyloid-p-Kaskade

Eine eindeutige Korrelation zwischen den B-Amyloid-Plaques und der Schwere der
Demenz konnte bis jetzt noch nicht gezeigt werden, allerdings wurde nachgewiesen, dass
die AB-Peptide neurotoxisch sind und zu einem Zellverlust fiihren kénnen (Cummings et
al. 1998; Deshpande et al. 2006). Es konnte weiterhin beobachtet werden, dass AB-Peptide
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in geringer Menge auch bei gesunden Menschen vorkommen. Dementsprechend ist nicht
allein ihre Anwesenheit die Ursache der AD, sondern die vermehrte Produktion (Chartier-
Harlin et al. 1991). Durch die Entdeckung der AB-Kaskade und damit des Entstehungs-
mechanismus der Plaques konnte die Pathogenese teilweise geklart werden. Die Peptide
werden aus dem Transmembranprotein APP abgespalten. Das Gen fir das APP-Molekdl
befindet sich auf dem Chromosom 21. Die genaue Funktion des APP-Molekdls ist unklar.
Es scheint in das Zellwachstum sowie in den Zell-Zusammenhalt einzugreifen (Hardy und
Allsop 1991). Der normale enzymatische Abbau des APP-Molekils geschieht ohne
Plaque-Bildung Uber eine a-Sekretase. Fiir die Entstehung der neurotoxischen AB-Peptide
der Plaques ist ein alternativer Spaltungsweg verantwortlich, der tGber eine - sowie eine y-
Sekretase verlauft (Mattson 1997). Dieser Weg ist bei der familidaren AD vermehrt aktiv
(Cummings et al. 1998). Durch die Spaltung entstehen mehrere Spaltprodukte. Das
Haufigste ist das aus 40 Aminosduren bestehende B-Amyloid-Peptid Ap-1-40. Das
zweithdufigste Spaltprodukt ist das Ap-1-42, welches 5-15% der Peptide ausmacht
(Kawarabayashi et al. 2001). Es besitzt 42 Aminoséuren, von denen die zwei zusatzlichen
AS lipophil sind, wodurch sich wesentlich leichter stabile Aggregate bilden kdnnen. Alle
bekannten Mutationen, die die AD verursachen, erhohen die Produktion von A, vor allem
des AB-1-42 (Cummings et al. 1998). Wie genau und ob das Ap zur Symptomatik beitrdgt,
ist unklar, allerdings ist sicher, dass es die Funktion der Nervenzellen negativ beeinflusst
und zu oxidativen Schéaden fihrt (Cummings et al. 1998). Weiterhin deutet die Tatsache,
dass die bekannten Mutationen zu einem drastisch erhohten Ap-Peptid-Spiegel im Gehirn
und damit auch zu einer erhohten AP-Ablagerung fihren, darauf hin, dass die Peptid-
Aggregate eine wichtige Rolle spielen kénnten (King und Arendash 2002). Aus diesem
Grund stellt die Entwicklung neuer Medikamente, die die Ap-Bildung verhindern sollen,
zum Beispiel durch die Beeinflussung der Sekretasen des APP-Abbaus (Cummings et al.
1998), einen wichtigen Ansatzpunkt in der Therapie der AD dar. Dennoch ist fraglich, ob
die Beeinflussung der AB-Ablagerung den gewiinschten Erfolg erzielen wird, da viele
Studien keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen Demenz-Schwere und Plaque-Dichte

zeigen konnten.

1.2.4 Inflammatorische Komponente

Die Ursache der AD konnte bislang immer noch nicht vollstdndig geklart werden. Bis
heute beschrankt sich die Therapie der AD weiterhin auf Cholinesterase-Inhibitoren wie
Donepezil und Rivastigmin, welche die Symptomatik der AD verbessern, allerdings nicht
den Progress der AD aufhalten kénnen. Ein weiterer wichtiger Behandlungsansatz vor
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allem in den frithen Stadien der AD stellt die Gabe von Memantinen dar. Memantine sind
Glutamat-Antagonisten und wirken Uber die Inhibierung der NMDA-Kanile
neuroprotektiv (Amor et al. 2010; Wallesch und Forstl 2005). Allerdings kann die bereits
bestehende Symptomatik durch keines der zur Verfligung stehenden Medikamente auf-
gehoben werden (Cummings et al. 1998). Priméares Ziel ist es folglich zurzeit noch, die
Lebensqualitat bestmdglich zu steigern und den Progress der Erkrankung hinauszuzogern.

Eine Heilung ist mit den zur Verfugung stehenden Mdglichkeiten noch nicht erreichbar.

Ein aufschlussreicher Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten ist
die Beobachtung, dass in den neuritischen Plaques Akute-Phase-Proteine, aktivierte
Mikrogliazellen und ein aktiviertes Komplement-System nachgewiesen werden kdnnen
(Cummings et al. 1998). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass nicht nur in den Plaques
von AD-Patienten Zeichen einer inflammatorischen Reaktion auftreten, sondern dass
allgemein bei den neurodegenerativen Erkrankungen immer auch eine inflammatorische
Komponente gefunden werden kann. Diese Komponente betrifft v.a. die Mikrogliazellen,
die bei den Erkrankungen selektiv aktiviert sind (Akiyama 1994; Cunningham et al. 2009).
Dabei konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Anzahl dieser Mikogliazellen mit einem
Krankheits-Progress assoziiert ist (Van Everbroeck et al. 2004). Ein weiterer aufschluss-
reicher Punkt ist, dass sich eine l&ngerfristige Einnahme wvon nicht-steroidalen
Antirheumatika positiv auf den Verlauf der AD (in t' Veld et al. 2001; Stewart et al. 1997;
Vlad et al. 2008) bzw. anderer neurodegenerativer Erkrankungen auswirken kann (Chen et
al. 2005; Cummings et al. 1998). Aullerdem konnten Mackenzie et al. zeigen, dass die
langfristige Einnahme nicht-steroidaler Antirheumatika zu einer signifikanten Reduktion
der Mikroglia-Aktivitat in den Gehirnen vorn AD-Patienten fuhrt (Mackenzie und Munoz
1998). Aus diesem Grund rickt die inflammatorische Komponente, die sich in den

Gehirnen der Patienten antreffen lasst, immer mehr in den Mittelpunkt der Forschung.

Zudem konnte beobachtet werden, dass sich eine bakterielle Infektion negativ auf den
Verlauf einer AD auswirken kann. Haufig verursacht eine derartige Infektion ein Delir bei
den AD-Patienten (Elie et al. 1998). Durch das Delir entsteht ein sehr schneller Verlust der
kognitiven Fahigkeiten (Murray et al. 1993). Dieser Verlust bildet sich haufig nur unvoll-
stdndig zurtick (Perry et al. 2007), weshalb die kognitive Verschlechterung bei den AD-
Patienten, die mit einer systemischen Infektion einhergeht, meist Uber die Phase der
Infektion hinaus persistiert (Holmes et al. 2009). Diese Beobachtung verdeutlicht die
enorme Wichtigkeit der entziindlichen Prozesse im Gehirn der AD-Patienten.
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1.3 Bakterielle Meningitis

Infektionen des ZNS durch pathogene Erreger verursachen vielerlei Symptomatik. Diese
Symptome sowie die Langzeitschaden einer zentral-nervosen Infektion beruhen jedoch
nicht allein auf dem Vorhandensein und der Aggressivitat der Erreger, sondern werden

auch durch den Wirt selbst mit verursacht.

Eine intrakranielle Infektion kann verschiedene Strukturen des Gehirns betreffen. Zum
einen konnen die Gehirnhéute, wie die Pia mater und die Arachnoidea betroffen sein, was
einer Meningitis entspricht. Zum anderen kann das Parenchym des Gehirns selbst betroffen

sein, in diesem Fall handelt es sich um eine Enzephalitis oder um einen Hirnabszess.

1.3.1 Epidemiologie und Symptomatik

Obwohl bei einer Enzephalitis direkt die Gehirnsubstanz betroffen ist und bei der
Meningitis nur die umgebenden Strukturen, ist die akute bakterielle Meningitis nach wie
vor mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitat assoziiert (Durand et al. 1993). Die hohe
Sterblichkeit sowie die haufigen Spéatfolgen haben sich trotz der zahlreichen neuent-
wickelten Antibiotika nicht adaquat verbessert (Nau et al. 1999b). Weltweit treten pro Jahr
etwa 600.000 Meningitis-Félle auf, von denen circa 180.000 Menschen an den Folgen der
Erkrankung versterben (Nau und Briick 2002).

Die klassische klinische Manifestation einer akuten bakteriellen Meningitis besteht aus der
Trias Fieber, Nackensteife und Bewusstseinseintriibung (Durand et al. 1993). Weitere
Symptome sind Kopfschmerzen, Ubelkeit, Hirnnervenausfalle, Verwirrtheit, Schlifrigkeit
und Koma (Carpenter und Petersdorf 1962). Die beiden letzten Symptome werden auch als
Lethargie bezeichnet, welche bei ca. 50% der Patienten auftritt (Durand et al. 1993). Des
Weiteren konnen als Zeichen einer neurologischen Schadigung epileptische Anfélle,
Ataxien und Lahmungen bis hin zu einer Hemiparese beobachtet werden. Die wichtigste
diagnostische Untersuchungsmethode bei Verdacht auf eine bakterielle Meningitis stellt
die Liquorpunktion dar. Dabei stellt sich eine bakterielle Meningitis typischerweise durch
das Vorhandensein eines triiben Liquors, einer Eiweillerhéhung sowie einer neutrophilen
Granulozytose dar. Des Weiteren kann bei zahlreichen Patienten ein erhohter intra-
kranieller Druck beobachtet werden. Im peripheren Blut lassen sich im Falle einer Sepsis
Entzlindungszeichen wie ein erhohtes Laktat nachweisen. Die genannte Klinische
Manifestation der akuten Meningitis wird nicht allein durch die Bakterien verursacht,

sondern ist zu einem erheblichen Teil durch den Wirt selber bedingt (siehe unten).
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Neben den akuten Symptomen aufgrund von Meningitiden treten haufig auch Spétfolgen
auf. Diese Langzeitprobleme betreffen oft das Ged&chtnis sowie die Lernfahigkeit.
Weiterhin  kdnnen  postmortal degenerative  Verdnderungen im  Sinne eines
Nervenzellverlustes im Bereich des Hippokampus gefunden werden (Nau et al. 1999a). Es
konnte in Tierexperimenten nachgewiesen werden, dass dieser Zellverlust vor allem in der
frihen Phase einer bakteriellen Meningitis auftritt (Zysk et al. 1996). Diese Veranderungen
deuten darauf hin, dass nicht alleine die bakteriellen Bestandteile und deren Toxizitét fur
die Folgen verantwortlich sein kénnen, da sich die Bakterien bei einer Meningitis groRten-
teils im Liquor sowie den Meningen befinden. An der Entstehung der Spatfolgen sowie der

akuten Symptomatik miissen also weitere Faktoren beteiligt sein.

1.3.2 Pathophysiologie und Therapie

Die meisten bakteriellen Meningitiden entstehen durch Bakterien der Schleimhaut des
Nasopharynx, der Nasennebenhohlen, der Lunge sowie des Mittelohres (Nau und Briick
2002). Die Bakterien gelangen durch eine hamatogene Ausbreitung zum ZNS. Dort
penetrieren sie durch verschiedene Mechanismen die Blut-Hirn-Schranke und erreichen so
den Subarachnoidalraum. Aufgrund der geringen Konzentration an Leukozyten und
anderen Abwehrmechanismen im Liquor konnen sich manche Bakterien in diesem
Kompartiment ideal vermehren (Nau und Briick 2002). Durch unterschiedliche Ursachen
kommt es dann zum Untergang neuronaler Zellen des Wirtes. Zum einen sezernieren die
Bakterien toxische Verbindungen, die direkt die umliegenden Zellen schédigen. Zu diesen
Verbindungen gehort unter anderem Pneumolysin, welches bei Meningitiden durch
Streptococcus pneumoniae freigesetzt wird und zu einem Untergang von Nervenzellen
fihrt (Stringaris et al. 2002). Aber auch andere Hamolysine fihren direkt zu einer
Schédigung neuronaler Zellen. Zum anderen werden proinflammatorische Mediatoren
freigesetzt, die zu einer starken Abwehrreaktion des Wirtes fuhren. Diese Abwehrreaktion
besteht aus der Reaktion der glialen Zellen sowie angelockter Leukozyten. Durch die
Stimulation der Astrozyten und Mikrogliazellen kommt es zu einer Ausschiuttung von
freien Radikalen sowie Aminosauren, um die Erreger zu eliminieren. Dieser korpereigene
Schutz des Wirtes schadet allerdings nicht nur den Erregern, sondern auch dem Wirt durch
die Zerstorung neuronaler Zellen (Braun et al. 1999). Dadurch entstehen nicht nur die
klinische Manifestation der akuten bakteriellen Meningitis, sondern auch die Spatfolgen im
Sinne von kognitiven Beeintrédchtigungen, die Uber mehrere Jahre hinweg persistieren
kdnnen (Grimwood et al. 2000).
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Die eingewanderten Leukozyten werden ebenfalls fir die Beseitigung der Erreger bendtigt.
Durch die Einwanderung und die Reaktion der Leukozyten kommt es allerdings auch zu
einer Beschadigung der endothelialen Zellen der GefaRe und damit verbunden zu einer
Vaskulitis sowie zu GeféRverschliissen. Diese Reaktion fuhrt zu einem ischdmischen
Nervenzelluntergang, der wiederum ein zytotoxisches Odem verursachen kann (Nau und
Briick 2002).

Doch nicht alleine die Virulenz des Erregers und die Antwort des Wirtes auf die Bakterien
spielen bei der Entwicklung von Folgeschaden eine Rolle. Auch der Einsatz von Anti-
biotika beeinflusst den Verlauf der Meningitis und der mdglichen Folgen. Durch die
Entwicklung der Cephalosporine der dritten Generation konnte die Letalitat der durch
gramnegative Bakterien verursachten Entziindung der Leptomeningen deutlich gesenkt
werden. Doch trotz des sehr wirksamen Antibiotikums liegt die Letalitat bei einigen
Erregern wie dem Streptococcus pneumoniae weiterhin tUber 20% (Durand et al. 1993).
Einer der Griinde fur die Diskrepanz zwischen der starken Wirksamkeit der Antibiotika
und der immer noch hohen Letalitat der Erkrankung liegt in der Wirkweise der Antibiotika
und der Eigenschaften der Bakterien. Anders als grampositive Bakterien besitzen die gram-
negativen Bakterien eine wesentlich diinnere Wand, die nur aus einer Mureinschicht sowie
einer &uleren Membran besteht. In dieser Membran sind die sogenannten
Lipopolysaccharide (LPS) verankert. Diese LPS bestehen zum Teil aus Lipid-A, welches
bei dem Zerfall der Bakterien freigesetzt wird und zum septischen Schock fiihren kann
(Fuchs und Schlegel 2007; Gross 2009). Diese Bestandteile des LPS sind als Endotoxine
fur die inflammatorische Aktivitat des LPS verantwortlich (Nau und Eiffert 2002). Durch
diese proinflammatorischen Zellwandbestandteile kommt es zu einer Erhéhung der
Mortalitat (Nau et al. 1999b), unter anderem durch die Induktion der Zytokinbildung und
der damit verbundenen Verstarkung der meningealen Inflammation. Unter den Zytokinen
sind vor allem das Interleukin 6 und Interleukin 1f fiir die Abwehrreaktion von Bedeutung
(Holmes et al. 2003). Durch die Entziindung der Meningen kommt es zu einem Hirnddem,
welches ber eine Erhohung des intrakraniellen Druckes zu einer letalen Herniation oder
zu bleibenden neurologischen Schaden fihren kann (Nau et al. 1999b). Durch eine
Therapie mit den auf proliferierende Zellen bakterizid wirkenden B-Lactam-Antibiotika,
die den Aufbau der Bakterienwand beeintrachtigen, kommt es zu einem Zerfall der
Bakterien (Lullmann et al. 2010). Dieser plétzliche Zell-Zerfall fihrt zu einer drastischen
Erhohung der bakteriellen Wand-Komponenten im Liquor, wodurch es sehr schnell zu

einer massiven Entziindungsreaktion kommt. Dies fiihrt wiederum zu einer drastischen
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Erh6hung des intrakraniellen Druckes und kann dadurch zum Tod flhren. Dement-
sprechend wirkt sich die antibiotische Therapie mit Penicillinen oder Cephalosporinen
nicht nur positiv auf eine Meningitis aus. Aus diesem Grund wird die Verwendung anderer
Antibiotika, wie Rifampicin (Nau et al. 1999b), oder die Gabe von Glukokortikosteroiden,
wie Dexamethason, die bereits eingesetzt werden, diskutiert. Der Einsatz der
Glukokortikosteroide ist jedoch kritisch zu sehen, da der Nutzen noch nicht eindeutig
bewiesen ist (Bone et al. 1987). Des Weiteren konnte in tierexperimentellen Versuchen ein
vermehrter Untergang von Neuronen in der hippokampalen Formation bei der Verwendung

von Dexamethason beobachtet werden (Spreer et al. 2003; Zysk et al. 1996)

1.3.3 Escherichia-coli-Meningitis

Das Bakterium E. coli ist ein gramnegatives Stdbchen-Bakterium und gehort somit der
groliten Gruppe medizinisch relevanter Bakterien an. Die Spezies E. coli gehort zur
Gattung Escherichia, die zur Familie der Enterobacteriaceae gehort. Es ist ein fakultativ
pathogener Erreger, der je nach Subtyp Bestandteil der nattrlichen Darmflora oder
Ursache lebensbedrohlicher Erkrankungen sein kann. Als Bestandteil der Darmflora ist er
oft die Ursache nosokomialer Infektionen. Die Ubertragung erfolgt bei den Darmkeimen
zumeist fakal-oral. In der Spezies der E. coli gibt es jedoch viele Subtypen, die sich anhand
ihrer Virulenzfaktoren voneinander unterscheiden. Der Subtyp E. coli K1, der flr die
Versuche der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, tragt seinen Namen aufgrund des
speziellen K-Antigens. Dieses K1-Antigen besteht aus Kohlenhydraten, die sich in der
aulleren Membran des Bakteriums befinden (Schiffer et al. 1976). Sie werden auch Kapsel-
Antigene genannt. Das K1-Antigen ist besonders auf E. coli-Stdammen zu finden, die
gravierende Erkrankungen wie Meningitiden und Pyelonephritiden ausldsen (Hahn et al.
2009). Das K1-Antigen hat eine &hnliche Struktur wie das Kapselpolysaccharid der Gruppe
B-Meningokokken (Glode et al. 1977). Es schitzt das E. coli-Bakterium vor der
Beseitigung durch Phagozytose und ist fir die Invasivitat des Erregers mitverantwortlich
(Schiffer et al. 1976). E. coli K1 verursacht etwa die Halfte aller neonatalen Infektionen
und ist einer der haufigsten Erreger der Meningitiden im Neugeborenen-Alter (Korhonen
et al. 1985; Pluschke et al. 1983).

Das Bakterium E. coli ist der hdufigste Grund flr eine Meningitis bzw. eine Septikdmie
des Neugeborenen (Korhonen et al. 1985). Durch das Vorkommen des Bakteriums als
Kommensale der Darmflora kann es bei der Geburt zu einer Ubertragung auf das

Neugeborene kommen. Bei Erwachsenen ist die E. coli-Meningitis seltener. Die hdufigsten
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Erreger der ambulant erworbenen bakteriellen Meningitis beim &lteren Menschen sind
Pneumokokken (Streptococcus pneumoniae), Meningokokken (Neisseria meningitidis)
sowie Listeria monozytogenes. Diese Erreger spielen jedoch bei der nosokomialen
Meningitis eher eine untergeordnete Rolle. Hier liegt das Erregerspektrum eher bei den
gramnegativen Bakterien, wobei es sich vor allem um Klebsiellen sowie E. coli-Bakterien
handelt (Durand et al. 1993).

Die Ursache fiir das geringe Vorkommen der E. coli-Meningitis in der normalen
Bevolkerung ist die etwas schwachere Virulenz des Bakteriums. Unter den Neugeborenen,
die aufgrund der intrapartalen Ubertragung des Bakteriums Symptome aufweisen, ent-
wickeln nur wenige der Kinder eine manifeste Meningitis (Glode et al. 1977). Gerade
dieser Faktor wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um eine moglichst lange
inflammatorische Reaktion im ZNS zu erzeugen, da aufgrund der geringen Virulenz die

Versuchstiere relativ lange ohne Therapie tberleben konnten.

1.4 Einfluss einer Infektion auf die Neurodegeneration

Den neurodegenerativen Erkrankungen ist gemeinsam, dass sie mit einer langsam progre-
dienten Verschlechterung der Symptomatik einhergehen, wobei sich die Symptome der
verschiedenen Erkrankungen sehr stark unterscheiden. Zum einen betreffen sie
Bewegungsstorungen, zum anderen dominieren wie bei der AD eher die kognitiven
Defizite. Die klinische Manifestation entsteht vor allem aufgrund eines fortschreitenden
Nervenzellverlustes. Viele Studien konnten einen Zusammenhang mit inflammatorischen
Prozessen in den Gehirnen der Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen
beobachten (Perry et al. 2003; Perry et al. 2007; Whitton 2007). Diese inflammatorischen
Prozesse ahneln denen, die bei einer systemischen Infektion auftreten. Viele Faktoren
stehen unter dem Verdacht, in den Gehirnen der Patienten proinflammatorisch zu wirken.
Dies sind unter anderem Protein-Aggregate, wie das Amyloid-f3 der AD-Patienten, sowie
Molekile, die von den absterbenden Neuronen freigesetzt werden. AuBerdem wird ber
eine fehlende Regulierung der inflammatorischen Kontroll-Mechanismen diskutiert
(Holmes et al. 2003; Wyss-Coray und Mucke 2002). Ein Indiz dafir, dass es sich
womoglich auch um eine Dysregulation der inflammatorischen Komponenten handeln
konnte, ist die Beobachtung, dass eine systemische Infektionen bei Patienten mit einer
neurodegenerativen Erkrankung durch eine Entzlindungsreaktion im ZNS zu einer
Verschlechterung der Symptomatik flhrt (Perry et al. 2003; Perry et al. 2007). Als Grund
wird das Vorhandensein eines bereits voraktivierten Immunsystems im ZNS diskutiert
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(Holmes et al. 2003), welches durch eine Infektion zuséatzlich aktiviert wird und damit zu
einer Verschlechterung der Symptomatik fihrt. Die wichtigsten Zellen des Immunsystems
scheinen in diesem Zusammenhang die Mikroglia zu sein, durch deren Aktivierung es zu
einer Neuronenschadigung kommt (Perry et al. 2007). Mikrogliazellen sind die wichtigsten
Zellen des Immunsystems im Gehirn und stellen die Makrophagen des ZNS dar (Aloisi
2001; Kettenmann et al. 2011; Wyss-Coray und Mucke 2002). Bei Infektionen sowie bei
Schédigung von Gehirngewebe werden die Mikrogliazellen aktiviert (Kettenmann et al.
2011). Durch die standige Reizung der Nervenzellen in Gehirnen von Patienten mit neuro-
degenerativen Erkrankungen werden dementsprechend auch die Mikroglia kontinuierlich
durch die Ap-Peptide aktiviert (Lotz et al. 2005). Dadurch kommt es zu einer permanenten
inflammatorischen Komponente im ZNS, die an der Pathogenese von neurodegenerativen
Erkrankungen beteiligt ist (Amor et al. 2010).

Bei einer systemischen Infektion reagiert der Korper mit einer systemischen Immun-
antwort. Diese Reaktion fuhrt Gber verschiedene Wege auch zu einer Aktivierung der
Mikrogliazellen des ZNS. Dies geschieht unter anderem durch die Ausschiittung
proinflammatorischer Mediatoren wie Zytokinen aus aktivierten Makrophagen sowie
zerstorten Zellen. Die aktivierten Mikrogliazellen schitten ebenfalls eine Reihe
proinflammatorischer Faktoren wie Interleukine und Tumor-Nekrose-Faktor a sowie zyto-
toxische Faktoren wie Superoxid und Stickstoffmonoxid aus (Block und Hong 2005).
Durch die bereits bestehende VVor-Aktivierung der Mikrogliazellen bei Patienten mit neuro-
degenerativen Erkrankungen sind diese wesentlich reaktiver und verursachen eine starkere
und aggressivere Immunantwort im ZNS im Vergleich zu gesunden Menschen. Diese
Immunantwort besteht einerseits aus der erwahnten Zytokinausschiittung sowie
andererseits aus einer verstarkten Phagozytose von Neuronen, was beides zu einer
neuronalen Schadigung fihrt. In vitro konnte bereits belegt werden, dass das gleichzeitige
Vorhandensein von AR und LPS zu einer synergistischen Aktivierung der Mikogliazellen
fihrt (Lotz et al. 2005; Schiitze et al. 2012). Ferner konnte gezeigt werden, dass eine
zusétzliche Stickstoffmonoxid- sowie Zytokin-Freisetzung resultiert (Lotz et al. 2005). Die
akute Verstdrkung einer bestdndigen Entzindung im ZNS von Patienten mit neuro-
degenerativen Erkrankungen, die durch eine systemische Infektion auftritt, konnte
dementsprechend durch eine verstarkte Aktivierung der Mikrogliazellen und den damit

verbundenen Nervenzelluntergang zu einem Progress der Erkrankungen flhren.
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Bisher gibt es nur wenige tierexperimentelle Studien, die eine Verschlechterung der neuro-
degenerativen Erkrankungen durch eine bakterielle Infektion bestatigen. Es gibt jedoch
Klinische Studien, die vor allem bei Patienten mit AD belegen, dass eine systemische
Infektion die Erkrankung dauerhaft verschlechtern kann (Holmes et al. 2003; Holmes et al.
2009). Diese klinischen Beobachtungen konnten durch tierexperimentelle Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe jedoch nicht belegt werden. Sowohl eine systemische (Ebert et al.
2010) als auch eine intrazerebrale Infektion (bisher noch unpublizierte Daten) mit dem
haufigsten Erreger ambulant erworbener bakterieller Meningitiden sowie zahlreicher
respiratorischer Infekte, Streptococcus pneumoniae, filhren weder zu einer Beeintréchti-
gung der kognitiven F&higkeiten in der Akutphase der Infektion noch zu langerfristigen
Auswirkungen auf transgene AD-Mause. Allerdings konnte in einem anderen Mausmodell
ein negativer Einfluss des LPS als Bestandteil der Bakterienwand gramnegativer Bakterien
auf den Verlauf einer Prionerkrankung gezeigt werden. Hier zeigte sich nach der intra-
peritonealen Injektion einer hohen Dosis LPS eine Progression der Neurodegeneration
sowie eine Verschlechterung der kognitiven Fahigkeiten (Combrinck et al. 2002;
Cunningham et al. 2005; Cunningham et al. 2009). Des Weiteren zeigte sich in einem
Mausmodell der ALS ebenfalls ein negativer Einfluss einer intraperitonealen Injektion mit
LPS (Nguyen et al. 2002). Aufgrund dessen wurde die Infektion der transgenen AD-M4&use
in der vorliegenden Arbeit anstatt mit einem grampositiven Bakterium wie dem
Streptococcus pneumoniae mit einem gramnegativen Erreger durchgefuhrt. Da Escherichia
coli ein h&ufiger Erreger von Infektionen bei alteren hospitalisierten Patienten ist, wurde
dieses Bakterium fur die weiteren Versuche benutzt. Zudem konnten Barrientos et. al.
zeigen, dass eine periphere Infektion mit E. coli bei alteren nicht-transgenen Méausen zu
einer Beeintrachtigung der hippokampalen Gedachtnis-Konsolidierung fuhrt (Barrientos et
al. 2006). Fir die Versuche der vorliegenden Arbeit traf man die Entscheidung zur intra-
zerebralen Injektion, um eine stirkere ZNS-Inflammation hervorzurufen sowie die bereits
aktivierten Mikrogliazellen direkt beeinflussen zu konnen. Dadurch sollte untersucht
werden, ob sich die klinischen Beobachtungen experimentell in einem Mausmodell mit

einer echten Infektion bestétigen lassen.

1.5 Ziele der Arbeit

Neurodegenerative Erkrankungen, wie die AD, stellen durch den demographischen
Wandel ein immer groRer werdendes Problem dar. Die klinischen Beobachtungen, dass
sich bakterielle Infektionen negativ auf eine bestehende neurodegenerative Erkrankung
auswirken, deuten auf eine erhohte Vulnerabilitat der Neurone gegentiber Infektionen hin.
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Verantwortlich flr diese erhdhte Anfalligkeit kdnnten eine synergistische Aktivierung von
Mikrogliazellen und der damit verbundene Nervenzellverlust durch das bei der AD

vorkommende AP sowie zusatzliche bakterielle Bestandteile sein.

In vorherigen Experimenten konnte mit Hilfe von Tierexperimenten nie eindeutig belegt
werden, dass sich eine bestehende neurodegenerative Erkrankung durch eine bakterielle
Infektion verschlechtert. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sich hohe Dosen LPS
negativ auf den Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen auswirken. Diese
unphysiologisch hohen Dosen werden bei echten Infektionen jedoch kaum erreicht,
dennoch konnte dadurch gezeigt werden, dass sich bakterielle Bestandteile negativ auf den

Verlauf auswirken koénnen.

Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit ist es, den Einfluss einer intrazerebralen
Infektion mit dem Bakterium Escherichia coli auf den Verlauf einer neurodegenerativen
Erkrankung im Mausmodell zu untersuchen. Dabei wollen wir eine mdgliche Verschlech-
terung der kognitiven Fahigkeiten der transgenen Tg2576-Mause, welche ein mutiertes
APP tiiberexprimieren und humanéhnliche AP-Plaques aufweisen, durch eine Infektion
untersuchen, um die in den vorherigen Experimenten nachgewiesenen Effekt des LPS auf
den Verlauf einer neurodegenerativen Erkrankung auch mit Hilfe einer echten Infektion zu
uberpriifen. Dabei sollten die Mduse intrazerebral infiziert werden, da eine systemische
Infektion nicht lange genug von den Mausen (berlebt wird, um eine ausreichende
Inflammation im ZNS zu erreichen. Des Weiteren koénnen dadurch die bakteriellen
Bestandteile inklusive des LPS direkt an den Zellen des ZNS wirken. Zum Vergleich
sollten zusatzlich nicht-transgene Mause infiziert werden, um die Bedeutung der
Transgenitat zu untersuchen. Die Beurteilung des Verlaufs der Erkrankung erfolgte mit
Hilfe des neuropsychologischen Testes ,,Morris Water Maze* und motorischen Tests und
wurde mit den Leistungen nicht-infizierter Mause verglichen. Des Weiteren sollte die
postmortale Konzentration an AP nach einer intrazerebralen Infektion beurteilt werden.

Dabei sollten vor allem folgende Fragen beantwortet werden:

1. Beeinflusst eine intrazerebrale Infektion mit E. coli den Verlauf der AD im Maus-
modell?

2. Hat eine intrazerebrale Infektion mit E. coli Einfluss auf die Amyloid-p-Konzentra-
tion in den Gehirnen der transgenen Tg2576-Mause?
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2 Material und Methoden
2.1 Gerate und Chemikalien
2.1.1 Gerate
- Pipetten Eppendorf, Hamburg
- Schuttelplatte, Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
- Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg
- Vakuum-Zentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg
- Vortexer IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
- Thermocycler T3 Biometra, Gottingen
- Sharp Mikrowelle R-216 Sharp Electronics GmbH, Hamburg
- DNA-Gelelektrophorese-Apparatur ~ Bio-Rad, Hercules, USA
- UV-Kontaktlampe Vetter GmbH, Wiesloch
- Waage (Sartorius excellence E1200S) Sartorius AG, Gottingen
- Hochseil-Konstruktion Eigene Konstruktion
- Rotarod-System Neuroscience Inc, Tokyo, Japan
- Water-Maze-System TSE-Systems, Bad Homburg
- Infrarot-Lampe HP1511 Philips, Hamburg
- Brutschrank/Inkubator INB 200 Memmert, Schwabach
- Praparationsbesteck Aesculap, Tuttlingen
- Einbettautomat Leica Vertrieb GmbH, Bensheim
- Eingielstation Shandon, Frankfurt
- Mikrotom Leica, Wetzlar
- Mikroskop BX51F Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg
- Sonifikator UW 2070 Bandelin electronic, Berlin
- Multiplate Reader Tecan, Crailsheim

2.1.2 Reagenzien, Chemikalien

- Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt
- Trisaminomethan (Tris) Merck, Darmstadt
- Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck, Darmstadt
- Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt
- Proteinase K (recombinantPCR grade) Roche Applied Science, Mannheim

- Isopropanol (2-Propanol) Merck, Darmstadt
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Ethanol

PCR-Primer

Dimethylsulfoxid (DMSO)
PCR-Puffer Green GoTag®

dNTPS Set (molecular biology grade)
GoTag® DNA Polymerase

100 bp DNA Ladder (GeneRuler®)
TBE-Puffer

Agarose (Electrophoresis grade)
Ethidiumbromid

O'Range Ruler™ 100bp DNA Ladder
Ketaminhydrochlorid (Ketamin 100®)
Xylazin (Xylariem®)
Natriumchlorid-L6sung 0,9%
Ceftriaxon (Rocephin®)
Formaldehydlésung
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Xylol

Héamalaunlésung nach Mayer
Eisessig

Kaliumpermanganat (KMnQy,)
Kaliumdisulfit (K,S,05s)

Oxalsdure

Natriumhydroxid (NaOH)
Wasserstoffperoxid (H,0,)
Essigséure

Thioflavin S T1892-25G
Fluoromount

ELISA APB1-40 und 1-42 Reagenzien

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

E-Cups (0,5 ml, 1,5 ml)
Pipettenspitzen

10-ml-, 50-ml-Rdéhrchen
Spritzen (Iml, 2ml, 5ml, 10ml)

Merck, Darmstadt

MWG Biotech, Ebersberg

Merck, Darmstadt

Promega Corporation, Madison, W1, USA
Fermentas Life Sciences, Vilnius, Litauen
Promega Corporation, Madison, WI, USA
Fermentas Life Science, Vilnius, Litauen
Merck, Darmstadt

Invitrogen life technologies, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fermentas Life Sciences, Vilnius, Litauen
Pharmanovo GmbH, Hannover

Alvetra, Neumdiinster

Delta Select, Pfullingen
Hoffmann-LaRoche AG, Grenzach-Wyhlen
Merck, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

The Genetics company, Schlieren, Schweiz

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Braun, Melsungen
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- Einmalkantlen (Sterican® 26G x ¥2)  Braun, Melsungen

- Blutagarplatten Mikrobiologie Gottingen

- Einbettkassetten KABE Labortechnik, Nimbrecht-Elsenroth
- ELISA A 1-40,1-42 Test Platten The Genetics company, Schlieren, Schweiz

2.1.4 Software

- Videomot 2.0 TSE-Systems, Bad Homburg

- Cell*F Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg
- Definiens Definiens AG, Minchen

- GraphPad Prism 5.0 GraphPad Software, San Diego, CA, USA

2.2 Versuchstiere

Fur die tierexperimentellen Versuche wurden Mause verwendet, die gentechnisch
verandert waren. Sie gehdrten dem Stamm Tg2576 an, der 1995 von Dr. Karen K. Hsiao
entwickelt wurde (Hsiao et al. 1995). Die Mutation, die der Mauslinie zugrunde liegt,
wurde inital in einer schwedischen Familie beobachtet, in der eine familidr auftretende friih
beginnende AD bekannt war. In dieser Familie gelang die Identifizierung der Doppel-
mutation Lys®”® — Asn, Met®”* — Leu (K670N, M671L) in der Sequenz des humanen
APPggs. Bei den Tg2576-Mausen wurde diese Sequenz in das Genom der Mause eingesetzt
und unter die Kontrolle des Hamster-Prion-Protein-Gens gestellt (Hsiao et al. 1996). Durch
die Kontrolle mittels Prion-Promotor kommt es in den Neuronen zu einer Uberexpression
des mutierten APPs (King und Arendash 2002). Ab dem Alter von 9 bis 10 Monaten
kommt es zu Gedédchtnisdefiziten und ab dem Alter von 11 bis 13 Monaten auch zur Ent-
wicklung von B-Amyloid-Plaques (Hsiao et al. 1996). Die Verpaarung sowie die Haltung
der Versuchstiere und die Durchfiihrung der Versuche erfolgten in der Zentralen Tier-
experimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen. Prof. Dr. med. R.
Schliebs aus dem Paul-Flechsig-Institut fur Hirnforschung der Universitat Leipzig stellte
freundlicherweise den urspriinglichen Tg2576-Stamm bereit. Die Verpaarung erfolgte
durch eine Rickkreuzung der C57B6/SJL-Tiere mit C57B6-Weibchen. Fir die Versuche
wurden sowohl Tiere verwendet, die das gentechnisch veranderte Gen nicht besalien
(nicht-transgen, Tg™), als auch Mause, die heterozygot fiir das Gen waren (transgen, Tg™").

Eine Homozygotie wurde von den Mausen nicht tberlebt.

Insgesamt 92 Mé&use im Alter von 10 bis 15 Monaten wurden fur die Versuche verwendet.
Unter diesen Tieren waren 44 transgene (Tg™") und 48 nicht-transgene Mause (Tg™). Das

mittlere Alter der Mause in den beiden Gruppen lag bei etwa 13 Monaten.
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Den Versuchstieren wurde Nahrung und Wasser nach Belieben bereit gestellt. Die Haltung
erfolgte in offenen Einzel- oder Gemeinschafts-K&figen zu maximal funf Madusen.
Aufgrund des stark aggressiven Verhaltens der Ménnchen untereinander wurden diese
ausschlieBlich in Einzelkafigen gehalten. Die Weibchen wurden zu Beginn der Versuchs-
reihe ebenfalls getrennt. Die Versuche wurden nicht geschlechtergetrennt durchgefihrt, da
aufgrund der langen Haltungsdauer nicht geniigend Mause eines Geschlechts zur
Verfligung standen. Das Geschlechterverhaltnis lag in der transgenen Gruppe bei ca. 2 : 3
(mannlich : weiblich) und in der nicht-transgenen Gruppe bei 1 : 1. Die Versuche fanden in
derselben Raumlichkeit statt, in der die Tiere gehalten wurden, um eine mogliche Irritation
durch einen Raumwechsel und die damit verbundene mdgliche Beeinflussung der
Leistungsfahigkeit der Mause in den Tests zu verhindern. Der Raum wies eine
Raumtemperatur von 20°C sowie eine relative Luftfeuchtigkeit von ca. 55% auf. Bei der
Beleuchtung wurde auf einen Tag-Nacht-Rhythmus geachtet. Die Photoperiode umfasste
jeweils zwolf Stunden Helligkeit sowie zwolf Stunden Dunkelheit, wobei die Versuche
stets in der hellen Phase durchgefiihrt wurden. Die Tiere wurden téglich von den
Mitarbeitern der ZTE betreut. In der Versuchszeit wurden die M&use des Weiteren von der
durchfuhrenden Versuchsleiterin dreimal in der Woche und waéhrend den Tagen der
Infektion taglich gewogen. Aus tierschutzrechtlichen Griinden wurden Tiere, die durch die

Infektion einen zu starken Gewichtsverlust erlitten, durch zervikale Dislokation getotet.

Fir das Auseinanderhalten der Mause wurden Ohrmarken verwendet. Des Weiteren wurde
zur ldentifizierung der Tg*- und Tg”-Mause ein Stiick des Schwanzes entfernt. Die
Erkennung erfolgte mit Hilfe einer Genotypisierung, in der das Gen fir das humane

Amyloid-Vorlauferprotein hAPPggs nachgewiesen wurde (siehe auch Kapitel 2.3).

Die folgenden Experimente wurden von der Tierschutzkommission der Universitats-
medizin Gottingen beflirwortet und von der Bezirksregierung Braunschweig genehmigt.
Die Versuche wurden zwischen September 2008 und Dezember 2011 in den Laboren der
Abteilung Neuropathologie an der Universitat Gottingen durchgefuhrt.

2.3 Genotypisierung der Tg2576-Mause

Fiir die Versuche wurden sowohl Tg™- als auch Tg”-Mause des Stammes Tg2576
verwendet, um eine mogliche Kausalitdt zwischen Transgenitdt, Inflammation und
Verschlechterung der motorischen sowie neuropsychologischen Fahigkeiten nachzu-
weisen. Um die Transgenitdt der phanotypisch unauffélligen Mause identifizieren zu
kdnnen, wurde vor dem Beginn des Versuches eine Genotypisierung durchgefiihrt.
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2.3.1 DNA-Extraktion
Procedere:

Fur die Genotypisierung der Tg2576-Mause wurden 0,8 cm lange Schwanzspitzen
verwendet. Diese Schwanzspitzen wurden den Mausen im Alter von drei Lebenswochen
entfernt und in einem 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefal? (E-Cup) fur die Extraktion der
Desoxyribonukleinséure (DNA) bereitgestellt.

Fur die DNA-Extraktion wurde ein spezieller Puffer angesetzt (Tail-Lysis-Puffer), der
zusammen mit einer Proteinase K die DNA aus den Mausschwanzen extrahierte. Dieser
Puffer wurde aus folgenden Substanzen zusammengesetzt: 100 mM Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris), 5 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 200 mM Natriumchlorid
(NaCl) sowie 1%iges Natriumlaurylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate; SDS). Fir die DNA-
Extraktion wurde die Proteinase K in dem Tail-Lysis-Puffer geldst, sodass die Proteinase

K eine Endkonzentration von 100 pg/ml aufwies.

Von der Losung wurden je 350 ul zu den Gewebeproben pipettiert. Dieses Gemisch wurde
anschlieBend uber Nacht bei 56°C auf einer Schiittelplatte (Thermomixer) belassen. Dies
diente zur Verdauung des Gewebes durch die Proteinase K, wodurch es zum L&sen der
DNA aus den Zellen kam.

Nach der Verdauung wurden die Proben in einer Zentrifuge bei 20800 x g flinf Minuten
zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Uberfilhrung des Uberstandes in ein neues E-Cup.
Der Uberstand wurde sodann mit 350 pl Isopropanol vermengt. Diese Substanz sorgt fiir
das Ausféallen der DNA. Das Gemisch wurde erneut bei 20800 x g fur zehn Minuten bei
+4°C zentrifugiert. Durch die Zentrifugation setzte sich die DNA am Boden des E-Cups
ab, und der Uberstand konnte ohne Verlust der DNA verworfen werden. Das Pellet wurde

danach bei Raumtemperatur getrocknet.

Das getrocknete Pellet wurde daraufhin mit 350 pl 70%igem Ethanol gewaschen und noch
einmal bei 20800 x g Uber funf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
verworfen, und das Pellet wurde bei Raumtemperatur zum Trocknen stehen gelassen. Oft
war eine zweite Zentrifugation hilfreich, um die Trockenzeit zu verkirzen. Ebenfalls als
hilfreich stellte sich die Benutzung einer Vakuum-Zentrifuge heraus, die die restliche
Flussigkeit in dem Behaltnis vollstdndig eliminierte, was fur die Lésung der DNA in
Wasser von Noten war. Zum Schluss wurde die DNA in 50 pl doppelt destilliertem Wasser

(Aqua bidest.) gelost und konnte bei -20°C aufbewahrt werden.
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2.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion
Allgemeines:

Die DNA-Menge, die durch die DNA-Extraktion gewonnen werden kann, reicht fur eine
qualitative Bestimmung bestimmter DNA-Abschnitte mit Hilfe einer Gel-Elektrophorese
oft nicht aus. Deswegen wird der eigentlichen makroskopischen DNA-Darstellung das
Verfahren der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vorgeschaltet. Dieses Verfahren dient
dazu, DNA in vitro zu amplifizieren. Dabei werden von der urspringlichen DNA durch
eine DNA-Polymerase Kopien angefertigt. Aus diesen Kopien werden in weiteren Zyklen
immer wieder neue Kopien hergestellt. Es liegt eine Kettenreaktion vor. Bei der DNA-
Polymerase wird vorwiegend die sogenannte Taq-Polymerase verwendet. Dieses Enzym
stammt aus dem Bakterium Thermus aquaticus. Der Grund fur die einheitliche
Verwendung liegt in dem Temperaturbereich der PCR. Fir die Trennung der DNA-Strénge
wird eine hohe Temperatur von ca. 95°C benétigt. Bei dieser Temperatur denaturieren die
meisten Enzyme. Die Tag-Polymerase hingegen ist hitzestabil und kann somit die
Erhitzung wéhrend einer PCR unbeschadet (iberstehen (Saiki et al. 1988).

Durch den Einsatz spezifischer Primer kdnnen bestimmte Sequenzen des Genoms ausge-
wahlt werden, die amplifiziert werden sollen. Dadurch konnen unterschiedliche DNA-
Sequenzlangen entstehen, die dann bei der nachfolgenden Gel-Elektrophorese unterschied-
liche Banden erzeugen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Tg2576-Méause

genotypisiert. Dafuir wurden drei verschiedene Primer verwendet (5° — 3°):

1. Primer 1501: AAG CGG CCA AAG CCT GGA GGG TGG AAC CA
2. Primer 1502: GTG GAT AAC CCC TCC CCC AGC CTA GAC CA
3. Primer 1503: CTG ACC ACT CGA CCA GGT TCT GGGT.

Procedere:

Zundachst wurde der Master Mix angesetzt. Pro DNA-Probe wurden dafur 6,21 ul Aqua
bidest., 0,69 ul Dimetylsulfoxid (DMSO), 2,5 pl Puffer-Losung sowie jeweils 0,5 pl der
drei Primer und 0,5 ul der Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) verwendet. Zu dem
Mastermix wurden anschlieBend 0,1 pl Tag-Polymerase und 2 pl von der in 50ul Aqua
bidest. gelosten DNA hinzugefugt. Um die Tag-Polymerase nicht zu besché&digen, wurde

stets zlgig pipettiert und bei langeren Wartezeiten die Losung auf Eis gestellt.

Zusétzlich zu den DNA-Proben der zu untersuchenden Versuchstiere wurde eine Negativ-

probe (Tg”) sowie eine Positivprobe (Tg*") verwendet, um die Funktionsfahigkeit der
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PCR sicherzustellen, falls alle Proben negativ sein sollten. AuRerdem wurde Aqua bidest.

als Nullprobe verwendet, um mogliche Verunreinigungen auszuschlieRen.

Die Amplifizierung der DNA erfolgte in einem Thermocycler. Dieser wurde wie folgt
programmiert: Drei Minuten bei 95°C (Aufspaltung der doppelstrangigen DNA in Einzel-
strange); danach folgte ein Zyklus, der 35 mal wiederholt wurde: 40 Sekunden bei 95°C
gefolgt von 30 Sekunden bei 54°C (Anlagerung der Primer) und anschlie3end eine Minute
bei 72°C (Amplifizierung der DNA durch die Tag-Polymerase). Zum Schluss wurden die
Proben ein weiteres Mal auf 72°C fir zehn Minuten erhitzt, um noch unvollstandige

Stréange zu komplettieren.

2.3.3 Agarose-Gel-Elektrophorese
Allgemeines:

Die Agarose-Gel-Elektrophorese dient dazu, unterschiedlich lange DNA-Fragmente mit
Hilfe eines elektrischen Feldes aufzutrennen. Sie ist eine der effizientesten Methoden,
DNA-Abschnitte nach ihrer GréRe und der Ladung zu separieren (Dretzen et al. 1981).
Durch die negative Ladung der DNA (Phosphat) wandert die DNA im elektrischen Feld
von Minuspol zum Pluspol. Kleine DNA-Fragmente wandern schneller als grofe
Fragmente, da sie nicht so stark von dem Gel aufgehalten werden. Durch den Vergleich der
entstandenen Banden mit einem Basenpaar-Marker kann die GroRe der DNA-Fragmente

bestimmt werden.

Procedere:

Die amplifizierten DNA-Sequenzen konnten anschliefend mittels Gel-Elektrophorese
nachgewiesen werden. Fur die Herstellung eines Gels aus Agarose, welches Platz flr 18
bis 20 Proben enthielt, wurden 2 g Agarose mit 75 ml 1xTBE (Tris-Borat-EDTA-Puffer)
vermengt, was einem 2,67%igen Gel entsprach. Das 1XTBE wurde aus 10xTBE verdinnt,
welches aus folgenden Substanzen bestand: 108 g Tris, 55 g Borsédure, 40 ml 0,5 M EDTA
auf 1 Liter Aqua bidest.

Die Suspension aus 1XTBE und Agarose wurde daraufhin in einem Erlenmeyer-Kolben in
der Mikrowelle bei 800 Watt erhitzt, bis sich die Agarose vollstdndig geldst hatte. Zu der
Losung wurde 2,5ul Ethidiumbromid (10 mg/ml) hinzugegeben. Dieser Stoff diente zum
Nachweis der DNA, da er mit Nukleinsduren interkaliert und dabei das eigene
Absorptionsspektrum verandert, was unter UV-Licht dargestellt werden konnte. Aufgrund

der Toxizitat sowie Gesundheitsschadlichkeit des Ethidiumbromids wurde bei der Benut-
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zung des Stoffes auf das Tragen spezieller Handschuhe aus Nitril geachtet. Auch das Gel
wurde spater in einem gesonderten Abfall entfernt.

Das flissige Gel wurde in eine Gel-Ausgielform eingegossen, in der sich auflerdem ein
Kamm befand, der die Taschen fur die spéatere Auftragung der Proben freihielt. Das Gel
wurde anschlieBend fir 30 min zum Aushérten im dunklen Raum stehen gelassen. Nach
Entfernung des Kammes wurde das Gel in eine Elektrophorese-Kammer gesetzt und mit

1XTBE begossen bis es vollstdndig bedeckt war.
Auftragen der Proben:

Je 10 pl der Proben wurden auf die Taschen des Gels verteilt, dabei war es von Vorteil,
wenn sich in jeder Reihe 2 pl eines Basenpaar-Markers (100 bpM) sowie 10 pl einer
Positiv-Probe (eine sicher positive Tg""-Maus) und 10 pl einer Negativ-Probe (eine sicher

negative Tg”- Maus) sowie 10 pl der Aqua bidest. (Null-) Probe befanden (siehe Abb. 1).

Abb. 1: Gelelektrophorese-Beispiel. Zu sehen sind von links nach rechts: 100 bpM,
Aqua bidest., Negativ-Kontrolle, Positiv-Kontrolle; Tg”‘—Maus; Tg"'—Maus

Die Elektrophorese erfolgte bei einer elektrischen Spannung von 120 Volt fir 45 Minuten.
AnschlieBend wurde das Gel auf eine UV-Kontaktlampe gelegt, wodurch das

Ethidiumbromid fluoreszierte und somit die DNA sichtbar wurde.

Die Banden wurden wie folgt gelesen:
Tg”-Maus: 703 bp-Bande (oberste Bande )
Tg"”-Maus: 703 bp + 430 bp-Bande
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2.4 Versuchsablauf

Mit Hilfe motorischer und neuropsychologischer Tests sollten die Auswirkungen einer
intrazerebralen Infektion mit E. coli auf die M&use untersucht werden. Dabei wurden drei
verschiedene Tests durchgefihrt, die mit einem festgelegten Versuchsaufbau verbunden
waren. Das neuropsychologische Testverfahren war der Morris-Water-Maze-Test. Zu den

motorischen Tests gehorten der Rotarod- sowie der Seil-Test.

Der Versuch begann mit drei Testtagen (-3, -2, -1), an denen die Mause lernen sollten, wie
sie die Versuche durchzuftihren hatten. Bei dem Morris Water Maze sollten die Tiere die
Lokalisation einer unsichtbaren Plattform erlernen. Bei dem Rotarod- und dem Seil-Test
wurden die motorischen Fertigkeiten der M&use trainiert. Darauf folgte am Tag O die intra-
zerebrale Injektion des Bakteriums E. coli. Daftr wurden die Méuse in Kontroll- und
Versuchsgruppen aufgeteilt, wobei die Kontrollgruppe 0,9%ige NaCl-Ldsung intrazerebral

verabreicht bekam.

Nach ca. 41 Stunden wurde mit der Antibiose begonnen, die Uber finf Tage alle 12 h
durchgefuhrt wurde. Es folgten vier Wochen mit je einem Seil-Test, einem Rotarod-Test
und einem Water-Maze-Versuch pro Woche. Zusétzlich wurden die Mduse dreimal pro
Woche gewogen. In der akuten Zeit der Infektion (Tag 1 bis 7) wurden die Méuse
zusétzlich téaglich einmal gewogen und bei einem Gewichtsverlust von tber 15% des
Ausgangsgewichtes aus tierschutzrechtlichen Griinden getotet (siehe auch Kapitel 2.7.1, S.
31).

In der letzten Woche des Versuches (Tag 29 - 31) wurde der Water-Maze-Versuch noch
einmal mit versetzter Plattform durchgefiihrt. Die T6tung der Méause erfolgte am letzten
Tag des Versuches (Tag 31; siehe Abb. 2).

Infektion Antibiose (10 x) Totung
WM+S RR+ST
M+RR+S l RR ST WM RR ST WM RR ST WM RR ST lWthr@ctz )
-2 2 6 14 16 18 26 28

I-I-H+H-I-H-I-H-I-I—I-I—I-H-I-I-I-H-I-I-I-I-H-I-H—I

-3 -1 1 3 5 7 9 11 1315 17 19 21 23 25 27 29 31

Training Versuchsabschnitt ernphasg
(3 Tage (29 Tage) (3 Tage)

Abb. 2: Versuchsablauf. WM = Morris Water Maze, RR = Rotarod-Test, ST = Seil-Test.

Zusatzlich wurde an jedem Versuchstag das Gewicht der Mduse bestimmt
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2.5 Neuropsychologische und motorische Versuche

2.5.1 Morris Water Maze
Allgemeines:

Der Morris Water Maze stellt eine experimentelle Methode dar, um die kognitiven Fahig-
keiten wie die radumliche Orientierungsfahigkeit sowie das Lernverhalten von Nagetieren
zu beurteilen. Der Water-Maze-Test wurde initial entwickelt, um das rdumliche Lernen bei
Ratten zu untersuchen (Morris 1984). Bei diesem Verfahren werden die Versuchstiere in
ein rundes Wasserbecken gesetzt. Ziel ist es, dass die Mause durch das Auffinden und
Betreten einer unsichtbaren Plattform das Wasser verlassen. Dabei kdnnen sich die M&use
nur an duBeren Stimuli orientieren, dementsprechend muss die Lokalisation der Plattform
in einem Training erlernt werden. Als duBere Stimuli dienten in den Versuchen der
vorliegenden Arbeit verschiedene Poster und Markierungen, die an den Wanden des
Versuchsraumes angebracht waren. Diese wurden wahrend des gesamten Versuches nicht
verschoben. Gegenuber anderen Verhaltensexperimenten hat das Water-Maze-Experiment
den Vorteil, dass keine Belohnungsstrategien im Sinne von Futter oder Bestrafungen wie
elektrische Reize gesetzt werden miissen, um die M&use zum Ausfiihren des Experimentes

zu zwingen. Die Mause wollen instinktiv das Wasser verlassen (Morris 1984).
Procedere:

Das weille Wasserbecken hatte einen Durchmesser von 104 cm und eine Tiefe von 35 cm.
In diese Wanne wurde etwa bis zur Hélfte der Hohe Wasser eingelassen, dabei wurde stets
auf eine Temperatur zwischen 22 und 24°C geachtet. Das Becken wurde in vier
Quadranten eingeteilt. Die durchsichtige runde Plattform (Durchmesser 9 cm) wurde in der
Mitte des oberen linken Quadranten platziert. Sie befand sich etwa 1 cm unterhalb der
Wasseroberflache, sodass sie von den Mausen visuell nicht erfasst werden konnte. Sie
behielt in den ersten vier Wochen immer die gleiche Position. Die Méuse wurden stets an
der gleichen Stelle in das Wasser gelassen. Um die Mé&use nicht zu beeinflussen, war der

Versuchsleiter wahrend der VVersuche hinter einem Paravent versteckt.

Die Aufnahme, Speicherung sowie Auswertung der Schwimmversuche erfolgte mit Hilfe
des Systems ,,VideoMot2 Video Tracking System* der Firma TSE-Systems GmbH (Bad
Homburg). Das System bestand aus einer Kamera, die sich in einer Hohe von 2 m {iber der
Mitte des Beckens befand. Diese Kamera war an einen Computer angeschlossen, der ber
das Programm VideoMot 2.0 Zeit, Geschwindigkeit und Strecke der Schwimmversuche
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detektierte. Das Programm stoppte nach 90 Sekunden automatisch, somit hatten die Mé&use
maximal 90 Sekunden Zeit, um die Plattform aufzufinden. Bei Erreichen der Plattform
stoppte das Programm ebenfalls. Jene Mdause, die die Plattform auch nach 90 Sekunden
noch nicht erreicht hatten, wurden fur weitere 30 Sekunden auf die Plattform gesetzt. Sie

erhielten die Zeit von 91 Sekunden in der Auswertung.

Es wurde mit einem dreitdgigen Training begonnen, bei dem jede Maus pro Tag sechsmal
die Chance bekam, die durchsichtige Plattform zu finden (Tag -3 bis -1, siehe Abb 2). Um
eine Erschopfung zu vermeiden, wurden die Mause zwischen zwei Schwimmversuchen fur
mindestens eine halbe Stunde auflerhalb des Wassers belassen. Des Weiteren wurden die
Mause unter eine Rotlichtlampe gesetzt, um einer Unterkiihlung entgegenzuwirken.

Nach der Trainingsphase wurde die Anzahl der Wiederholungen pro Tag auf drei herab-
gesetzt. Des Weiteren wurde der Abstand zwischen den einzelnen Water-Maze-
Experimenten auf eine Woche erweitert. Diese Serien von je drei Versuchen wurden an
finf Versuchstagen durchgefuhrt. Die erste Serie fand noch vor der Infektion mit E. coli,
am Tag 0 des Versuches statt. Dieser Schwimmversuch wurde fur die Gruppeneinteilung
der Méause verwendet. Die eine Gruppe sollte spater mit dem Bakterium infiziert werden.
Der anderen Gruppe wurde NaCl 0,9% intrazerebral injiziert (siehe Kapitel 2.6.2, S. 27).
Die anderen vier Laufe fanden an den Tagen 7, 14, 21 und 27 statt (siehe Abb. 2) und

sollten zur Untersuchung der Gedéchtnisleistung dienen.

In den letzten 3 Tagen (Tag 29 bis 31, siehe Abb. 2) des Versuches wurde die Plattform in
einen anderen Quadranten des Beckens versetzt. Hier wurden die Bedingungen der
Trainingsphase erneut aufgegriffen, dementsprechend fanden an drei aufeinanderfolgenden
Tagen pro Tag sechs Durchldufe statt. Dieser Versuch diente zur Untersuchung der Lern-

fahigkeit der Versuchstiere nach stattgefundener und ausgeheilter Infektion.
Auswertung:

Manchen Méausen gelang es nicht innerhalb von 90 Sekunden die Plattform zu erreichen.
Aullerdem gab es grofRe intraindividuelle Schwankungen. Dementsprechend wurden fiir die
Analyse der nicht-parametrischen Daten aus dem Water-Maze-Experiment die Mediane
der Schwimmversuche pro Tag und Maus verwendet. Bei der Analyse wurden sowohl die
Tg*" den Tg”-Mausen gegeniiber gestellt als auch die infizierten den nicht-infizierten

Mausen.
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2.5.2 Rotarod-Test

Das Rotarod ist ein spezielles Laufrad, mit dessen Hilfe die motorischen Leistungen,
insbesondere die Koordination sowie die Gleichgewichtsfunktion der Mause erfasst
werden kdnnen. Auf diesem Laufrad konnen zeitgleich bis zu finf Mausen nebeneinander
laufen. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Rotarod-System der Firma
Neuroscience (Tokyo, Japan) bestand aus einer rotierenden rutschsicheren Stange mit
einem Durchmesser von etwa 3 cm, auf die die Méause gesetzt wurden. Diese Stange
befand sich in einer Hohe von ca. 15 cm. Die Geschwindigkeit der Rotation wurde von 4
rpm auf 40 rpm langsam wahrend des Laufes gesteigert. Gemessen wurde die Latenz, bis
die Méuse von der Stange herunterfielen. Die maximal erreichbare Zeit wurde auf 300
Sekunden begrenzt. Wahrend der Trainingsphase in den ersten drei Tagen des Versuches
wurde jede Maus einmal pro Tag auf das Laufrad gesetzt. In den folgenden Wochen nach
der Infektion wurde der Rotarod-Test einmal wdchentlich durchgefiihrt (an den Tagen 2, 9,
16, 23 und 28; siehe auch Abb. 2). Fir die Auswertung wurden die Zeiten, die die Mduse

auf der Stange verbracht hatten, verwendet.

2.5.3 Seil-Test
Allgemeines:

Der Seil-Test ist ahnlich zu dem oben genannten Rotarod-Test ein Experiment, mit dessen
Hilfe die motorischen Féhigkeiten von Méausen beurteilt werden kénnen. Der Test wurde in
der Trainingsphase einmal taglich durchgefiihrt. Anschlieend wurde er an den Tagen 1, 4,
11, 18, 25 und 28 des Versuches wiederholt (siehe Abb. 2).

Procedere:

Die Seil-Test-Konstruktion bestand aus einem 60 cm langen Seil, das 60 cm Uber dem
Boden befestigt war. Dieses 1 mm dicke Seil war straff gespannt, sodass es dem Gewicht
der Maus nicht nachgeben konnte. Durch die Befestigung des Seils an dessen Enden wurde
ein Schwingen des Seils weitestgehend verhindert. An den Enden waren aul3erdem zwei
Plattformen angebracht. Die Maduse wurden mit den VVorderpfoten in die Mitte des Seiles
gehangt. Um das Verletzungsrisiko zu minimieren, wurde der Boden unter dem Seil
gepolstert. Die Aufgabe bestand darin, eine der beiden Plattformen zu erreichen, dafir

wurde eine Zeit von maximal 60 Sekunden vorgegeben.

Je nach Zeit, die eine Maus bendtigte, um eine der beiden Plattformen zu erreichen, wurde
eine Punktzahl (siehe Tabelle 1) vergeben (Wellmer et al. 2000).
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Erreichen einer der Plattformen in <60 s Fall auf den Boden in <60 s

Zeit bis zum Erreichen [s] | Punktzahl Zeit bis zum Absturz [s] Punktzahl

<6 0 59 bis 54 11

7 bis 12 1 53 bis 48 12

13 bis 18 2 47 bis 42 13

19 bis 24 3 41 bis 36 14

25 bis 30 4 35 bis 30 15

31 bis 36 5 29 bis 24 16

37 bis 42 6 23 bis 18 17

43 bis 48 7 17 bis 12 18

49 bis 54 8 11 bis 6 19

55 bis 60 9 <5 20

Nicht-Erreichen der Plattform innerhalb 60 s, aber Verweilen am Seil > 60 s

Zeit >60s Punktzahl 10

Tab. 1: Seil-Test Bewertung: Punktzahl nach Zeit.

2.6 Intrazerebrale Infektion mit dem Bakterium Escherichia coli

2.6.1 Herstellung des Inokulums

Zur Induktion der Meningitis wurde ein Bakterienstamm E. coli K1 verwendet. Der
Originalstamm wurde von einem Meningitis-Patienten isoliert (Geschenk von Gregor
Zysk, Abteilung medizinische Mikrobiologie, Universitat Disseldorf). Fur den Versuch
wurde zuvor ein neues Inokulum erzeugt, um eine moglichst hohe Virulenz des
Bakteriums zu erreichen. Dazu wurde ein &lteres Inokulum, welches bei -70°C aufbewahrt
wurde, einer nicht-transgenen Maus mit einer Konzentration von 10 CFU/mI intra-
zerebral injiziert. Aufgrund der hohen Bakterienlast verstarb die Maus am folgenden Tag
und ein Gehirn-Homogenat wurde erstellt. Dieses Homogenat wurde auf Agar-Platten fur
24 h bei 37°C kultiviert (siehe Kapitel 2.6.3, S. 29). Die am né&chsten Tag sichtbaren
Bakterien-Kolonien wurden von der Agarplatte mit 0,9%iger NaCl-Ldsung vorsichtig
abgeschabt und fiir die anschlieRende Injektion bei -70°C aufbewahrt.

2.6.2 Die Injektion

Die Infektion erfolgte am Tag O des Versuches (siehe Abb. 2). Zundchst wurden die Tiere
mit Hilfe einer intraperitonealen Andsthesie sediert. Die Anasthesie bestand aus Ketamin

in einer Konzentration von 66 mg/ml und Xylazin in einer Konzentration von 6,6 mg/ml.

27
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Jeder Maus wurden gewichtsadaptiert 1,5 pl/g Mausgewicht von dieser Losung in das
untere Bauchdrittel injiziert. Die Anésthesie erfolgte dementsprechend in einer Konzentra-
tion von ca. 100 mg/kg Korpergewicht Ketamin und ca. 10 mg/kg Kérpergewicht Xylazin.
Fur die Injektion wurde die Maus in leichter Riickenlage in einer Hand fixiert und die
Kanule (27 Gauge) tangential von unten herangefiihrt und circa 0,5 mm unter die
Bauchdecke gefiihrt. Die intrazerebrale Injektion erfolgte sobald die Maus sich nicht mehr

bewegte und auf &ullere Reize nicht mehr reagierte.

Fur die intrazerebrale Injektion wurde fiir die Experimentiergruppe E. coli des Stammes
K1 verwendet. Die Konzentration des Bakteriums betrug 3,1 x 10'° CFU/mI und wurde fiir
den Versuch 1 : 52.000 mit 0,9%iger NaCl-Losung verdunnt. Dies entsprach einer Ziel-
konzentration von ca. 6 x 10° CFU/mI. Jeder Maus wurden 10 pl des Bakteriums intra-
zerebral injiziert. Dabei erfolgte die Injektion rechts frontal im Abstand von 0,5 cm zum
rechten Auge direkt unter die Knochenplatte in den Subarachnoidalraum. Mit Hilfe eines
Aufsatzes gelang es die Einstichtiefe zu kontrollieren, um nicht mit der Kanile zu tief in
das Gehirn vorzudringen. Jeder Maus wurden 6 x 10° CFU (Colony forming units;
Koloniebildende Einheiten) verabreicht. Der Kontrollgruppe wurden 10 pl einer 0,9%igen

NaCl-L6ésung mit der gleichen Methode injiziert.

Die Injektion erfolgte bei insgesamt 88 Mé&usen. Vier der 92 Méuse, die fur die Versuche
eingeplant waren, starben bei der Anasthesie und vor der intrazerebralen Injektion.
Insgesamt wurden 23 transgene (Tg*-) Méuse mit dem Bakterium E. coli infiziert und 20
nicht-transgene (Tg”-) Mause. Eine Maus starb direkt nach der Injektion durch eine
Gehirnblutung. Des Weiteren wurden 14 transgenen (Tg*"-) und 17 nicht-transgenen

(Tg™-) Méausen 0,9%ige NaCl-Losung intrazerebral appliziert.

Zusatzlich wurden 12 weitere Mause infiziert, die spater nicht mit dem Antibiotikum
behandelt werden sollten, um die Virulenz des Bakteriums erneut nachzuweisen. Unter
diesen 12 Mausen waren zwei Tg"-Mause und zehn Tg”-Mause. Des Weiteren wurden
einer Tg”- und einer Tg*"-Maus 0,9%ige NaCl-Ldsung injiziert um eine mégliche Verun-
reinigung der NaCl-Lésung, die fur die Verdinnung des Antibiotikums benutzt wurde,
auszuschliel’en. Bei der Gruppeneinteilung wurde darauf geachtet, dass ein anndhernd

gleiches Geschlechterverhaltnis zwischen den Tg*"- und den Tg”-Mausen entstand.

Im Anschluss an die intrazerebrale Injektion erfolgte eine Uberpriifung der Bakterien-
Konzentration im Inokulum anhand einer Verdinnungsreihe (siehe folgendes Kapitel). Die
Analyse der Agarplatte ergab eine Konzentration des Bakteriums von 6 x 10° CFU/ml.
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2.6.3 Verdunnungsreihen und Ausplattieren auf Agarplatten

Allgemeines:

Verdlnnungsreihen werden zur Bestimmung von Bakterienkonzentrationen verwendet. In

der vorliegenden Arbeit wurden sie an drei Stellen angewendet:

1. Ausplattieren des Inokulums, um die genaue Konzentration zu erfahren

2. Ausplattieren des in NaCl 0,9% homogenisierten Cerebellums (siehe Kapitel 2.7.1,
S.31)

3. Ausplattieren der in NaCl 0,9% homogenisierten Milz (siehe Kapitel 2.7.2, S. 31).

Procedere:

Im Anschluss an die Injektion wurde die Konzentration des E. coli im Inokulum Uberpriift,
indem eine Verdlnnungsreihe erstellt und auf einer Agarplatte ausplattiert wurde. 10 pl
des 1 : 85.000 verdinnten Inokulums wurden auf eine Agarplatte gegeben, weitere 10 pl
wurden in ein E-Cup mit 90 pl 0,9%iger NaCl-Lésung gegeben und ebenfalls auf eine
Agarplatte ausplattiert. Dies entsprach einer Verdiunnung von 1 : 10. Aus dieser Lésung
wurden wiederum 10 pl in ein neues E-Cup mit 90 pl 0,9%iger NaCl-Ldsung gegeben,
was einer Verdunnung von 1 : 100 entsprach, dieses wurde erneut ausplattiert. Dieses
Schema (siehe Abb. 3) wurde weiter durchgefiihrt bis zu einer Verdinnung von 1 :
100.000. Danach wurden die Agarplatten Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

10ul 10pl 10pl 10pl 10ul
Ingkubam 90ul 0.9% 90pl 0.9% 90pl 0.9% 90pl 0.9% 90pl 0,9%
NaCl-Las. NaCl-Las. NaCl-Lias. NaCl-Las. NaCl-Las.
10plausplattieren | 10plausplattieren 10pl ausplattieren | 10plausplattiersn 10plausplattieren | 10plausplattiersn
Verdiinnung 1:1 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000 1:100.000
Konzentration 101 102 1073 10 10-#
Kolonien K, [CFU] K:[CFU] K [CFU] E.[CFU] K:[CFU]

Abb. 3: Verdlnnungsreihen.

Auswertung der Agarplatten:

Zunéchst wurde die Anzahl der Kolonien, die bei einer bestimmten Verdinnungsstufe
gewachsen waren, gezéhlt und dokumentiert. Danach wurde die Konzentration des
Inokulums unter Berlicksichtigung der Koloniezahl, der Verdiinnung und des ausplattierten

Volumens berechnet.



MATERIAL UND METHODEN

2.6.4 Beurteilung der Infektionsstarke

In tierexperimentellen Versuchen koénnen die typischen Symptome der Meningitis, wie
Nackensteife, Kopfschmerz oder Fieber, schlecht beurteilt werden. Daher wurde zum einen
auf einen Gewichtsverlust der Mause, zum anderen auf eine Lethargie als sehr sensitive

Zeichen fur das Vorhandensein einer Meningitis bei Mdusen geachtet (Nau et al. 1999b).

Um sicher zu gehen, dass die Infektion stark genug war, wurden auBerdem mehrere Mause
infiziert, die nicht mit Antibiotikum behandelt werden sollten. lhr Tod sollte eine
ausreichend starke Infektion beweisen. Um nach ihrem Tod nachzuweisen, dass die Tiere
an der Meningitis verstarben und nicht an der Injektion, wurden die Bakterien-Konzentra-

tionen in der linken Kleinhirnhemisphare sowie in der Milz postmortal bestimmt.

2.6.5 Die Antibiose

Nach 41 Stunden wurde mit der ersten Antibiose begonnen. Die Antibiose wurde jeder
Maus insgesamt zweimal pro Tag finf Tage lang s.c. injiziert. Dabei wurde auf einen
Abstand von 12 Stunden zwischen zwei Injektionen geachtet. Es wurde 1 g Ceftriaxon in
10 ml 0,9%iger NaCl-Losung geldst, sodass eine Konzentration von 100 mg/ml vorlag.
Diese Losung wurde bei -20°C aufbewahrt. Vor der subkutanen Injektion des Anti-
biotikums wurde dieses zundchst aufgetaut und anschlieBend noch einmal weiter mit
0,9%iger NaCl-Losung auf 10 mg/ml verdiinnt. VVon dieser Lésung wurde jeder Maus ca.
10 pl/g Mausgewicht subkutan in die rechte Flanke appliziert. Auch hier war eine
Fixierung wichtig, in diesem Fall wurde die Maus auf einer Unterlage mit einer Hand
festgehalten. Die Kanile wurde ca. 0,3 mm unter die Hautdecke gefuhrt. Es wurde darauf
geachtet, dass die Antibiose direkt unter die Haut und nicht intramuskuldr verabreicht
wurde. Sowohl den infizierten Tieren als auch den nicht-infizierten NaCl-M&ausen wurde

das Antibiotikum appliziert, um einen moglichen Effekt der Antibiose auszuschliel3en.
2.7 Gewebepraparation und Proteinextraktion

Allgemeines:

Die AD manifestiert sich nicht nur klinisch, sondern auch histopathologisch, zum Beispiel
durch ApB-Ablagerungen in Form neuritischer Plaques. Fir die Untersuchung eines
maoglichen Zusammenhanges zwischen der Dichte der AB-Plaques und den Leistungen in
den Tests wurden die Proteine mithilfe eines ELISA-Puffers der Firma ,,the Genetics
Company* (Schlieren, Schweiz) aus den Gehirnen der Versuchstiere extrahiert. Des

Weiteren erfolgte die Anfertigung von Gehirnschnitten und die Farbung mittels Thioflavin
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fur die anschlielende Beurteilung unter dem Mikroskop. Aullerdem wurde die Milz fur

spatere Analysen zur inflammatorischen Reaktion entnommen.

2.7.1 Gehirn-Praparation

Die Toétung der Mause erfolgte per Genickbruch am Versuchsende bzw. bei Auftreten
eines Gewichtsverlustes von iber 15% des Ausgangsgewichts als Folge der intrazerebralen

Infektion mit E. coli.

Die Préparation begann zundchst mit der Trennung des Kopfes vom Korper. AnschlieRfend
wurde die Haut Uber dem Schadelknochen in der Medianlinie aufgetrennt und zur Seite
geschoben. Mit Hilfe einer Pinzette konnten die Schédelknochen von medial nach lateral
hin aufgebrochen werden. Nach Entfernung der Schadelknochen konnte das Gehirn von
kaudal her inklusive der meningealen Strukturen herausgelost werden. Dabei wurden die
Sehnerven und die Bulbi olfactorii moglichst weit distal abgesetzt. Nach Durchtrennung

der Strukturen konnte das Gehirn aus der Schadelbasis entnommen werden.

Die beiden Hemispharen wurden in der Medianlinie voneinander abgetrennt und jeweils
die rechte Hemisphare in 5 ml einer Losung aus Formaldehyd und PBS (4%ige Form-
aldehyd-L6sung) bei 4°C aufbewahrt. Diese Hemisphdre diente zur spéteren Untersuchung
unter dem Mikroskop (siehe auch Kapitel 2.7.5, S. 33).

Von der linken Hemisphare wurde das Cerebellum abgetrennt. Bei den Mausen, die vor
dem Versuchsende verstarben, wurde das Cerebellum, welches ein Gewicht von ca. 30 mg
hatte, in 500 pl 0,9%iger NaCl-Lésung homogenisiert und im Vortex gut vermischt.
Daraufhin wurde eine Verdinnungsreihe durchgefiihrt. (siehe Kapitel 2.6.3, S. 29). So
konnte nachgewiesen werden, dass die Mause mit E. coli infiziert waren und nicht aus
einem anderen Grund vorzeitig verstorben sind. Bei den Mausen, die bis zum
Versuchsende Uberlebt hatten, wurde die linke Hemisphére des Cerebellums fir spétere

Untersuchungen bei -20°C aufbewahrt.

Die linke Gro3hirn-Hemisphéare wurde halbiert und in zwei E-Cups (Frontalhirn in Cup A
und Hinterhirn in Cup B) bei -20°C aufbewahrt. Das im Cup B befindliche Hinterhirn
wurde spater fur die Amyloid-B-Messung verwendet (siehe Kapitel 2.7.6, S. 34).

2.7.2 Milz-Préparation

Des Weiteren wurde die Milz entfernt, um eine systemische Infektion zu bestatigen. Dazu
wurde die ventrale Haut des Korpers mit einer Schere von kranial her in der Medianlinie

bis zur Mitte des Abdomens aufgetrennt und zur Seite geschoben. Durch die anatomische
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Lage der Milz im linken Oberbauch musste zundchst der Magen aus dem Situs heraus-
gehoben werden, um anschlieRend die Milz frei praparieren zu kénnen. Das Organ wurde
von den Bandern abgetrennt und dem Situs entnommen. Nach Halbierung der Milz wurde
ein Teil der Milz bei -20°C eingefroren. Bei den Mausen, die friihzeitig verstarben, wurde
die andere Halfte in 500 pl 0,9%iger NaCl-Losung gegeben, homogenisiert und in
verschiedenen Verdinnungen auf einer Agarplatte ausplattiert (siehe auch Kapitel 2.6.3, S.
29). Bei den Mausen, die bis zum Versuchsende (berlebt hatten, wurde die zweite
Milzhélfte zusammen mit der rechten Hemisphére des Gehirns in 4%igem Formaldehyd
bei 4°C fur etwa eine Woche inkubiert und fixiert. Das Fixieren dient dazu, das Gewebe zu
erhalten und vor Autolyse oder Zerstérung durch Bakterien oder andere Mikroorganismen
zu schiutzen. AuBerdem wird durch die spezielle Fixierungsmethode das Gewebe hérter

und kann spéter besser geschnitten werden.

2.7.3 Gewebeeinbettung in Paraffin

Das Einbetten erfolgte in mehreren Schritten, zundchst musste das Formaldehyd aus dem
Gewebe entfernt werden. Dies geschah durch einen Waschvorgang mit H,O (ber zwei
Stunden. Das Einbetten in Paraffin wurde von einem Gewebeeinbettautomat tibernommen.
Im Anschluss an die Behandlung des Gewebes im Einbettautomaten (ber 16 Stunden
wurde dieses in eine Einbettkassette gelegt und mit heilem Paraffin begossen, sodass ein

groRerer Paraffinblock entstand.

Der Block konnte nach Abkiihlen mit Hilfe eines Mikrotoms (Leica, Wetzlar) geschnitten
werden. Dabei wurden ca. 3 um diinne koronare Schnitte angefertigt. Der erste Schnitt
halbierte die Hemisphare etwa in der Mitte, es wurde dabei darauf geachtet, dass der
Hippokampus mit angeschnitten wurde. AnschlieBend wurden zwei Schnitte der rechten
GroRhirn-Hemisphare angefertigt sowie ein Schnitt des Cerebellums. Die einzelnen

Schnitte wurden daraufhin im Wasserbad bei 40°C auf einem Objekttréager fixiert.

2.7.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Allgemeines:

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wird auch H. E.-Farbung genannt und besteht aus den
beiden namensgebenden Substanzen Hamatoxylin und Eosin. Sie ist in der Histologie eine
der typischen Routinefarbungen. Das Hamatoxylin verursacht eine blau-violette Farbung
der Zellkerne sowie einiger basophiler Zytoplasma-Anteile, z.B. des endoplasmatischen
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Retikulums. Das Eosin féarbt vor allem extrazellulére faserreiche Komponenten aufgrund
ihrer acidophilen Eigenschaften rot an (Welsch 2006).

Procedere:

Fur die Farbung der Schnitte musste zundchst das Paraffin aus dem Gewebe entfernt
werden. Dazu wurden die Schnitte fir zehn Minuten in Xylol gelegt. Dieser Prozess wurde
dreimal durchgefiihrt. Danach erfolgte eine Rehydrierung. Dazu wurde eine absteigende
Alkoholkonzentration verwendet. Diese besall vier verschiedene Konzentrationsstufen
(100-96-70-50%iges Ethanol), in die die Objekttrager fur jeweils drei Minuten hinein
getaucht wurden. Um den Alkohol zu entfernen, wurden die Praparate anschlieRend mit
destilliertem Wasser gewaschen. Danach erfolgte die Farbung mit der Hamalaunlosung
nach Mayer fir 5 bis 10 min. Nach dem Farbevorgang folgte eine Spilung mit Aqua
bidest. (bis das ablaufende Aqua bidest. farblos erschien) und anschlieRend mit flieBendem
Wasser fur 15 min. Nach dem Spilvorgang mit Aqua bidest. wurden die Schnitte in einer
Eosin-G-Losung unter Zugabe von Eisessig (1 Tropfen pro 100 ml Lésung) fur 2 bis 5 min
inkubiert. Nach einem erneuten Spilvorgang mit Aqua bidest. erfolgte die Entwasserung
durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70-96-100%iges Ethanol) fir jeweils zweimal zwei
Minuten und eine weitere Entwésserung durch Xylol dreimal fur drei Minuten. Die

Schnitte wurden danach in Kunstharz eingeschlossen.

2.7.5 Thioflavin-S-Farbung
Allgemeines

Mit Hilfe der so genannten Thioflavin-S-Féarbung gelingt es, B-Amyloid-Plaques in
Gewebeschnitten darzustellen. Es ist eine histologische Farbemethode mit Hilfe des
anionischen Farbstoffes Thioflavin S. Dieser Farbstoff ist besonders geeignet, um (-
Amyloid nachzuweisen, da er eine hohe Sensitivitat fur p-Amyloid aufweist (Elghetany
und Saleem 1988). Die Verbindung aus Thioflavin S und B-Amyloid kann mit Hilfe von
Fluoreszenzmethoden gemessen werden, da sich durch die Bindung des Thioflavin S an
die AB-Oligomere eine Emissionsspektrum-Veranderung ergibt. Die Fluoreszenz kann von
gelb bis blau variieren. Um eine spétere Analyse zu ermdglichen, wurde vor der Farbung
und der Einbettung in Paraffin eine Fixierung in Formalin vorgenommen. Dies fiihrt bei
der spéateren Farbung und der Untersuchung mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops zu einer
einheitlich griinen Fluoreszenz (Elghetany und Saleem 1988). Die Behandlung der

Gewebeschnitte wurde nach dem Protokoll von Guntern et al. (1992) durchgefihrt.
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Procedere (Guntern et al. 1992):

Die mit Hilfe des Mikrotoms entstandenen Gewebeschnitte wurden zun&chst wieder
entparaffiniert, damit sich das hydrophile Thioflavin im Gewebe anheften konnte. Dies
geschah zunéchst mit 100%igem Xylol und anschliefend mit Hilfe von Alkohol in unter-
schiedlichen Konzentrationen. Danach wurden die Schnitte 20 Minuten in 0,25%igem
Kaliumpermanganat (KMnO,) getaucht und hinterher in einer Ldsung aus 1%igem
Kaliumdisulfit (K,S,0s) und 1%iger Oxalséure zwei Minuten lang gebleicht. AnschlieRend
folgte eine 20 mindtige Inkubation in einer Losung aus 1 g Natriumhydroxid (NaOH) und
3 ml 30%igem Wasserstoffperoxid auf 100 ml Aqua bidest. Nach dem Bleichen wurden
die Schnitte fur 5 Sekunden in 0,25%ige Essigsdure gelegt. Damit die verschiedenen
Substanzen wirken konnten, wurde zwischen den einzelnen Schritten stets mit Aqua bidest.
gewaschen. Die Schnitte wurden anschliefend auf einer Albumin-beschichteten Folie
getrocknet, danach rehydriert und spater gefarbt. Die Farbung der Schnitte erfolgte mit
1%igem Thioflavin S, welches in 50%igem Ethanol bis zu einer Konzentration von
0,0125% verdiinnt wurde. Die Substanzen wurden 5 min lang auf den Schnitten belassen,
um anschlieBend jeweils zweimal mit 50%igem Ethanol sowie Aqua bidest. gewaschen zu

werden. Als Befestigungsmedium diente Fluorescence Mounting Medium (Fluoromount).
Auswertung:

Die Préaparate wurden unter dem Lichtmikroskop BX51F der Firma Olympus Europe
Holding GmbH (Hamburg) mit ultraviolettem Licht und digitaler Kameratechnik
untersucht und abfotografiert. Dabei wurde mit einer 400-fachen VergroRerung, einer
Belichtungszeit von 1900 ms und einer Lichtempfindlichkeit von 800 ISO gearbeitet.
AnschlieBend erfolgte die Speicherung als TIF-Datei und die anschliefende digitale
Auswertung mit dem Programm Definiens (Definiens AG, Munchen) mit freundlicher
Unterstitzung von Dr. M. Kreutzfeld aus der Abteilung Neuropathologie der
Universitatsmedizin Gottingen. Die Bestimmung der Fl&che erfolgte in Pixel sowie in um?

mit Hilfe eines von Dr. M. Kreutzfeld entwickeltem Auswertungs-Logarithmus.
2.7.6 Amyloid-p1-40- und -p1-42-ELISA
Allgemeines:

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Detektionsverfahren, mit
dessen Hilfe bestimmte Antikorper oder Antigene durch eine enzymatische Farbreaktion
nachgewiesen werden kdnnen. Der ELISA wurde aus dem Radioimmunoassy (RIA) ent-
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wickelt und beruht auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion (Engvall und Perlmann 1971).
Dabei wird eines der beiden Komponenten mit einem Enzym gekoppelt. Die Reaktion
zwischen Enzym und Substrat fihrt zu einer Absorptionsdnderung und damit zu einer

messbaren Farbverénderung.

Mit Hilfe des ELISAs, der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde, gelang es
sowohl das geloste als auch das ungeldste B-Amyloid 1-40 und 1-42 in den Gehirnen der
Tg2576-Méuse quantitativ nachzuweisen. Fir diesen Versuch wurde das Produkt
,hAmyloid p42 und B40 Brain ELISA®“ der Firma ,,the Genetics Company* (Schlieren,
Schweiz) verwendet. Das Verfahren fiir den jeweiligen f-Amyloid-Typ war identisch.

Procedere:

Zunéchst wurde die eingefrorene hintere Halfte der linken Hemisphare des Cerebrums
gewogen und 1:10 mit einem Lysis-Puffer vermengt. Der Lysis-Puffer bestand aus einem
Puffer-Gemisch, das von der erwdhnten Produktherstellerfirma bereitgestellt wurde, und
einer Protease-Inhibitor-Ldsung. Die entstandene Losung wurde finf Minuten bei +4°C
sonifiziert. Danach wurde das Homogenat bei +4°C auf einer Rdttelplatte Uber Nacht
inkubiert. Um das Lysat von den restlichen Zellstrukturen sowie das l6sliche von dem
unléslichen AB abzutrennen, wurde das Homogenat bei +4°C und 13.000 x g fir zehn
Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Pellet von dem Uberstand
getrennt. Das Pellet wurde zur Untersuchung des unléslichen AB und der Uberstand fiir die

Untersuchung des l6slichen Ap verwendet.

Zuné&chst wurde eine Standardreihe erstellt, um die AB-Menge spater quantifizieren zu
konnen. Dazu wurden 5 pl eines synthetisch hergestellten Standards des jeweiligen Ap-
Typs (1-40 oder 1-42) mit einer Konzentration von 1.000 ng/ml mit 495 ul eines
Verdunnungsmittels der Test-Ausstattung der Firma ,,the Genetics Company* vermischt.
Dies entsprach einer Konzentration von 10.000 pg/ml. Von dieser Lésung wurden 100 pl
in 900 pl des Diluents gegeben, was einer Konzentration von 1.000 pg/ml entsprach. VVon
dieser Losung wurden wiederum 100 pl in 100 pl des Verdinnungsmittels gegeben. Somit
entstand die Konzentrationsstufe 500 pg/ml. Das Schema wurde bis zu einer Konzentration

von 15,6 pg/ml fortgefiihrt.

AnschlieRend wurden 30 pl des Uberstandes der Gehirnproben mit 90 pl des
Verdlinnungsmittels vermischt. AuBerdem wurde die Antikdrper-Konjugat-Lésung
hergestellt. Dazu wurde das von der Firma bereitgestellte Antikorper-Konjugat 1:100 mit

einem weiteren Verdinnungsmittel der Test-Ausstattung versetzt.
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Fur die Bestimmung des AP wurden spezielle Platten verwendet, die mit Antikérpern
gegen den jeweiligen AB-Typ beschichtet waren. In jede Vertiefung dieser Platte wurden
50 pl der Antikorper-Konjugat-Losung pipettiert. Auflerdem wurden 50 pl der

verschiedenen Standards bzw. 50 pl der Proben nach folgendem Schema dazu gegeben:

1 2 3
A 1.000 pg/ml Standard Probe 1 Probe 9
B 500 pg/ml Standard Probe 2 Probe 10
C 250 pg/ml Standard Probe 3 Probe 11
D 125 pg/ml Standard Probe 4 Probe 12
E 62,5 pg/ml Standard Probe 5 Probe 13
F 31,2 pg/ml Standard Probe 6 Probe 14
G 15,6 pg/ml Standard Probe 7 Probe 15
H Leerprobe (SOpl Ver- Probe 8 Probe 16
diinnungsmittel)

Tab. 2: ELISA Test-Platte. Proben-Anordnung in der Antikdrper-beschichteten Platte.

Die Platte wurde nach dem Pipettieren mit Aluminiumfolie abgedunkelt und fir funf
Minuten auf einer Ruttelplatte sowie anschliefend ber Nacht bei +4°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Platte mit Hilfe einer 1 : 20 mit Aqua bidest. verdinnten Wasch-
Losung in finf Zyklen gewaschen. Dazu wurde pro Zyklus jeweils 300 pl der verdinnten
Losung in die Vertiefungen gegeben und durch Klopfen wieder entfernt. Nach dem
Waschvorgang wurden jeweils 100 pl einer Enzym-Losung (Streptavidin-Peroxidase-
Konjugat; 1 : 100 verdinnt) in jede Vertiefung pipettiert. Die Platte wurde erneut mit einer

Aluminiumfolie abgedunkelt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach einem erneuten Waschvorgang (wie oben beschrieben) wurden jeweils 100 pl einer
Substrat-Lésung (TMB/Peroxide-Mischung) in die Vertiefungen gegeben und bei Raum-
temperatur fir 30 Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die
Absorptionswerte der Proben bei 620 nm gemessen. Die Messung mittels Multiplate
Reader (Firma Tecan, Crailsheim) wurde freundlicherweise von Herrn Peter Lange aus
dem neurochemischen Labor unterstiitzt. Nach der Messung der nicht gestoppten Werte
wurden in jede Vertiefung 50 pl einer Stopp-Losung gegeben (1 M Schwefelsdure).

AnschlieBend wurde eine Messung bei 450 nm durchgefuhrt.

Fur die Analyse der Pellets wurde zu jedem Pellet das zweifach Volumen 70%ige

Ameisenséure dazugegeben und etwa 10 Minuten sonifiziert. AnschlieBend wurde die
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saure Losung mit dem 15-fachen VVolumen 1 M Tris pH 7,4 neutralisiert und mit Hilfe des
Vortex vermischt und hinterher fir 10 Minuten mit 13.000 x g bei + 4°C zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wurde Gberfilhrt und fir einen erneuten ELISA-Durchgang
verwendet. Fur das unldsliche Ap wurden jeweils 60 ul der Proben mit jeweils 60 pl einer

Verdunnungslésung verdinnt.
Auswertung:

Die mittels Multiplate Reader (Firma Tecan, Crailsheim) gemessenen AB-Konzentrationen
waren in [pg/ml] angegeben. Flr die weitere Auswertung wurden diese Konzentrationen in
[pg/mg Gehirn] umgerechnet. Durch die Verdinnung des Gehirns zu Beginn des
Versuches entstand eine Konzentration von 100 mg Gehirn/ml (1 mg Gehirn in 10 pl). Fir
die 16sliche AB-Komponente wurde von dieser Losung 30 pl in 90 pl Diluent verdinnt.
Dementsprechend mussten die gemessenen Werte des loslichen AB mit 0,04 multipliziert.
Das Pellet wurde 17-fach in Ameisenséure und Tris verdinnt und anschlieRend davon 60pl
Losung der Gehirn-Probe in 60pl Diluent verdunnt. Hier wurde mit 0,034 multipliziert.

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Daten sowie die graphische Illustration erfolgte mit Hilfe der
Software GraphPad Prism 5.0. Fir die nicht-parametrischen Daten wurden jeweils die
Mediane sowie die 75%-/25%-Perzentile berechnet. Die Uberpriifung von Unterschieden
zwischen den einzelnen Gruppen nicht-parametrischer Daten hinsichtlich ihrer statistischen
Signifikanz wurde mit Hilfe des U-Tests von Mann-Whitney durchgefiihrt. Flr die
Analyse der parametrischen Daten wurden die zugehorigen Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet. Fir die Prifung von Unterschieden zwischen zwei
Gruppen wurde der Student’s t-test verwendet. Fur die Analysen wurde das anerkannte
Signifikanzniveau von a = 0,05 verwendet. Eine statistische Signifikanz wurde bei einem

p-Wert kleiner 0,05 angenommen.

Die statistische Auswertung der Verlaufskurven der Leistungen aus den motorischen Tests
(Seil- und Rotarod-Test) und der Leistungen im Water Maze (Schwimm-Zeit, -Strecke und
-Geschwindigkeit) wurde mit Hilfe der AUC (Area under the curve; Flache unter der
Kurve) und des U-Tests von Mann-Whitney verglichen. Die statistische Auswertung des

Gewichtsverlaufs der Versuchstiere erfolgte mit Hilfe der AUC und des Student’s t-test.

Die Auswertung des ELISA sowie der Thioflavin-Féarbung erfolgte mit Hilfe des Student’s

t-test fr parametrische Daten.
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3 Ergebnisse

Nachstehend erfolgen die graphische Illustration sowie die statistische Analyse der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit. Zundchst werden die Ergebnisse der Analyse der
Trainingsphase vor der Infektion dargestellt. AnschlieRend wird auf die Auswirkungen der
Infektion und deren persistierenden Effekte eingegangen. Zur besseren Darstellung wurden
einige Teile des Ergebnisses in einer zusatzlichen Graphik hervorgehoben dargestellt
(siehe z.B. Abb. 22).

3.1 Differenzen prae infectione zwischen den Tg*"- und Tg”-Mausen

Bereits vor der Infektion konnten zwischen den transgenen und den nicht-transgenen
Versuchstieren des Tg2576-Stammes Unterschiede hinsichtlich mehrerer Faktoren fest-
gestellt werden. Diese betrafen zum einen das Ausgangsgewicht, zum anderen die
Leistungen der Mé&use in den motorischen sowie neuropsychologischen Tests an den ersten
drei Versuchstagen. Keine Differenzen gab es beztglich des Alters. Das mittlere Alter der
Mause in den beiden Gruppen lag bei ca. 13 Monaten (13,01 Monate + 1,75 fiir die Tg""-
Mause versus 13,12 Monate + 1,35 fiir die Tg”-Mause; p = 0,74; siehe Abb. 4).
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Abb. 4: Alters-Vergleich zwischen den Tg"”- und Tg”-Ma&usen zu Beginn des
Versuches. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen des Alters
in Monaten. Das Alter der Tg"”-Mause (n = 44) und der Tg’-Mause (n = 48) war

annaherungsweise identisch (p = 0,74).

Auch bezuglich der Farbverteilung zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Mausen.
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3.1.1 Phanotypische Merkmale der transgenen und nicht-transgenen Mause

3.1.1.1 Geschlechterverhdiltnis
Fur die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden sowohl die ménnlichen als auch die

weiblichen Méause des Stammes Tg2576 verwendet. In der Gruppe der nicht-transgenen
Mause war das Geschlechterverhaltnis ausgeglichen. Flr die Versuche wurden 24
weibliche Tg™- und 24 mannliche Tg”-Mause verwendet. Bei den transgenen Mausen
tiberwog die Anzahl der weiblichen Mause, es wurden 27 weibliche Tg™- und 17

mannliche Tg*"-Mause fir die Experimente verwendet.

3.1.1.2 Gewichtsdifferenz
Das Ausgangsgewicht wurde zu Beginn der Versuchsreihe vor dem Start der motorischen

und neuropsychologischen Tests bestimmt (siehe auch Kapitel 2.4, S. 23). Dabei fiel ein
signifikanter Unterschied zwischen den Tg*™- und Tg”-Mausen auf. Die transgenen Mause
waren signifikant leichter als die nicht-transgenen Versuchstiere [26,66 + 3,84 g flr die
transgenen Mause versus 33,46 + 5,76 g flr die nicht-transgenen Mause (Mittelwert +
Standardabweichung; p < 0,0001); siehe Abb. 5]. Dieser Unterschied konnte auf dem

aggressiveren und lebhafteren Verhalten der Tg*"-Mause beruhen.
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Abb. 5: Vergleich des Ausgangsgewichtes zwischen den Tg*"- und Tg”-Mausen. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen des Gewichtes in Gramm]g].
Die Tg*"-M4use (n = 44) waren signifikant leichter als die Tg”-Mause (n = 48) (*** p <
0,0001).
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Bei der Betrachtung des Gewichtes fiel des Weiteren ein geschlechtsabhangiger
Gewichtsunterschied auf. Sowohl die weiblichen Tg*- als auch die weiblichen
Tg”’-Mause waren gegentber ihren mannlichen Artgenossen signifikant leichter
[24,71 + 2,525 ¢ fiir die weiblichen Tg*"- versus 29,76 + 3,552 g fur die mann-
lichen Tg*""-Mause (p < 0,0001) sowie 30 + 4,78 g fiir die weiblichen Tg”- versus
36,93 + 4,47 g fiir die mannlichen Tg”-Mause (p < 0,0001); siehe Abb. 6].
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Abb. 6: Geschlechtsspezifischer Vergleich des Ausgangsgewichtes der Tg*™- und Tg”-Mause.
Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen des Gewichtes in Gramm [g]. A:
Die weiblichen Tg*"-Mause (n = 27) waren signifikant leichter als die mannlichen Tg""-Mause (n =
17) (*** p < 0,0001). B: Der gleiche Unterschied zeigte sich auch bei den Tg”-Méausen. Die weib-

lichen (n = 24) waren signifikant leichter als die mannlichen Méause (n = 24) (*** p < 0,0001).

3.1.2 Motorische Tests

Die motorischen Fahigkeiten wurden mit Hilfe des Seil-Tests sowie des Rotarod-Tests
uberprift. In den ersten drei Versuchstagen sollten die Mé&use diese beiden Tests erlernen.
Es wurde pro Tag und Maus jeweils ein Versuch durchgefihrt (siehe auch Kapitel 2.4, S.
23).

Bei der Analyse des Rotarod-Tests fiel auf, dass die Tg*"-Mause sich signifikant langer auf
dem Rotarod-Laufrad halten konnten als die Tg”-Mause [Area under the curve, AUC
(Sekunden x Tage): 398,5 (319,3/543,6) fiir die Tg"-Mause vs. 334,5 (252,5/477,3) fur die
Tg”-Méause; p = 0,0145; siehe Abb. 7].
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Abb. 7: Motorische Leistungen im Rotarod-Test wahrend der Trainingsphase. Die
Analyse erfolgte anhand der verbrachten Zeit der Méause auf dem Rotarod-Laufrad in
Sekunden [s]. In der Graphik sind die Mediane sowie die 25./75. Perzentile dargestellt.
Die Tg*"-M4use (n = 44) blieben signifikant langer auf dem Laufrad als die Tg”-Méause
(n = 42). Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den AUCs (* p < 0,05).

Bei der Auswertung des Seil-Tests konnte keine Signifikanz hinsichtlich der AUCs (ber
den gesamten Bereich der Trainingsphase gefunden werden [AUC (Punktzahl x Tage): 20
(16/21) fur die Tg*"-Méause vs. 17 (14/20) fur die Tg”-Mause; p = 0,127; siehe Abb. 8].
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Abb. 8: Motorische Leistungen im Seil-Test wahrend der Trainingsphase. Die
Analyse erfolgte anhand von festgelegten Punktzahlen (siehe Kapitel 2.5.3, S. 27). In der
Graphik sind die Mediane der Punktzahlen sowie die 25./75. Perzentile der beiden
Gruppen gegeniibergestellt. Die Tg""-Mause (n = 44) waren wahrend der Trainingsphase
nicht signifikant schlechter als die Tg”"-Mause (p = 0,127).
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3.1.3 Neuropsychologische Tests

Fur die Uberpriifung der neuropsychologischen Fahigkeiten wurde der Water-Maze-Test
durchgefuhrt. In den ersten drei Tagen vor der Infektion wurden jeweils sechs Durchléufe
pro Tag und Maus durchgefuhrt (siehe auch Kapitel 2.5.1, S. 24). Dabei wurden jeweils die
Schwimme-Zeiten, -Strecken und -Geschwindigkeiten detektiert und analysiert.

Bei der Analyse der Schwimm-Zeiten fiel kein signifikanter Unterschied zwischen den
Tg*"- und den Tg”-Mausen auf. Die Tg*""-Mause bendtigten dementsprechend die gleiche
Zeit, um die Plattform zu finden und die Lokalisation der Plattform zu erlernen [AUC
(Sekunden x Tage): 142,6 (87,0/172,3) fiir die Tg*""-Mause versus 137,1 (79,1/165,1) fiir
die Tg”-Mause; p = 0,285; siehe Abb. 9].
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Abb. 9: Neuropsychologische Tests: Vergleich der Schwimm-Zeiten im Water Maze
wéahrend der Trainingsphase. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25./75. Perzentile
der Schwimmzeiten in Sekunden [s] bis zum Erreichen der versteckten Plattform (sechs
einzelne L&ufe jeder Maus). Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede bei der
Betrachtung der AUC bezlglich der Zeit bis zum Finden der Plattform zwischen den
Tg*"- (n = 44) und Tg”"-Mausen (n = 42) (p = 0,285).

Im Gegensatz zu der Schwimm-Zeit fiel bei der Analyse der Schwimm-Strecke eine Diffe-
renz zwischen den Tg™- und den Tg”-Mause auf. Die Tg"-Mause schwammen eine
signifikant langere Strecke, als die Tg”-Mause [AUC (Meter x Tage): 20,33 (14,68/23,03)
fur die Tg™"™- vs. 14,22 (11,15/19,33) fur die Tg”-Mause; p = 0,0064; siche Abb. 10].
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Abb. 10: Neuropsychologische Tests: Vergleich der Schwimm-Strecke im Water
Maze wahrend der Trainingsphase. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25./75.
Perzentile der Schwimmstrecken in Meter [m]. Die Tg*"-Méause (n = 44) schwammen

eine signifikant langere Strecke als die Tg”-Mause (n = 42) (** p < 0,01).

Bei der Analyse der Schwimm-Geschwindigkeit im Water Maze fiel kein signifikanter
Unterschied zwischen den Tg*™- und Tg”-Mausen auf [AUC (Zentimeter/Sekunden x
Tage): 32,97 (24,67/40,99) fur die Tg*"-Mause versus 31,12 (22,57/36,17) fiir die Tg”-
Mause; p = 0,212; siehe Abb. 11].
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Abb. 11: Neuropsychologische Tests: Vergleich der Schwimm-Geschwindigkeit im
Water Maze wahrend der Trainingsphase. Dargestellt sind die Mediane und die 25./75.
Perzentile der Schwimm-Geschwindigkeiten in [cm/s]. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Tg*"- (n = 44) und Tg”"-Tieren (n = 42); (p = 0,212).

43



ERGEBNISSE

3.2 Differenzen post infectionem zwischen den Tg*"- und Tg”-Méausen

Die Infektion mit dem Bakterium E. coli erfolgte am Tag O des Versuches. VVor der Infek-
tion wurden sowohl die transgenen als auch die nicht-transgenen Méuse der Tg2576-Linie
in zwei Gruppen eingeteilt. Die eine Gruppe wurde mit dem Bakterium intrazerebral infi-
ziert, die andere Gruppe erhielt eine &quivalente Menge NaCl-Losung intrazerebral
appliziert. Die akute Infektionsphase betrug 41 Stunden, danach wurde mit der Antibiose
begonnen (siehe auch Kapitel 2.6.5, S. 30).

3.2.1 Gewichtsverlauf

Bereits vor der Infektion lag ein deutlicher Unterschied zwischen den transgenen und den
nicht-transgenen Mé&usen des Tg2576-Stammes bezlglich des Ausgangsgewichtes vor.
Diese Differenz bestand bis zum Versuchsende [AUC (Gramm x Tage): 874 (790,3/957,8)
fur die Tg*-Mause versus 960,1 (863,2/1088) fiir die Tg”-Mause; p = 0,0197].

Durch die Infektion mit dem Bakterium E. coli verloren sowohl die transgenen als auch die
nicht-transgenen Mdause an Gewicht. Wie in Kapitel 2.6.4 (S. 30) beschrieben, ist dieser
Gewichtsverlust ein Zeichen einer stattfindenden Meningitis. Der starkste Gewichtsverlust
trat in den ersten zwei Tagen nach der Infektion auf. Danach nahmen die Mause durch die
Bekampfung der Infektion mit dem Antibiotikum wieder an Gewicht zu bzw. verloren
nicht weiter an Gewicht. Die Gewichtsabnahme in den ersten zwei Tagen nach der
Infektion zeigte sowohl bei den Tg*"- als auch bei den Tg”-Mausen eine statistische
Signifikanz [Gepaarter t-Test: fur die Tg"-Mause (n = 21) zeigte sich ein mittlerer
Gewichtsverlust von 1,83 g (0,94/2,73; p = 0,0004) und fiir die Tg”-Mause (n = 21) ein
Gewichtsverlust von 2,31 g (1,63/3,00; p < 0,0001)].

Bei dem Vergleich des Gewichtsverlustes zwischen den Tg*"- und den Tg”-Mausen
wéhrend der Infektionsphase fiel kein signifikanter Unterschied auf. Die transgenen Mé&use
zeigten am zweiten Tag gegenlber dem Tag der Infektion eine Gewichtsabnahme von etwa
6,8%, wohingegen die nicht-transgenen Mause eine Gewichtsabnahme von 7,8% zeigten.
[Prozentsatz des Gewichtsverlustes zwischen dem Tag der Infektion (Tag 0) und zwei
Tagen nach der Infektion (Tag 2) der Tg*"-Mause (n = 21) vs. Prozentsatz des Gewichts-
verlustes der Tg”-Mause (n = 21): -6,8% =+ 7,3% fiir die Tg*"- versus -7,8% =+ 5,5% fir die
Tg”-Mause; p = 0,604; siehe Abb. 12].
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Abb. 12: Gewichtsverluste in Prozent vom Tag 0 bis Tag 2 zwischen den Tg*""- und
den Tg”-Mausen. Dargestellt sind die Mittelwerte der Prozentsitze des Gewichts-
verlustes sowie die Standardabweichungen in Prozent [%]. In der akuten Infektionsphase
zeigte sich bei beiden Gruppen ein deutlicher Gewichtsverlust. Dabei gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Tg*"- (n = 21) und Tg”-Mausen (n = 21) (p =
0,604).

Der Vergleich der Gewichtsverluste zwischen den infizierten Tg*"- und den nicht-infizier-
ten Tg"-Mausen sowie zwischen den infizierten Tg”- und den nicht-infizierten Tg”-
Mausen wahrend der Infektionsphase zeigte aufgrund der groRRen interindividuellen
Gewichtsdifferenzen keinen signifikanten Unterschied. Es zeigte sich aber eine Tendenz,
dass die infizierten Mduse erheblich starker an Gewicht verloren als die nicht-infizierten
Tiere [Prozentsatz des Gewichtsverlustes zwischen dem Tag 0 und dem Tag 2 der infizier-
ten Tg""-Mause (n = 21) vs. Prozentsatz des Gewichtsverlustes der nicht-infizierten Tg*"-
Mause (n = 14): -6,8% + 7,3% fir die infizierten Tg*"- versus -4,4% + 6,7% fur die nicht-
infizierten Tg™"-Méause; p = 0,33; Prozentsatz des Gewichtsverlustes zwischen dem Tag 0
und dem Tag 2 der infizierten Tg”-Mause (n = 21) vs. Prozentsatz des Gewichtsverlustes
der nicht-infizierten Tg”-Mause (n = 17): -7,8% + 5,5% fiir die infizierten Tg™- versus -
3,8% + 6,9% fiir die nicht-infizierten Tg”-Mause; p = 0,05].

Bei dem Geschlechter-Vergleich des Ausgangsgewichtes konnte ein signifikanter Unter-

schied beobachtet werden. Die weibliche Tiere waren sowohl in der transgenen als auch in
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der nicht-transgenen Gruppe signifikant leichter (siehe auch Kapitel 3.1.1.2, S. 39). Beim
Vergleich des Gewichtsverlustes unter der Infektion konnte allerdings kein signifikanter
Unterschied zwischen weiblichen und mannlichen Tieren gefunden werden, allerdings
verloren die nicht-transgenen Weibchen tendenziell mehr an Gewicht als die ménnlichen
Artgenossen [Student‘s t-Test: -5,3% * 6,9% flr die weiblichen Tg""-Mause vs. -8,6% +
7,7% fiir die mannlichen Tg*"-Mause (p = 0,333); -9,4% =+ 6,1% fiir die weiblichen Tg”-
Mause vs. -5.2% =+ 3,3% fiir die mannlichen Tg”-Mause (p = 0,092); siche Abb. 13].
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Abb. 13: Vergleich der Prozentsatze der Gewichtsverluste in den Tagen 0 bis 2 zwischen den
weiblichen und mannlichen Mausen. Dargestellt sind die Mittelwerte der Prozentsdtze des
Gewichtsverlustes sowie die Standardabweichungen in [%]. A: Es konnte kein signifikanter Unter-
schied zwischen den mannlichen (n = 8) und den weiblichen Tg™-Tieren (n = 13) gefunden
werden, p = 0,333. B: Bei den Tg”-M4usen zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterscheid
zwischen den mannlichen (n = 9) und den weiblichen Tg”-Mausen (n = 12), es konnte aber eine
Tendenz eines geringeren Gewichtsverlustes zugunsten der mannlichen Mause beobachtet werden
(p =0,092).

3.2.2 Sterblichkeit

Im Verlauf der Versuche verstarben 18 Maduse, vier dieser Tiere verstarben bei der
Anadsthesie. Eine weitere Maus verstarb aufgrund einer Gehirnblutung. Von den ubrigen 13
frihzeitig verstorbenen Mé&usen, die wahrend des akuten Infektionsstadiums verstarben,
waren vier Mdause Kontroll-Tiere, die infiziert wurden, um nachzuweisen, dass die
Infektion stark genug war. Die Sterblichkeitsrate der tibrigen Tg""-Mause lag bei 21,7 %
und die Sterblichkeitsrate der Tg”-Mause bei 21,1 % (siehe Abb. 14. sowie Tab. 3). Die
Méause, die eine intrazerebrale Injektion mit 0,9%iger NaCl-Ldsung verabreicht bekommen
hatten, Uberlebten bis zum Ende der tierexperimentellen Versuche.
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Abb. 14: Kaplan-Meier-Kurven der Uberlebensraten. Dargestellt sind die Uberlebensraten der
Tg*"- und der Tg”-Méause. Beim Vergleich der Sterblichkeit der Mause, die nach 41 Stunden mit
Antibiotika behandelt wurden, fiel kein signifikanter Unterschied zwischen den Tg™- (n = 23) und
den Tg”"-Mausen (n = 19) auf (log-rank Test: p = 0,8287). Die an Narkose- beziehungsweise
Infektionskomplikationen verstorbenen Mduse sind hier nicht bertcksichtigt.

GenOtyp Injektion r]Versuchsbeginn Nversuchsende Nverstorben

o E. coli 23 18 5 (21,7%)
NaCl 0,9% 14 14 0

To" E. coli 19 15 4 (21,1%)
NaCl 0,9% 17 17 0

Tab. 3: Sterblichkeit nach Genotyp.

3.2.3 Intrazerebrale und systemische Bakterienkonzentration

Wiéhrend der akuten Infektionsphase verstarben neun Mause aufgrund der Infektion (siehe
Tab.3). Um nachzuweisen, dass ihr Tod aufgrund der Infektion geschah und um den
Verlauf der Infektion und der damit verbundenen Bakterien-Besiedlung zu bestimmen,
wurde nach ihrem Tod die Bakterienkonzentration im Cerebellum sowie in der Milz
bestimmt.

Wie oben erwahnt verstarb eine Maus bereits in der ersten Nacht an einer intrazerebralen
Blutung, die durch die Injektion entstanden war. Die Bakterienlast im Cerebellum betrug
3,4 [log CFU/mI]. In der Milz lag die Bakterienkonzentration unter 2,3 [log CFU/ml],
dementsprechend hatte sich die Infektion noch nicht auf dem systemischen Weg ausbreiten
konnen.
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Am zweiten Tag nach der Infektion verstarben vier Mduse, von denen eine nicht-transgen
war und drei transgen waren. Die mittlere Bakterienkonzentration lag bei den Tg*"-Mausen
im Cerebellum bei 6,2 + 6,1 [log CFU/mI] und bei der Tg”-Maus bei 6,6 [log CFU/mI]
und in der Milz der Tg*"-Méause bei 4,4 + 4,4 [log CFU/mI] und bei der Tg”-Maus bei 4,6
[log CFU/mI] (siehe Abb. 15).

o B N W A~ OO N
L L N L L L ' J

Bakterienlast im Cerebellum [log CFU/mI]
Bakterienlast in der Milz [log CFU/mlI]

Genotyp Genotyp

Abb. 15: Bakterienkonzentrationen in Cerebellum und Milz am 2. Tag nach der Infektion;
Vergleich Tg"" und Tg”-Tiere. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen
der Bakterienkonzentrationen am 2. Tag nach der Infektion in [log CFU/mI]. A: Vergleich der
Konzentrationen im Cerebellum zwischen den am 2. Tag verstorbenen Tg™- (n = 3) und Tg™-

Mausen (n = 1). B: Vergleich der Bakterienkonzentration in der Milz.

Am dritten Tag verstarben trotz bereits begonnener Antibiose weitere zwei M&use, wovon
eine transgen und eine nicht-transgen war. Die Bakterienkonzentration im Cerebellum der
Tg*"Maus lag bei 6,0 [log CFU/mI] und in der Milz bei 4,8 [log CFU/mI]. Die Bakterien-
konzentration im Cerebellum der Tg"'Maus lag bei 6,3 [log CFU/mI] und in der Milz bei
4,9 [log CFU/ml].

In den darauf folgenden Tagen verstarben trotz laufender Antibiose noch drei weitere
Méause, von denen zwei nicht-transgen und eine transgen war. Bei der transgenen Maus lag
die mittlere Bakterienkonzentration sowohl im Cerebellum als auch in der Milz unter 2,3
[log CFU/mI]. Bei den nicht-transgenen Tieren lag die mittlere Bakterienlast im
Cerebellum bei 4,4 £ 3,9 [log CFU/mI] und in der Milz bei unter 2,3 [log CFU/mI], sodass
angenommen werden konnte, dass die Bakterien sensibel fur das Antibiotikum waren und

der Tod durch die durch das Bakterium entstandenen irreparablen Schaden eingetreten war.
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Die rechten Hemisph&ren wurden in Formalin eingebettet und mit der HE-Farbung geférbt.
Bei der mikroskopischen Betrachtung der histologischen Schnitte konnten bei den unter
der Infektion verstorbenen Mausen entzlindliche Veranderungen der Meningen beobachtet
werden. Des Weiteren konnte auch eine Mitbeteiligung des Gehirnparenchyms im Sinne
von Bakterienansammlungen sowie ddematdsen Verénderungen beobachtet werden. Die

am Ende des Versuches gettteten Mause wiesen hingegen keine Entzlindungszeichen auf.

3.3 Langfristiger Einfluss der Infektion auf den Gewichtsverlauf

Zunéchst soll auf den Einfluss der Infektion auf den Gewichtsverlauf zwischen den
infizierten und den nicht-infizierten transgenen Maéusen eingegangen werden und

anschlieRend auf den Einfluss auf die nicht-transgenen Tiere.

Der Gewichtsverlust, der zu Beginn der Infektion auftrat (siehe Kapitel 3.2.1, S. 44), war
nach dem Beginn der Antibiose wieder riicklaufig (siehe Abb. 16).

Uber den gesamten Verlauf des Versuches gab es keinen signifikanten Unterschied
beziiglich des Gewichtes zwischen den infizierten und den nicht-infizierten Tg*"-Mausen
[AUC (Gramm x Tage): 874 (790/958) fur die E. coli-infizierten Mause versus 854
(779/1024) fur die nicht-infizierten Méuse; Mann-Whitney U-Test: p = 0,9243; siehe Abb.
16].
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Abb. 16: Gewichtsverlauf der Tg*"-Mause: Vergleich der infizierten und der nicht-
infizierten Mause. Dargestellt sind die Mittelwerte des Gewichtes sowie die Standard-

abweichungen in Gramm [g]. Es zeigte sich kein signifikanter Gewichtsunterschied
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zwischen den infizierten Tg*"-M4use (n = 18) und den nicht-infizierten Tg”-Mausen (n =
14) bei der Betrachtung des gesamten Zeitraum des Versuches (p = 0,9243).

Bei den nicht-transgenen Tieren zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen den infizierten und den nicht-infizierten Mdausen bezuglich des Gewichtes im
Verlauf der Versuche [AUC (Gramm x Tage): 960 (863/1088) fur die E. coli-infizierten
Mause versus 1055 (1017/1193) fiir die nicht-infizierten Mause; Mann-Whitney U-Test: p
= 0,0699; siehe Abb. 17]. Die infizierten Méuse waren jedoch tendenziell leichter als die
nicht-infizierten Tg”-Tiere. AuRerdem zeigte sich bereits wahrend der Trainingsphase
sowohl bei den infizierten als auch bei den nicht-infizierten Tieren ein Gewichtsverlust,

der am ehesten auf die verstarkte Anstrengung in der Trainingsphase zuriickzufuhren ist.

Gewicht [g]
w
T

N
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Abb. 17: Langfristiger Gewichtsverlauf der Tg”-Mause: Vergleich der infizierten
und der nicht-infizierten M&use. Dargestellt sind die Mittelwerte des Gewichtes sowie
die Standardabweichungen in Gramm [g]. Uber den gesamten Zeitraum des Versuches
gab es ebenso wie bei den transgenen Tieren keinen signifikanten Gewichtsunterschied
zwischen der infizierten (n = 15) und der nicht-infizierten Gruppe (n = 17; p = 0,0699).
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3.4 Langfristiger Einfluss der Infektion auf die motorischen Tests

Um auszuschlieBen, dass durch die Infektion motorische Defizite entstanden waren,

wurden zwei motorische Tests durchgefiihrt, der Seil-Test sowie der Rotarod-Test.

3.4.1 Seil-Test

Im Seil-Test konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den infizierten und den
nicht-infizierten Tg"”-Mausen gefunden werden, sodass davon ausgegangen werden
konnte, dass die motorischen Leistungsfahigkeiten der infizierten Tg*-Mause durch die
Infektion nicht eingeschréankt waren [AUC (Punktzahl x Tage): 294 (230/313) fur die
infizierten versus 220 (190/308) fiir die nicht-infizierten Mause; p = 0,2099].
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Abb. 18: Seil-Test: Vergleich der Tg*-Mause. Dargestellt sind die Mediane sowie die
25./75. Perzentile der Punktzahlen. Bei dem Vergleich der infizierten Tg* -Méause (n =
18) mit den nicht-infizierten Tg*"-Mausen (n = 14) konnte kein signifikanter Unterschied
beobachtet werden (p = 0,21).

Bei den Tg”-Tieren konnte hingegen eine signifikante Differenz gefunden werden. Die
nicht-infizierten Tg”-Mause waren signifikant motorisch besser als die infizierten Tg”-
Maduse [AUC (Punktzahl x Tage): 208 (172/274) fir die infizierten vs. 134 (100/217) fur
die nicht-infizierten Tg”-Mause; p = 0,034].
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Abb. 19: Seil-Test: Vergleich der Tg”-Mause. Dargestellt sind die Mediane sowie die
25./75. Perzentile der Punktzahlen im Seil-Test. Die infizierten Tg”-Mause (n = 15)

waren signifikant schlechter als die nicht-infizierten Méuse (n = 17) (* p = 0,034).
3.4.2 Rotarod-Test

Auch bei dem Rotarod-Test konnte kein signifikanter Unterschied nach der Infektion
zwischen den infizierten und den nicht-infizierten Tg*"-Méusen beobachtet werden [AUC

(Sekunden x Tage): 8035 (6494/8476) fur die infizierten Mé&use versus 8118 (6553/9102)
fur die nicht-infizierten Tg*"-Mause; p = 0,718].
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Abb. 20: Rotarod-Test, Vergleich zwischen der infizierten und der nicht-infizierten
Tg"-Gruppe. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25./75. Perzentile der Zeiten in
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Sekunden [s]. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der infizierten (n = 18)
und der nicht-infizierten (n =14) Gruppe der Tg*"-Mause gefunden werden (p = 0,718).

Auch in der Tg”-Gruppe konnte kein signifikanter Unterschied bei der Betrachtung der
Leistungen im Rotarod-Test beobachtet werden. Es lag jedoch eine Tendenz vor, dass die
infizierten Tg”-Mause etwas schlechter waren [AUC (Sekunden x Tage): 6130
(4199/8160) fiir die infizierten versus 7605 (5761/8658) fur die nicht-infizierten Tg”-
Mause; p = 0,183].

3004

200+

Zeit [s]

100+

-4 0 4 8 12 16 20 24 28

ge
== [ coli === NaCl 0,9%

Abb. 21: Rotarod-Test: Vergleich zwischen den infizierten und den nicht-infizierten
Tg”’-Méausen. Dargestellt sind die Mediane sowie die 25./75. Perzentile der Zeiten in
Sekunden [s]. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der infizierten (n = 15)

und der nicht-infizierten (n =17) Gruppe der Tg”-Méause gefunden werden (p = 0,183).
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3.5 Langfristiger Einfluss der Infektion auf die neuropsychologischen Tests

In der Trainingsphase vor der Infektion gab es zwischen den Tg*"- und den Tg”-Mausen
des Stammes Tg2576 keinen signifikanten Unterschied bei der Betrachtung der Zeit bis
zum Auffinden der Plattform und der Schwimm-Geschwindigkeit im Morris-Water-Maze-
Experiment. Es gab lediglich einen signifikanten Unterschied bei der Betrachtung der
Schwimm-Strecke. Nach der Infektion und der antibiotischen Behandlung wurden wieder-
holt Versuche mit dem Water Maze durchgefuhrt, um die Funktion des Gedéachtnisses, im
Sinne des Aufrufens bereits erlernter Begebenheiten zu tUberprifen. Am Ende des Experi-
mentes, vier Wochen nach der Infektion, wurde schlieBlich die unsichtbare Plattform
versetzt, um zu untersuchen, ob eine Differenz im Neu-Lernen zu erkennen war (Siehe
auch Kapitel 2.5.1, S. 24). Im Folgenden ist der Einfluss der Infektion auf die Tg"-Mause
im Water Maze dargestellt, indem die nicht-infizierten mit den infizierten Mausen
verglichen werden. Des Weiteren wird auf den Einfluss der Infektion auf die Tg”-Mause

eingegangen.

3.5.1 Einfluss der Infektion auf die Leistungen der Tg*"-Méause

Die Schwimm-Zeiten im Water Maze direkt vor der Infektion waren nicht signifikant
unterschiedlich [Mann-Whitney U-Test Tag 0: 48,21 (13,85/91) s fir die infizierten versus
75,9 (18,2/91) s fiir die nicht-infizierten Tg*"-Mause; p = 0,7126]. Nach der intrazerebralen
Infektion zeigte sich ebenfalls kein signifikant unterschiedlicher Verlauf der Schwimm-
Zeiten der Tg*"-Mause [AUC Tag 7 bis Tag 27 (Sekunden x Tage): 1206 (652/1611) fiir
die infizierten versus 1105 (449/1508) fur die nicht-infizierten Tg*"-Mause; p = 0,4818].

Beide Gruppen brauchten mehr Zeit um die Plattform zu finden.

Am 29. Versuchstag wurde die Plattform an eine neue Lokalisation verschoben. Der
Ablauf entsprach annahernd dem der Trainingsphase zu Beginn der Versuchsreihe (siehe
auch Kapitel 2.5.1, S. 24). In der Lernphase der neuen Lokalisation zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den infizierten Tg*"-Mausen und den nicht-infizierten
Tg*""-Mausen. Den mit E. coli-infizierten transgenen Mause des Stammes Tg2576 gelang
es nicht, die neue Lokalisation der Plattform zu erlernen [AUC Tag 29 bis Tag 31
(versetzte Plattform) (Sekunden x Tage): 169 (109/182) fir die mit infizierten Tg""-Mause
versus 113 (89/148) fur die nicht-infizierten Tg*-Mause; p = 0,0487; siehe Abb. 22]. Dies
deutet auf eine eingeschrénkte Lernfunktion, bei erhaltener Gedéchtnisfunktion fir &ltere

Ereignisse, der mit dem Bakterium E. coli-infizierten Tg*"-Mause hin.
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Abb. 22: Vergleich der Water-Maze-Schwimm-Zeiten zwischen den infizierten und
den nicht-infizierten Tg*"-Mausen. Dargestellt sind die Mediane und die 25./75.
Perzentile der Zeiten in Sekunden [s]. A: Gesamter Water-Maze-Versuch. B: Versetzte
Plattform (Tag 29 bis 31). In der letzten Phase des Versuches wurde die Plattform im
Water Maze versetzt. Bei dem Erlernen der neuen Lokalisation der Plattform fiel auf,
dass die infizierten Tg*"-Mause (n = 18) im Gegensatz zu den nicht-infizierten Mausen

nicht in der Lage waren, die neue Lokalisation zu erlernen (* p < 0,05).
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Bei der Beurteilung der Schwimm-Strecken sowie der Schwimm-Geschwindigkeiten fielen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den infizierten und den nicht-infizierten Tg"-
Mause auf [AUC Schwimm-Strecke (Meter x Tage): 280 (188/420) fur die infizierten
Mause vs. 295 (183/380) fir die nicht-infizierten Méuse; p = 0,8942; AUC Schwimm-
Geschwindigkeiten (Zentimeter/Sekunden x Tage): 578 (466/703) fur die infizierten
Méause vs. 596 (482/716) fiir die nicht-infizierten M&use; p = 0,5818; siehe Abb. 23].
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Abb. 23: Vergleich der Schwimm-Strecke und der Schwimm-Geschwindigkeit im Water-
Maze-Versuch zwischen den infizierten und nicht-infizierten Tg*"-Mé&usen. A + B: Gesamter
Water-Maze-Versuch. C + D: Versetzte Plattform (Tag 29 bis 31). A + C: Dargestellt sind die
Mediane sowie die 25./75. Perzentile der Schwimmstrecken in Meter [m]. Es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen den infizierten (n = 18) und den nicht-infizierten Tg""-Mé&usen
(n = 14) A: ber den gesamten Verlauf des Water-Maze-Versuches (p = 0,8942) sowie C: in der
Lernphase der versetzten Plattform (p = 0,8942). B + D: Dargestellt sind die Mediane sowie die
25./75. Perzentile der Geschwindigkeiten in [cm/s]. Hier zeigte sich ebenfalls kein signifikanter

Unterschied zwischen den Geschwindigkeiten der infizierten (n = 18) und den nicht-infizierten
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Tg"-M4usen (n = 14) B: lber den gesamten Verlauf des Water-Maze-Versuches (p = 0, 5818)
sowie D: in der Lernphase der versetzten Plattform (p = 0,3327).

Auch bei der Betrachtung der Lernphase mit der versetzten Plattform (Tag 29 bis 31)
konnte kein signifikanter Unterschied bezuglich der Schwimm-Strecke und -Geschwindig-
keit zwischen den Tg*""-Mausen beobachtet werden [AUC der Schwimm-Strecke (Meter x
Tage): 13,2 (9,2/22) fir die infizierten Méuse vs. 16,3 (10,9/19,9) fiir die nicht-infizierten
Mause; p = 0,8942; AUC der Schwimm-Geschwindigkeit (Zentimeter/Sekunden x Tage):
23,9 (16,2/30,6) fur die infizierten Méause vs. 28,3 (21,1/32,5) fir die nicht-infizierten
Méause; p = 0,3327; siehe Abb. 23].

3.5.2 Einfluss der Infektion auf die Leistungen der Tg”- Mause

Um zu beweisen, dass der gefundene Unterschied zwischen den infizierten und den nicht-
infizierten Tg"-Mausen nicht alleine auf der Infektion beruhte, sondern auch durch die
Transgenitdt bedingt war, wurde der Morris Water Maze ebenfalls mit den nicht-

transgenen Mdusen bis zum Ende durchgefihrt.

Bei der Beurteilung der Schwimm-Zeiten der Tg"'-Méuse im Water Maze zeigte sich kein
signifikanter Unterschied [AUC (Sekunden x Tage): infizierte Mause 2040 (771/2710)
versus nicht-infizierte Tg”-Mause: 1264 (640/2631), p = 0,3451]. Vor allem bei der
Betrachtung der Phase der versetzten Plattform, wo sich bei den transgenen Mausen eine
signifikante Differenz zeigte, konnte keine signifikante Differenz bei dem Vergleich der
infizierten und der nicht-infizierten Tg”-M&use nachgewiesen werden. Hier zeigte sich ein
nahezu gleiches Lernverhalten der infizierten und der nicht-infizierten Tg”-Mause [AUC
Tag 29 bis 31(Sekunden x Tage): infizierte Tg”-Mause 163 (62/182) versus nicht-
infizierte Tg”-Mause 139 (61/ 61; p = 0,9079].
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Abb. 24: Vergleich der Schwimm-Zeiten im Morris Water Maze zwischen den
infizierten und den nicht-infizierten Tg”-Mause. Dargestellt sind die Mediane sowie
die 25./75. Perzentile der Schwimmzeiten in Sekunden [s]. A: Gesamter Water-Maze-
Versuch. B: Versetzte Plattform (Tag 29 bis 31). Es konnte kein signifikanter Unter-
schied zwischen den infizierten (n = 15) und den nicht-infizierten Mé&usen (n = 17)
gefunden werden (A: p = 0,3451; B: p = 0,9079).

Auch bei der Betrachtung der Schwimm-Strecke sowie der Schwimm-Geschwindigkeit
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der infizierten und der nicht-infizierten
Gruppe gefunden werden [Schwimm-Strecke: AUC (Meter x Tage): infizierte Tg”-Mause
175 (109/302) versus nicht-infizierte Tg”-Mause 135 (101/247); p = 0,406; Schwimm-
Geschwindigkeit: AUC (Zentimeter/Sekunde x Tage): infizierte Tg”-Mause 489 (352/673)
versus nicht-infizierte Tg”-Mause 493 (390/617); p = 0,880].

Bei der Betrachtung der Lernphase mit der versetzten Plattform konnte hier, wie bei den

transgenen Méusen, ebenfalls kein signifikanter Unterschied beobachtet werden [AUC der
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Schwimm-Strecke (Meter x Tage): 9,9 (4,7/14,8) fir die infizierten versus 8,7 (5,6/15,3)
fur die nicht-infizierten Tg”-Mause; p = 0,763; AUC der Schwimm-Geschwindigkeiten
(Zentimeter/Sekunden x Tage): 21,7 (16,8/33,6) fur die infizierten Tg”-Mause versus 23,5
(18,6/29,7) fur die transgenen Tg”-Mause; p = 0,734].
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Abb. 25: Vergleich der Schwimm-Strecke und -Geschwindigkeit im Water Maze zwischen
den infizierten und den nicht-infizierten Tg”-Mé&usen. A + B: Gesamter Water-Maze-Versuch.
C + D: Versetzte Plattform (Tag 29 bis 31). A + C: Dargestellt sind die Mediane sowie die 25./75.
Perzentile der Schwimm-Strecke in Meter [m]. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den infizierten (n = 15) und den nicht-infizierten Tg""-Mausen (n = 17) A: iber den
gesamten Verlauf des Water-Maze-Versuches (p = 0,406) sowie C: in der Lernphase der versetzten
Plattform (p = 0,763). B + D: Dargestellt sind die Mediane sowie die 25./75. Perzentile der
Geschwindigkeiten in [cm/s]. Hier zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen
den infizierten (n = 15) und den nicht-infizierten Tg""-Mausen (n = 17) B: (iber den gesamten
Verlauf des Water Maze (p = 0, 880) und D: in der Lernphase der versetzten Plattform (p = 0,734).
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3.5.3 Einfluss der Infektion auf die Tg""-Mause: Geschlechterdifferenzen

Wie zu Beginn der vorliegenden Arbeit erwahnt, konnten die Versuchsreihen nicht mit
einem einheitlichen Geschlecht durchgefiihrt werden. Sowohl in der transgenen als auch in
der nicht-transgenen Gruppe wurden beide Geschlechter verwendet. Das Geschlechter-

verhaltnis am Ende des Versuches kann der Tab. 4 entnommen werden.

Tg""-Méause Tg"-Mause
weiblich mannlich weiblich Mannlich
Infizierte Méause 12 6 10 5
Nicht-infizierte Méause 9 5 11 6

Tab. 4: Geschlechterverhaltnis am Ende des Versuches.

Das Geschlechterverhéltnis lag dementsprechend in jeder Gruppe etwa bei 2 : 1 (weiblich :
mannlich). Bei dem Geschlechter-Vergleich zeigte sich, dass die infizierten weiblichen
Tg*"-Mause nach der Infektion und im Verlauf der Lernphase der versetzten Plattform in
den neuropsychologischen Tests deutlich schlechter abgeschnitten hatten als die infizierten
mannlichen Tg*"-Mause. Im Water Maze zeigte sich wahrend der Trainingsphase ein
annéhernd gleiches Verhalten [AUC Tag -3 bis -1 (Sekunden x Tage): 116,6 (77,8/172,6)
fir die weiblichen Mause versus 109,4 (68,4/154,7) fir die ménnlichen Méuse; p =
0,5425]. Am Tag 0 vor der Infektion zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen den Weibchen und den Mé&nnchen [Mann-Whitney U-Test Tag 0: 48,2 (18,2/91)
s fur die weiblichen versus 51,71 (10,3/91) s fiir die mannlichen Tg*""-Tiere; p = 0,6677].
Nach der Infektion jedoch verschlechterten sich die Leistungen der weiblichen Tiere,
wobei die Leistungen der Mannchen konstant blieben bzw. sich sogar verbesserten. Der
Vergleich der Leistungen im Water Maze nach der Infektion der Tg*"-Mause zeigte ein
signifikant schlechteres Leistungsvermogen der Weibchen gegenuber den mannlichen
Artgenossen sowohl in der Phase nach der Infektion mit der normalen Lokalisation der
Plattform als auch in der Lernphase der neuen Lokalisation [AUC Tag 7 bis Tag 27
(Sekunden x Tage): 1556 (1160/1693) fir die weiblichen vs. 597 (408/801) fur die
mannlichen infizierten Tg"-Mause (p = 0,0023); AUC Tag 29 bis Tag 31 (Sekunden x
Tage): 180 (157/182) fur die weiblichen infizierten Tg*"-Mause vs. 104 (82/167) fir die

mannlichen infizierten Tg* "Mause; p = 0,0194].
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Abb. 26: Water Maze, Schwimm-Zeiten: Vergleich der weiblichen infizierten Tg*"-
Mause mit den mannlichen infizierten Tg"-Mé&usen. Dargestellt sind die Mediane
sowie die 25./75. Perzentile der Schwimm-Zeiten in Sekunden [s]. Nach der Infektion
waren die weiblichen transgenen Maduse (n = 12) signifikant schlechter im Water Maze
als die ménnlichen transgenen Méuse (n = 6) (** p < 0,01; * p < 0,05).

Bei den nicht-transgenen Méausen konnte diese Differenz nicht gefunden werden [AUC
Tag 7 bis Tag 31 (Sekunden x Tage): 1123 (542/1902) fiir die weiblichen infizierten Tg”-
Mause vs. 1583 (927/1583) fiir die mannlichen infizierten Tg”-Mause; p = 0,422]. Nach
der Infektion nahm die Leistung der mannlichen Tg™”-Tiere immer weiter ab. Und am Ende

des Versuches waren die Mannchen sogar tendenziell schlechter als die Weibchen.
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Abb. 27: Water Maze, Schwimm-Zeiten: Vergleich der weiblichen infizierten Tg™-
Méause mit den mannlichen infizierten Tg”-Mausen. Dargestellt sind die Mediane und
die 25./75. Perzentile der Schwimm-Zeiten in Sekunden [s]. Die weiblichen Tg™”-Tiere (n

= 10) waren nicht signifikant schlechter als die mannlichen Tg™"-Tiere (n = 5; p = 0,422).

61



ERGEBNISSE

Um auszuschlielen, dass der gefundene Geschlechterunterschied nicht ausschlieRlich
durch die Transgenitat hervorgerufen wurde, sondern durch die Infektion der Tg*"-Méause
entstanden war, wurden auBerdem die nicht-infizierten weiblichen und ménnlichen Tg*-
Mause miteinander verglichen. Hier zeigte sich eine signifikante Differenz der Leistungen
bereits wéahrend der Trainingsphase. Die weiblichen Mé&use waren hier signifikant
schlechter als die ménnlichen Tiere [AUC der Tage -3 bis -1 (Sekunden x Tage): 172
(118/182) fiir die weiblichen vs. 76, (55/131) fur die mannlichen nicht-infizierten Tg"-
Mause; p = 0,023]. Beim Vergleich der letzten drei Versuchstage, in denen die Plattform
versetzt wurde, zeigte sich jedoch keine signifikante Differenz [137,4 (99,8/174,2) fiir die
weiblichen versus 107,7 (55,2/117,2) fiir die méannlichen Tg*"-Méause; p = 0,142]. Die

weiblichen Tiere waren hier aber auch tendenziell schlechter.
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Abb. 28: Water Maze, Schwimm-Zeiten: Vergleich der weiblichen nicht-infizierten
Tg*""-Méause mit den méannlichen nicht-infizierten Tg*"-Mausen. Dargestellt sind die
Mediane sowie die 25./75. Perzentile der Schwimm-Zeiten in Sekunden [s]. Die
weiblichen Tg""-Mause (n = 9) waren bereits zu Beginn des Versuches in der
Trainingsphase signifikant schlechter als die méannlichen Tg*-Méause (n = 5; * p =
0,023). Diese Differenz war bis zum Ende des Versuches tendenziell vorhanden, wobei
sich aufgrund der hohen inter- und intraindividuellen Variationen kein signifikanter
Unterschied zwischen den weiblichen und den mannlichen nicht-infizierten Tg*"-Mausen
zeigte (Tage 29 - 31: p = 0,142).
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3.6 Amyloid-p-Gehalt post infectionem

Nach Versuchsende wurden die Mé&use per Genickbruch getotet und deren Gehirne pra-
pariert. Die linke Hemisphare wurde fir die Untersuchung mit Hilfe des ELISAS
verwendet und die rechte fur die Untersuchung unter dem Mikroskop. Die Ergebnisse

werden im Folgenden erldutert.

3.6.1 ELISA

Die Auswertung des ELISA-Tests erfolgte mit Hilfe des Multiplate Reader der Firma
Tecan (Crailsheim). Es wurden die l6slichen sowie die unléslichen AB1-40- und AB1-42-
Peptide gemessen (siehe auch Kapitel 2.7.6, S. 34). Bei der Auswertung konnten keine
signifikanten Unterschiede in den Konzentrationen der Amyloid-Peptide zwischen den
infizierten und den nicht-infizierten Tg""-Mausen gefunden werden. Einer der Griinde
konnte die geringe Anzahl der untersuchten Mause sein (infizierte Tg"”-Mause n = 11
versus nicht-infizierte Tg*"-Méause n = 10). Bei der Betrachtung des Verhaltnisses
zwischen der Konzentration des léslichen AB1-42 und der Konzentration des léslichen
AP1-40 konnte eine leichte Tendenz beobachtet werden. Die infizierten Mduse wiesen
etwas mehr APB1-40 als AB1-42 auf, wohingegen die nicht-infizierten Mé&use nahezu
identische Konzentrationen an AB1-40 und AB1-42 besalRen. Die infizierten Mduse wiesen
dementsprechend tendenziell einen niedrigeren AB1-42/Ap1-40-Quotienten auf als die
nicht-infizierten Méuse (AB1-42/AB1-40-Quotient des loslichen Ap: 0,659 + 0,170 fur die
infizierten Mause versus 0,937 + 0,718 flr die nicht infizierten Mause; p = 0,227) (siehe
Tab. 5 und Abb. 29).

Losliches AP [pg/mg Gehirn]
AB E. coli NaCl 0,9% p-Wert
1-40 8,350 + 2,640 7,227 £ 3,100 0,381
1-42 5,216 + 1,083 5,333+ 2,151 0,875
1-42/1-40 0,659 + 0,170 0,937 £ 0,718 0,227
Unlosliches AP [pg/mg Gehirn]
AP E. coli NaCl 0,9% p-Wert
1-40 1,779 £ 0,282 1,715+ 0,120 0,514
1-42 6,665 + 1,912 6,228 + 0,3992 0,488
1-42/1-40 1,335+ 0,488 1,544 + 1,112 0,577

Tab. 5: Vergleich der Ag-Konzentrationen im ELISA-Test
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Konzentration AB1-40 I6slich [pg/mg Gehirn]
Konzentration AB1-42 I8slich [pg/mg Gehirn]

Konzentration AB1-40 unlgslich [pg/mg Gehirn]
Konzentration AB1-42 unlgslich [pg/mg Gehirn]
[e2]

Abb. 29: ELISA: Ap-Konzentrationsvergleich zwischen den infizierten Tg*-Mé&usen und den
nicht-infizierten Tg""-Mausen. Dargestellt sind die Mittelwerte der Ap-Konzentrationen und die
Standardabweichungen in pg/mg Gehirn. A: Vergleich der 16slichen AB1-40-Komponente (p =
0,381). B: Vergleich der 16slichen AB1-42-Komponente (p = 0,875). C: Vergleich der unlgslichen
AP1-40-Komponente (p = 0,514). D: Vergleich der unloslichen AB1-42-Komponente (p = 0,488).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden.

3.6.2 Thioflavin-S-Farbung

Die Amyloid-p-Plaques der Méuse des Stammes Tg2576 wurden mit Hilfe der Thioflavin-
S-Féarbung dargestellt. Dabei wurde je ein koronarer Schnitt aus der Mitte des Cerebrums
jeder Maus angefertigt und mikroskopiert. Die Analyse erfolgte mit dem Programm
Definiens unter Mithilfe von Dr. M. Kreutzfeld aus der Abteilung Neuropathologie der

Universitatsmedizin Gottingen (siehe auch Kapitel 2.7.5, S. 33).
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Abb. 30: Thioflavin-S-Farbung, Ausschnitt aus dem Querschnitt des Cerebrums
einer Tg*"-Maus (Maus 5679). Beispiel einer mit Thioflavin-S-gefarbten Ap-Plaque.

Bei dem Vergleich zwischen den infizierten transgenen Mausen mit den nicht-infizierten
Tg*"-Méusen fiel kein signifikanter Unterschied bei Betrachtung der Thioflavin-positiven
Plaque-Flache auf. Die infizierten transgenen Ma&use wiesen dementsprechend keine
signifikant groRere oder kleinere Plaque-Flache auf als die nicht-infizierten [2,5 x 10° + 1,4
x 10° um? fiir die infizierten Tg*"-Mause versus 3,3 x 10° + 2,5 x 10° um? fiir die nicht-
infizierten Tg*""-Mause (p = 0,465; siehe Abb. 31)].

Tg*"-Mause
6.0x10° -

4.0x104 + —_—

2.0x104 +

Plaque-Flache [um?]

Abb. 31: Analyse der Thioflavin-S-gefarbten Gehirnschnitte der Tg*-Mause. Darge-
stellt sind die Mittelwerte, sowie die Standardabweichungen der Plaque-Flachen in pm2.
Zwischen den infizierten (n = 8) und den nicht-infizierten Tg*"-M4usen (n = 5) konnte

kein signifikanter Unterschied bezuglich der Plagque-Flache gefunden werden (p = 0,465).
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4 Diskussion

Neurodegenerative Erkrankungen wie der Morbus Alzheimer stellen aufgrund des demo-
graphischen Wandels ein immer groRer werdendes Problem dar. Doch nicht nur die
neurodegenerativen Erkrankungen stellen ein Problem der alteren Generation dar. Auch
das Auftreten bakterieller Infekte, wie Harnwegsinfekte oder Lungenentziindungen,
werden mit dem Alter h&ufiger. Aufgrund der Kklinischen Beobachtung, dass sich
bakterielle Infektionen auch negativ auf eine bestehende neurodegenerative Erkrankung
auswirken (Holmes et al. 2003; Perry et al. 2007), riickt die Untersuchung dieses Effektes
immer mehr in den Mittelpunkt der Forschung auch im Hinblick auf die mdglichen
Auswirkungen auf eine addquate Therapie. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation
wurde der Einfluss einer intrazerebralen Infektion mit Escherichia coli auf den Verlauf der
Alzheimer-Demenz im Mausmodell mit Mdusen des Stammes Tg2576 analysiert. Dabei
wurden sowohl infizierte mit nicht-infizierten transgenen Maéusen verglichen als auch
transgene mit nicht-transgenen Méusen. Ziel der Arbeit war es, einen moglichen Einfluss
einer bakteriellen Infektion auf die kognitiven Fahigkeiten der transgenen Mause zu unter-

suchen.

4.1 Einfluss der intrazerebralen Infektion mit E. coli auf die kognitive Leistungs-

fahigkeit der transgenen Mause des Stammes Tg2576

Die Untersuchung der kognitiven Fahigkeiten wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe
des Morris-Water-Maze-Experimentes durchgefiihrt. Dabei wurde eine signifikante
Verschlechterung der kognitiven Leistungsfahigkeit bei den infizierten transgenen Mausen
des Stammes Tg2576 nachgewiesen. Diese bezog sich auf das Erlernen neuer Begeben-

heiten. Den Mé&usen gelang es nach der Infektion nicht, eine neue Information zu erlernen.

Das Erinnern hingegen war nicht signifikant beeintrachtigt durch die intrazerebrale
Infektion. Infizierte Tg*"-Mause erinnerten sich auch nach der Infektion nicht signifikant
schlechter an eine vorher erlernte Lokalisation einer unsichtbaren Plattform im Water-
Maze-Experiment als transgene Mause, die nicht mit dem Bakterium E. coli infiziert

wurden.

Durch die Versetzung der Plattform ca. vier Wochen nach der stattgefundenen Infektion
wurde das Erlernen neuer Begebenheiten Uberpruft. Hier zeigte die mit E. coli infizierte
Gruppe eine signifikant schlechtere Leistungsfahigkeit als die nicht-infizierten transgenen

Méuse. Die kognitiven Leistungsfahigkeiten des Neulernens waren dementsprechend
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durch die Infektion eingeschrankt. Den Tieren gelang es nicht, die neue Lokalisation zu
erlernen, wohingegen das Lernverhalten der nicht-infizierten transgenen Mause dem Lern-
verhalten zu Beginn der Versuche entsprach. Um zu beweisen, dass diese
Verschlechterung der Water-Maze-Ergebnisse nicht aufgrund motorischer Defizite
geschah, sondern aufgrund der beeintrachtigten kognitiven Gehirnfunktionen, wurden
neben den neuropsychologischen Versuchen auch motorische Tests durchgefiihrt. Diese
motorischen Tests ergaben aber keinerlei Hinweise auf eine beeintrachtigte motorische
Leistungsfahigkeit, dementsprechend waren die schlechten Leistungen im Water Maze

allein auf die kognitiven Fahigkeiten zurtckzufthren.

Um aullerdem nachzuweisen, dass die gefundenen Defizite der transgenen infizierten
Méause auch auf der Transgenitat beruhten und nicht alleine Resultat der Infektion mit E.
coli waren, wurden auBBerdem nicht-transgene Mduse des Stammes Tg2576 infiziert. Bei
der Untersuchung der nicht-transgenen Mause konnte kein signifikanter Unterschied der
kognitiven Leistungen zwischen den infizierten und den nicht-infizierten Méuse beobach-
tet werden. Dadurch kann angenommen werden, dass eine Infektion sich nicht auf die

kognitiven Leistungen von nicht-transgenen Mdusen auswirkt.

Die Zusammenflhrung dieser beiden Beobachtungen lasst annehmen, dass sich eine intra-
zerebrale Infektion mit dem Bakterium E. coli nur auf die kognitiven Leistungen der
transgenen, nicht aber auf die der nicht-transgenen Mause des Stammes Tg2576 auswirkt.
Diese Erkenntnis und die Entdeckung, dass sich die Infektion nur auf die Verschlechterung
des Neu-Erlernens beziehen, stellt eine wichtige Beobachtung dar. Bei der AD kommt es
sehr haufig zu Problemen bei der Aufnahme neuer Informationen. Viele Patienten leiden
unter dem Verlust kognitiver Fahigkeiten im Sinne von Wissen um die aktuelle Situation.
Das semantische Gedachtnis sowie dltere Inhalte des episodischen Gedéchtnisses bleiben
initial oft unbeeintrachtigt. Dementsprechend konnte hier die Schlussfolgerung gezogen
werden, dass die dementielle Symptomatik in Ma&usen infolge einer intrazerebralen
Infektion fortschreitet. Zu Beginn des Experimentes zeigte sich kein Unterschied in dem
Lernverhalten der Gruppen. Nach der Infektion konnte jedoch ein deutlicher Unterschied
beim Erlernen der neuen Lokalisation der Plattform beobachtet werden. Durch die
Definition der Demenz als eines Verlustes friiher vorhandener geistiger Leistungsfahigkeit
(Bandelow et al. 2008) kann hier angenommen werden, dass bei den Mausen ein demen-
tielles Problem vorlag, was dem von AD-Patienten &hnelt. Dieser Zusammenhang und die

Progression der dementiellen Symptomatik durch die Infektion lassen darauf schliefl3en,
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dass das Vorbeugen von Infektion bei dlteren Menschen sehr wichtig ist. Altere Menschen
leiden sehr viel haufiger unter banalen Infekten als jlingere Menschen. Wenige klinisch-
retrospektive Untersuchungen konnten bereits einen negativen Einfluss dieser Infektionen
auf eine bestehende neurodegenerative Erkrankung nachweisen. Holmes et al. konnten
feststellen, dass systemische Infektionen die kognitiven Fahigkeiten von AD-Patienten
verschlechtern kénnen und dass systemische Infektionen die kognitiven Fahigkeiten auch
zwei Monate spater noch beeintrachtigen (Holmes et al. 2003). In tierexperimentellen
Versuchen mit nicht-transgenen Tieren konnte weiterhin gezeigt werden, dass hohe
unphysiologische Dosen LPS, eines bakteriellem Wandbestandteils, sowohl intrazerebral
(Hauss-Wegrzyniak et al. 1998) als auch intraperitoneal (Lee et al. 2008) verabreicht, zu
einer akuten Beeintrachtigung der kognitiven Féhigkeiten fiihren. Diese Beobachtung
konnte auch in Tiermodellen mit transgenen Mausen beobachtet werden und soll spater
naher erlautert werden. Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gelang es nun,
erstmalig eine langfristige kognitive Verschlechterung einer bestehenden neuro-
degenerativen  Erkrankung durch eine echte Infektion auch anhand eines

tierexperimentellen Versuches zu belegen.

Wellmer et al. konnten bereits eine solche Verschlechterung im Water Maze bei nicht-
transgenen Mausen nachweisen, die mit dem grampositiven Bakterium Streptococcus
pneumoniae, des haufigsten Erregers von Lungenentziindungen und Meningitiden, intra-
zerebral infiziert wurden (Wellmer et al. 2000). Dort zeigten die Mause sowohl innerhalb
der ersten Woche nach der Infektion als auch in der spateren Lernphase eine Verschlech-
terung der Leistungen im Water-Maze-Labyrinth. Eine Verschlechterung der kognitiven
Funktionen konnte jedoch bei den nicht-transgenen Mdusen der vorliegenden Arbeit nicht
beobachtet werden. Dies kdnnte an der niedrigeren Virulenz des Bakteriums E. coli K1
gegenuber der hohen Virulenz des Bakteriums Streptococcus pneumoniae liegen. Trotz
der intrazerebralen Injektion des E. coli mit einer Konzentration von 6 x 10° CFU pro
Maus zeigten die Méuse zu Beginn der Infektion sogar kaum klinische Zeichen einer
ausgepragten Meningitis, sodass mit dem Beginn der Antibiose lange gewartet werden
konnte. Dadurch waren die Mduse einer sehr viel langeren Zeit dem Bakterium ausgesetzt.
Dennoch hatte die Infektion keinerlei Auswirkungen auf die nicht-transgenen Mduse. Doch
auch die transgenen Méuse zeigten kurz nach der Infektion keine Verschlechterungen der

kognitiven Leistungen.
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Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit stellte jedoch auch nicht die akute Meningitis
mit ihren Auswirkungen dar, sondern die chronische Reizung durch das Bakterium bzw.
seiner Zellwand-Bestandteile. Dabei war es sehr wichtig, dass die Erreger eine ausreichend
lange Zeit im Korper der Tiere verweilten, damit das Gehirn eine mdglichst lange Zeit dem
LPS und den anderen proinflammatorischen Bestandteilen der Bakterien ausgesetzt war.
Aus diesem Grund wurde die Infektion intrazerebral vorgenommen, da eine systemische

Infektion mit E. coli in hohen Dosen zu einer sehr hohen und raschen Mortalitét fuhrt.

Die Versuche, die der vorgelegten Arbeit vorangingen, wurden mit dem Bakterium
Streptococcus pneumoniae durchgefihrt. Diese Experimente konnten jedoch keine
langfristige Verschlechterung kognitiver Leistungen sowohl bei einer systemischen Infek-
tion (Ebert et al. 2010), als auch bei einer intrazerebralen Infektion mit dem Bakterium
(bisher noch unpublizierte Daten) bei transgenen Mausen nachweisen. Dies kdnnte an dem
Aufbau der Studien liegen. Dabei handelte es sich jeweils um eine starke Infektion mit
einem grampositiven Erreger, wohingegen in der vorgelegten Arbeit der gramnegative
Erreger E. coli eingesetzt wurde, der im Unterschied zum Pneumokokkus LPS als Wand-
bestandteil besitzt. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, konnte in vergangenen Studien
gezeigt werden, dass bereits die alleinige Applikation von unphysiologisch hohen Dosen
LPS ausreicht, um die Progredienz einer bestehenden neurodegenerativen Erkrankung zu
beschleunigen. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine systemische Gabe des LPS im
Mausmodell der Prionerkrankung zu einer schnelleren Entwicklung motorischer Defizite
fuhrt (Combrinck et al. 2002). Auch in einem Modell der Amyotrophen Lateralsklerose
konnte ein negativer Einfluss auf den Progress der neurodegenerativen Erkrankung durch
systemische LPS-Applikation nachgewiesen werden (Nguyen et al. 2004). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass LPS vor allem auf die Funktion der Mikrogliazellen bei in-
vitro-Versuchen grolRe Auswirkungen hat, indem es diese zur Phagozytose stimuliert sowie
zur Ausschuttung von Entziindungsmediatoren wie Stickstoffmonoxid und Zytokinen
flhrt, was einen neuronalen Zelluntergang verursacht (Boje und Arora 1992; Chao et al.
1992; Ebert et al. 2005; Lehnardt et al. 2003; Schiitze et al. 2012). Neuere in-vitro-Experi-
mente konnten weiterhin zeigen, dass der neuronale Zelltod vor allem durch die
Phagozytose von Neuronen durch die aktivierten Mikogliazellen verursacht wird und dass
das Endotoxin LPS und das AP, welches bei der AD vorkommt, die Mikrogliazellen
additiv aktivieren koénnen (Schutze et al. 2012). Diese additive Aktivierung der
Mikrogliazellen ist mit den Ergebnissen aus den in-vivo-Versuchen, die ein Fortschreiten
neurodegenerativer Erkrankungen durch die systemische Gabe eines bakteriellen
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Endotoxins zeigen, gut vereinbar. Diese beiden Ergebnisse verdeutlichen die (Uber-
schielende proinflammatorische Antwort, die von den voraktivierten Mikrogliazellen, die
bei neurodegenerativen Erkrankungen auftreten, auf ein bakterielles Endotoxin entsteht,
wodurch es zu einem Progress der neurodegenerativen Erkrankungen kommen kann
(Combrinck et al. 2002; Cunningham et al. 2005; Cunningham et al. 2009; Cunningham
2012; Herber et al. 2007; Morgan et al. 2005). LPS wird freigesetzt, wenn die gram-
negativen Bakterien zerfallen. Dies geschieht in groRer Anzahl durch die Gabe eines
Antibiotikums, welches in die Zellwand-Synthese eingreift. Auch in der vorliegenden
Arbeit wurde ein solches Antibiotikum verwendet. Dadurch kommt es zu Beginn der
antibiotischen Therapie noch einmal zu einem erheblichen Anstieg der Konzentration an
LPS. Dies fiihrt zu einer erneuten Reizung der Meningen und des Gehirns. Besonders
anfallig scheint in diesem Zusammenhang der Hippokampus zu sein. Seine Blutversorgung
ist schlechter als die anderer Gehirnareale. Hier findet vor allem bei der AD eine deutliche
Degeneration statt, die fir die klinische Symptomatik der Patienten verantwortlich
gemacht wird, da ein hippokampaler Zellverlust zu einer Beeintrachtigung des
Gedachtnisses fihrt (Jarrard 1993; Scoville und Milner 1957). Diese Hippokampus-
Atrophie flhrt zu einer starken Vergesslichkeit und zu Einschrankungen der rdumlichen
Orientierungsféahigkeit. Dieser Zusammenhang konnte auch in Tierexperimenten nach-
gewiesen werden, in denen Ratten mit hippokampalen Ldasionen unter einer
Beeintrachtigung der rdumlichen Orientierung litten (Morris et al. 1982). Des Weiteren
fallt es AD-Patienten sehr schwer, neue Aufgaben zu erlernen. Diese Storung konnte mit
dem Experiment der vorliegenden Arbeit auch im Mausmodell dargestellt werden. Im
Vergleich der infizierten transgenen Mause, die das Gen fir die AD trugen, zu den nicht-
infizierten transgenen Mausen zeigte sich ein deutliches Defizit im Erlernen neuer
Gegebenheiten. Nicht das Erinnern an alte Gegebenheiten fiel ihnen schwer, sondern neue
Dinge zu begreifen. Exakt diese Beobachtung lasst sich ebenfalls bei AD-Patienten
beobachten. Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass eine Infektion mit einem
gramnegativen Bakterium und die anschlieRende Behandlung der Infektion mit einem in
die Zellwand eingreifenden Antibiotikum und die dadurch freigesetzte groRe Menge an
LPS und anderen proinflammatorischen Bestandteilen zu einer Verschlechterung der AD-
Symptomatik flihrt. Wichtig ist daher der moglichst schnelle Beginn einer antibiotischen
Therapie, um die Vermehrung der Bakterien zu verhindern. Dementsprechend ist vor allem
die lange Latenz zwischen Infektion und Beginn der Antibiose ausschlaggebend fir den

Verlauf der Erkrankung. In der vorliegenden Dissertation wurde nach 41 Stunden die
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Antibiose gestartet. In dieser Zeit vermehrten sich die Bakterien von anfangs 3,5 log
CFU/ml auf Gber 6 log CFU/mI. Die Frage, die sich stellt, ist also, ob die Verschlechterung
der kognitiven Leistungen durch eine friuhzeitigere Behandlung der Meningitis hatte
verhindert werden kénnen. Wenn weniger Bakterien vorliegen, kann folglich weniger LPS
freigesetzt werden. Dementsprechend sollten bakterielle Infektionen, insbesondere
bakterielle Meningitiden fruhzeitig aggressiv therapiert werden, damit Langzeitschaden
verhindert werden (Lotz et al. 2005). Des Weiteren wird diskutiert, ob die Wahl des
Antibiotikums auch eine Rolle spielen kdnnte. Die Idee ist, ein Antibiotikum einzusetzen,
welches weniger stark LPS oder andere proinflammatorische bakterielle Zellwand-
bestandteile freisetzt (Lotz et al. 2005), wie zum Beispiel das Antibiotikum Rifampicin
(Nau et al. 1999b; Stuertz et al. 1998), welches inhibitorisch auf die RNA-Polymerase
wirkt (Ovchinnikov et al. 1983). Als erfolgsversprechend werden dabei bakterizide
Antibiotika angesehen, die wie das Rifampicin die Protein-Synthese der Bakterien
inhibieren und nicht in die Zellwand-Synthese eingreifen und demnach nicht
bakteriolytisch wirken (Nau und Eiffert 2002; Spreer et al. 2003). Verschiedene Studien
konnten dadurch eine geringere Letalitat bzw. einen geringeren Nervenzellverlust zeigen
(Azeh et al. 2002; Bottcher et al. 2000; Bottcher et al. 2004; Gerber et al. 2003; Nau et al.
1999b). Problematisch ist jedoch die schnelle Resistenzentwicklung der Bakterien
gegenuber Rifampicin (Lullmann et al. 2010), sodass gerade flr das Bakterium E. coli auf
andere Nicht-p-Laktam-Antibiotika zurtickgegriffen werden muss, wie beispielsweise auf
das Tigecyclin, welches bakteriostatisch durch die Bindung an die Ribosomen wirkt
(Livermore 2005). Eine weitere Idee ist die Anwendung antiinflammatorischer Substanzen
wie Dexamethason bei der Behandlung bakterieller Meningitiden. Wie oben erwéhnt ist
dieser Einsatz jedoch weiterhin umstritten (Nau et al. 1999b). Auch die Einnahme
nichtsteroidaler Antirheumatika (Bamberger und Landreth 2001; McGeer et al. 1996) oder
die Behandlung mit Anti-Tumornekrose-Faktor o wirkte sich protektiv auf die
Entwicklung einer AD aus (Cunningham 2012).

Ein weiterer Aspekt, der in der vorliegenden Arbeit behandelt wurde, sind die
histopathologischen Veranderungen der Amyloid-p-Plaques, die in Gehirnen von AD-
Patienten und den Tg2576-Mé&usen angetroffen werden konnen. Viele Studien konnten
zeigen, dass der AB-Gehalt weder mit dem Schweregrad der Demenz (Westerman et al.
2002), noch mit der Inflammation (Quinn et al. 2003) korreliert. Unsere Ergebnisse
konnten diese Hypothese bestatigen. Bei der Untersuchung der Ap-Konzentrationen in der
vorliegenden Arbeit wurden die AB1-40- und die AB1-42-Konzentrationen sowie die
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Plaque-Flachen zwischen den infizierten und den nicht-infizierten Mausen verglichen.
Dabei wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beobachtet. Die Infek-
tion fuhrte zu keiner signifikanten Erhéhung oder Erniedrigung der AB-Konzentration im
Gehirn der Mause im Vergleich zu den nicht-infizierten Méausen. Aufgrund dieser
Beobachtung und der oben gezeigten Verschlechterung der Demenz im Mausmodell
unterstiitzt diese Arbeit die Hypothese, dass die Schwere der kognitiven Beeintrachtigung
nicht mit der AB-Konzentration korreliert ist und dass eine Infektion die Amyloid-
Konzentration langfristig nicht erhéht oder erniedrigt. Dies wurde auch bei Versuchen mit
rezidivierenden intraperitonealen Injektionen des Pneumokokkus beobachtet (Ebert et al.
2010). Dennoch konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass das AP ein endogener
Stimulator fur das korpereigene Immunssystem ist (Bamberger et al. 2003; Lotz et al.
2005; Sondag und Combs 2004; Verdier et al. 2004) und die Mikrogliazellen aktiviert,
sodass es zur Sch&digung von Nervenzellen kommt (Lukiw und Bazan 2000). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine systemische Applikation von LPS zu einer
vermehrten intrazelluliren AP-Ablagerung flhrt (Sheng et al. 2003). Andere Studien
hingegen konnten eher eine Verringerung der Ablagerung nach einer intraperitonealen
LPS-Gabe beobachten (Quinn et al. 2003). Auch bei einer intrazerebralen Applizierung des
Endotoxins existieren unterschiedliche Studienergebnisse. Qiao et al. konnten eine
vermehrte AB-Ablagerung durch eine intrazerebrale Gabe zeigen (Qiao et al. 2001),
wohingegen Dicarlo et al. dies nicht zeigen konnten (DiCarlo et al. 2001). Jedoch konnte
beobachtet werden, dass sich die 16sliche Komponente des AP durch eine intrazerebrale
LPS-Injektion eher vermindert (DiCarlo et al. 2001; Herber et al. 2004). Ein Erklarungs-
ansatz liegt in der Aktivitdt der Mikrogliazellen, die in der Lage sind, das Ap zu
phagozytieren (Itagaki et al. 1989; Morgan et al. 2005). Dadurch kdnnen sich sowohl die
freie Konzentration als auch die Plaques vermindern. Dementsprechend haben die
Mikrogliazellen bei neurodegenerativen Erkrankungen sowohl eine niutzliche Rolle, indem
sie das schiadliche AP eliminieren, als auch eine schadliche Rolle, indem sie Neurone
schadigen (Cunningham 2012). Weiterhin besteht die Hypothese, dass nur eine akute
Inflammation die AB-Ablagerung reduziert, wohingegen eine chronische Stimulation die

Ablagerung eher erhéht (Morgan et al. 2005).

Insgesamt ist festzuhalten, dass es bezlglich der Plague-Zunahme bzw. -Abnahme keine
einheitlichen Daten gibt. Ein weiterer Erklarungsansatz deutet auf eine Dysfunktion der
Mikrogliazellen hin, die nicht mehr in der Lage sind, das anfallende AP abzubauen,
wodurch es zu einer verstarkten Ablagerung kommt (Streit 2004). Die Diskrepanz
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zwischen den Studien verdeutlicht, dass die Dichte der Plagues nicht mit der dementiellen
Symptomatik korreliert ist. Dies konnte bei den Versuchen der vorgelegten Arbeit eben-
falls gezeigt werden. Trotz kognitiver Verschlechterungen der transgenen Méause nach
einer bakteriellen Infektion zeigte sich weder eine Plaque-Zunahme noch eine Plaque-
Abnahme.

4.2 Einfluss des Geschlechtes auf die Auswirkung einer E. coli-Meningitis bei den
transgenen Mausen des Stammes Tg2576

Fur tierexperimentelle Untersuchungen wird in den meisten Fallen auf eine phanotypische
Gleichwertigkeit der Versuchstiere geachtet. Dabei wird speziell auf ein anndhernd
gleiches Alter, eine homogene Farbe und ein identisches Geschlecht Wert gelegt. Bei den
Tg2576-Mé&usen wurden sowohl ménnliche als auch weibliche Tiere verwendet, da diese
Mause durch ihre lange Haltungsdauer bis zum Erreichen des fiir die Versuche optimalen
Alters von ca. 13 Monaten eine lange Zeit den Einflissen der ZTE ausgesetzt waren. Um
dennoch eine ausreichend grofRe Stichprobe zu bekommen, konnte hier nur auf eine
anndhernde Gleichverteilung des Alters und des Geschlechtes geachtet werden.
Dementsprechend gab es sowohl ménnliche als auch weibliche Versuchstiere. Wahrend
der Hypothesen-uberprifenden Analyse der Ergebnisse der vorgelegten Dissertation stellte
sich die Frage, ob das Geschlecht einen interagierenden Effekt auf die Verschlechterung
der kognitiven Féhigkeiten hatte. Bei der Hypothesen-bildenden Analyse fiel ein deutlicher
geschlechtsspezifischer Unterschied unter den transgenen Mé&usen auf. Der Einfluss der
intrazerebralen Infektion auf die kognitiven Fahigkeiten der Méause war bei den weiblichen
Tieren signifikant starker als bei den ménnlichen Artgenossen. Hier zeigte sich nicht nur
eine Differenz im Erlernen neuer Aspekte, sondern auch im Erinnern bereits erlernter
Begebenheiten. Die Beeintrachtigung des episodischen Gedachtnisses beim Patienten mit
einer Demenz vom Alzheimer-Typ erfolgt erst sehr viel spater im Verlauf der Erkrankung.
Dementsprechend kann davon ausgegangen werden, dass die Infektion die kognitiven
Fahigkeiten der weiblichen Tiere starker beeinflusst hatte, als die der mannlichen Tiere.
Das Lernverhalten zu Beginn des Versuches war unter beiden Geschlechtern nicht
signifikant unterschiedlich. Nach der Infektion zeigten die mannlichen Tiere jedoch weder
eine Verschlechterung beim Erinnern alter Informationen, noch eine starke Einschréankung
beim Erlernen neuer Begebenheiten. Dementsprechend wirkte sich die Infektion nicht
signifikant negativ auf die mannlichen Versuchstiere aus. Im Gegensatz dazu hatten die

weiblichen Mduse erhebliche kognitive Verschlechterungen in beiden Aufgaben.
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In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen konnte in vielen Studien gezeigt
werden, dass Patientinnen bei der AD starker betroffen sind als Patienten (Breitner 2006;
Fratiglioni et al. 2000; Rocca et al. 1986). Dies konnte an der langeren Uberlebenszeit der
weiblichen Bevdlkerung liegen, da die AD vor allem bei dlteren Patienten auftritt und
somit nur bedingt fir die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit verwendet werden kann,
da in den Versuchen alle Versuchstiere ein dquivalentes Alter besal3en.

Ein weiterer Grund fir das stdrkere Betroffensein der weiblichen Bevolkerung kénnte an
hormonellen Einflissen liegen. In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass sich ein
erniedrigter Ostrogenspiegel, wie er postmenopausal auftritt, negativ auf die Entwicklung
einer AD bei der weiblichen Bevélkerung auswirkt (Carroll et al. 2007; Paganini-Hill und
Henderson 1994; Tang et al. 1996). Es zeigte sich auRerdem, dass eine medikamentdse
Therapie postmenopausal das erhdhte Risiko flr die Entwicklung einer AD senken kann.
Dieser Einfluss konnte jedoch auch bei der ménnlichen Bevdlkerung beobachtet werden.
Ein erniedrigter Androgen-Spiegel geht ebenfalls mit einem erhdhten Risiko fur die
Entwicklung einer AD bei den mannlichen Patienten einher (Pike et al. 2006; Rosario und
Pike 2008) und auch hier kann sich eine medikamentdse Hormontherapie positiv aus-
wirken. Dementsprechend zeigen sich sowohl in der weiblichen als auch in der mannlichen

Bevolkerung deutliche Auswirkungen einer fallenden Hormonkonzentration im Alter.

In mehreren Studien konnte weiterhin belegt werden, dass mannliche im Vergleich zu
weiblichen Personen eine hohere Suszeptibilitdt gegeniiber Infektionen aufweisen (Klein
2000; Zuk und McKean 1996). Mannliche Individuen scheinen einen niedrigeren
Immunglobulinspiegel zu besitzen. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass Frauen eine
hohere Anzahl von Antikdrpern aufweisen, die auf das Bakterium E. coli ansprechen
(Schuurs und Verheul 1990). Dementsprechend scheinen weibliche Personen ein wesent-
lich stdrkeres Immunsystem aufzuweisen. Diese verstdrkte Immunantwort auf exogene
Antigene konnte auch in Tiermodellen beobachtet werden (Eidinger und Garrett 1972).
Des Weiteren konnte in Tiermodellen gezeigt werden, dass LPS zu einer polyklonalen
Stimulation der korpereigenen B-Lymphozyten fihrt, welche mit einer verstarkten
Sekretion von Immunglobulinen einhergeht (Granholm und Cavallo 1992; Hang et al.
1983; Kearney und Lawton 1975). AuRerdem konnte in diesem Zusammenhang gezeigt
werden, dass LPS eine Autoimmunerkrankung durch die Aktivierung polyklonaler B-
Zellen, und der damit verbundenen Immunglobulin-Synthese, sowohl verstarken als auch

induzieren kann (Hang et al. 1983). Dies liegt unter anderem daran, dass bestimmte Zellen
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durch Immunglobuline aktiviert werden kdnnen, was beispielsweise zu den oben
erwéhnten voraktivierten Mikrogliazellen im ZNS von AD-Patienten flhrt (Akiyama
1994). In Anbetracht dessen, dass Immunglobuline unter anderen Faktoren eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen zu spielen scheinen
(Granholm und Cavallo 1992), kdnnte hier die Verbindung hergestellt werden, dass die
Hohe des Immunglobulinspiegels mit dem Auftreten autoimmuner Erkrankungen korreliert
ist. Hierzu wirde auch die ungleiche Verteilung der Autoimmunerkrankungen passen.
Frauen leiden wesentlich haufiger unter Erkrankungen wie Multipler Sklerose oder Erkran-
kungen aus dem rheumatologischen Formenkreis (Olsen und Kovacs 1996; Schuurs und
Verheul 1990). Dies konnte zum einen am erwédhnten Immunglobulinspiegel liegen,
andererseits wird aber auch hier die Anwesenheit der geschlechtsspezifischen Hormone als
wichtiger Faktor diskutiert. Im Gegensatz zu den hormonellen Einfliissen, die bei der AD
auftreten, scheinen sie bei Immunantworten gegenséatzlich zueinander zu wirken. Andro-
gene schwichen eher die Immunantwort, wohingegen Ostrogene diese eher noch
verstarken (Schuurs und Verheul 1990). Dies wiederum kann den Beobachtungen
gegenuibergestellt werden, dass sowohl eine Erniedrigung des Androgen- als auch des
Ostrogenspiegels eine Verschlechterung einer AD hervorruft. Somit existiert ein starker
geschlechtsspezifischer Unterschied bei der Immunantwort auf verschiedene Stimuli.

Dieser geschlechtsspezifische Einfluss zeigte sich auch in den Versuchen der vorliegenden
Arbeit. Weibliche Tiere waren kognitiv signifikant starker von einer bakteriellen Infektion
beeintrachtigt als die mannlichen Mause. Diese starkere Beeintrachtigung kdnnte durch das
Vorhandensein eines starkeren weiblichen Immunsystems mitbestimmt sein. Wie bereits
oben erwahnt spielen bei den neurodegenerativen Erkrankungen vor allem die vor-
aktivierten Mikrogliazellen eine entscheidende Rolle fur den Verlauf der Erkrankungen
(Holmes et al. 2003). Durch das starkere Immunsystem der Weibchen konnten diese
Mikogliazellen noch starker auf eine bakterielle Infektion reagieren als dies bei den
Méannchen der Fall war. Die Uberschielende Reaktion kdnnte dementsprechend noch
starker sein und somit zu einem grofieren Nervenzelluntergang fihren. Dieser Nervenzell-
untergang fihrt zu den kognitiven Defiziten, wie sie im Versuch beobachtete werden
konnten. Die ménnlichen Tiere, die den Theorien folgend ein schwécheres Immunsystem
aufweisen, hatten demnach einen niedrigeren Neuronenverlust und dementsprechend nur
leichte kognitive Nachteile. Diese Beobachtung der geschlechtsspezifischen Unterschiede
und der bereits erwéhnte Aspekt der protektiven Funktion anti-inflammatorischer Medika-
mente in Bezug auf die Entwicklung einer AD verdeutlichen den Einfluss der
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inflammatorischen Komponenten, die bei den neurodegenerativen Erkrankungen gefunden

werden kdnnen.



ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

Bakterielle Infekte flihren bei Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen wie der AD
oft zu einer Verschlechterung der bestehenden Symptomatik. Nicht nur die akuten Auswir-
kungen im Sinne eines Delirs, sondern auch die Spatfolgen solcher Infekte konnten in
Klinisch-prospektiven Studien gezeigt werden. Aus diesem Grund ist die Reduzierung
dieser negativen Folgen bakterieller Infektionen bei Patienten mit neurodegenerativen
Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer gerade vor dem Hintergrund des demo-

graphischen Wandels von besonderer Bedeutung.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte diese klinische Beobachtung auch in einem
tierexperimentellen Versuch nachgewiesen werden. Erstmalig gelang es mit einer echten
Infektion, eine langfristige Verschlechterung einer neurodegenerativen Erkrankung hervor-
zurufen. Es wurden Mause des Stammes Tg2576 intrazerebral mit Escherichia coli
infiziert und anhand des neuropsychologischen Testverfahrens Morris Water Maze auf ihre
kognitive Leistungsfahigkeit hin untersucht. Dabei fiel eine signifikante Verschlechterung
der kognitiven Leistungen der infizierten transgenen Méuse auf, die sich auf die Funktion
des Neu-Erlernens bezogen. Im Gegensatz dazu wiesen Mause, die nicht infiziert wurden,
eine solche Verschlechterung nicht auf. Den infizierten transgenen M&usen gelang es vier
Wochen nach einer intrazerebralen Infektion nicht, die neue Lokalisation einer Plattform
im Morris Water Maze zu erlernen. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass sich
Infektionen nicht nur akut negativ auf neurodegenerative Erkrankungen auswirken,

sondern auch langfristig zu einer Progression der Krankheit fuhren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten daraufhin, dass eine adéquate, rasche und
aggressive antibiotische Behandlung einer bakteriellen Infektion besonders bei Patienten
mit neurodegenerativen Erkrankungen von Vorteil sein konnte. Des Weiteren stellt sich die
Frage, ob sich mit der Wahl des Antibiotikums ebenfalls die negativen Folgen einer
Infektion reduzieren lassen. Die Idee ist, ein Medikament einzusetzen, welches nicht in die
Zellwand-Synthese eingreift, sondern auf anderem Weg bakterizid wirkt, um die negativen
Auswirkungen der bakteriellen Produkte auf den Verlauf neurodegenerativer Erkran-

kungen zu reduzieren.
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