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Abkiirzungsverzeichnis

1. Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Erkrankung

Seit dem Beginn ihrer Erstbeschreibung durch Alois Alzheimer im Jahr 1901 ist die
Demenz vom Alzheimer-Typ zu einer wachsenden Herausforderung fur Gesellschaft
und Gesundheitssystem der Industriestaaten geworden. Prognosen sagen voraus,
dass sich die Anzahl der an Morbus Alzheimer erkrankten Menschen bis zum Jahr
2048 in den USA vervierfachen wird (Brookmeyer et al. 1998). Bis heute konnten zwar
eine Vielzahl von Risikofaktoren ausgemacht und der Einfluss von Genmutationen
gesichert werden, die Ursachen der Erkrankung konnten jedoch noch nicht vollends
erschlossen werden. Neben wenigen symptomatischen Therapieansatzen gibt es
bisher keine Moglichkeit der Heilung. In der Zukunft wird die Alzheimersche
Erkrankung mehr und mehr eine erhebliche Belastung fur die Gesellschaft, das
Gesundheitssystem und insbesondere fir die Erkrankten und deren Pflegenden
darstellen.

1.1.1 Erstbeschreibung

Der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer beschrieb im Jahr 1901
den Fall der Auguste D. Sie wies deutliche Einschrankungen in ihrer kognitiven
Leistungsfahigkeit auf und war mit einem Alter von 50 Jahren jung im Vergleich zu
bisher bekannten Féllen von Demenz. Diese Tatsache war Anlass flr Alzheimer, den
Progress der Krankheit bei Auguste D. fir 5 weitere Jahre bis zu ihrem Tode zu
verfolgen. Wahrend der post-mortalen Untersuchungen fiel Alois Alzheimer
makroskopisch eine Hirnatrophie auf, wahrend er auf mikroskopischer Ebene Fibrillen-
ablagerungen in den Nervenzellen und extrazellulare Ablagerungen im Hirnparenchym
nachweisen konnte. Er beschrieb somit erstmals die der Erkrankung zugrundeliegende
Pathologie. Die autoptisch gewonnenen histologischen Préaparate stellten ein bis dahin
unbekanntes neuropathologisches Korrelat der Erkrankung dar, das fir die weitere

Erforschung dieser Erkrankung wegweisend sein sollte.
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1.1.2 Klinische Auspréagung

Nach ICD-10 wird die Alzheimer-Erkrankung als eine "primér degenerative zerebrale
Krankheit mit unbekannter Atiologie und charakteristischen neuropathologischen und
neurochemischen Merkmalen" definiert. Sie entwickelt sich langsam aber stetig tber
einen Zeitraum von mehreren Jahren, daher lasst sich der Beginn der Symptomatik
rickblickend meist nicht erfassen. Typisch fur die Alzheimer-Erkrankung ist die
schleichende Entwicklung einer Demenz mit Verlust von kognitiven Fahigkeiten,
besonders des Gedachtnisses und des Denkvermoégens, aber auch Apathie und
Wortfindungsstorungen treten fruh auf (Haupt et al. 1992). Der fir die AD ebenfalls
typische langsam progrediente Verlauf ist eines der wichtigsten Merkmale zur
Abgrenzung von anderen Demenzformen (Tang-Wai et al. 2005). Die Alzheimer-
Erkrankung wird nach ICD-10 unterteilt in eine haufige Spatform mit Beginn nach dem
65. Lebensjahr (late onset Alzheimer's disease oder LOAD) und eine wesentlich
seltenere Frihform mit Beginn vor dem 65. Lebensjahr (early onset Alzheimer's
disease, EOAD), die in seltenen Fallen schon im vierten Lebensjahrzent diagnostiziert
werden konnte (Filley et al. 2007). Die EOAD zeigt oft einen schnelleren Progress als
die LOAD und damit eine stéarkere Auspragung der Symptome in jingerem Alter, was
sie wiederum schlechter abgrenzbar von anderen demeziellen Syndromen macht
(Filley et al. 2007). Das klinische Bild der AD findet Ausdruck in Frihsymptomen,
Symptomen im Verlauf und Spatsymptomen. Die Symptomatik gleicht zu Beginn der
einer leichten kognitiven Storung. Es bestehen oftmals selektive Beeintréchtigungen
der Gedéachtnisfunktion, die sich testdiagnostisch objektivieren lassen, die jedoch meist
ohne wesentliche Auswirkungen auf die alltdglich Funktionsfahigkeit des Patienten
bleiben (mild cognitive impairment; (Gauthier et al. 2006)). In den Initialphasen der
Erkrankung zeigen sich die Gedé&chtnisbeeintrdchtigungen vor allem bei kirzlich
erworbenen Informationen, wobei das Speichern und der Abruf neuerer Informationen
oft betroffen sind. Da die Defizite anfangs Uber eine langere Zeit geringfligig sein
kénnen und sie die Patienten im Alltag geringgradig behindern, nehmen die Patienten
die kognitiven Einschrankungen héaufig zun&chst nicht wahr. Das Phanomen der
fehlenden Krankheitseinsicht wird als Anosognosie bezeichnet (Tang-Wai et al. 2005).
Neben den Einschrankungen der Gedachtnisleistung kénnen auch Wortfindungs-
storungen, Schwierigkeiten in Entscheidungsfindung und Planung von Alltaglichem,
erschwerte Organisation von Finanzen und Orientierungsminderung, die sich z.B. beim
Autofahren zeigt, fruhzeitig im Krankheitsverlauf auftreten (Baudic et al. 2006).

Stimmungsabnormitaten, allen voran Depressionen, kénnen zu jedem Zeitpunkt der
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Erkrankung auftreten. Die Pravalenz einer Major Depression bei Alzheimer- Erkrankten
liegt zwischen 22 und 55 % (Zubenko et al. 2003). Im Verlauf kdénnen Per-
sonlichkeitsverdnderung und Verhaltenstérung eintreten. Personlichkeitsveran-
derungen wie beispielsweise Apathie mit Interessenverlust, spater aber auch Agitation
und Aggressivitdt, werden bei 75% der Patienten beobachtet. Im Rahmen von
Verhaltensdnderungen werden die Patienten zum Teil korperlich oder verbal
ausfallend, wandern ziellos umher oder werden harninkontinent. Als Spatsymptome
konnen psychotische Symptome wie Wahnvorstellungen oder visuelle und akustische
Halluzinationen auftreten. Aber auch die Fehlidentifikation von Angehérigen und
Einschrankungen motorischer Fahigkeiten kommen in einem spéteren Stadium der
Erkrankung vor. Der progrediente geistige Abbau hat immer starker werdende
Einschrankungen im Alltagsleben zur Folge bis hin zum Verlust gesellschaftlicher und
individueller Maximen wie beruflicher, familiarer und gesellschaftlicher Integritat,
Unabhangigkeit und Selbstbestimmung, was oftmals mit Gefiihlen des Wirdeverlustes
verbunden ist. Fir die verantwortlichen Pflegenden, vor allem zu Beginn der
Erkrankung sind es haufig Angehdorige, stellt dies eine grof3e Belastung dar. Etwa die
Halfte aller Pflegenden entwickeln depressive Stdrungen, weshalb héufig
psychotherapeutische Interventionen notwendig werden (Small et al. 1997). Nach
Symptombeginn leben die Patienten meist noch 7-10 Jahre, wobei die ein Grofteil der
Patienten an Infektionen wie Pneumonien aufgrund der Bettlagrigkeit versterben
(Tang-Wai et al. 2005).
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1.1.3 Einordnung in den Formenkreis der Demenzen

Die Weltgesundheitsorganisation WHO definiert in ihrem internationalen Klassifi-
kationsmanual fur Krankheiten von 2006 (ICD-10) die Demenz als ein Syndrom in der
Folge einer meist chronischen, fortschreitenden Krankheit des Gehirns mit Stérung
vieler hoherer kortikaler Funktionen, einschlie3lich Gedéchtnis, Denken, Orientierung,
Auffassung, Rechnen, Lernféhigkeit, Sprache und Urteilsverméogen.

Zur Definition gehdren folgende Kriterien:

e Storungen des Gedachtnisses mit verminderter Aufnahme- und
Wiedergabefahigkeit neuer Informationen und Verlust erlernter und vertrauter
Inhalte

e Storungen des Denkvermoégens

o Storungen der emotionalen Kontrolle, des Sozialverhaltens und der Motivation

e Das Bewusstsein ist nicht eingetriibt

Die Storungen mussen langer als 6 Monate bestehen und eine Einschrankung der
alltagspraktischen Fahigkeiten nach sich ziehen (Mahlberg und Gutzmann 1995). Die
Demenz muss aufgefasst werden als Symptomkomplex, der einer bestimmten Ursache
oder Krankheit nicht zugeordnet werden kann (Tang-Wai et al. 2005).

Hieran wird die Schwierigkeit der klinischen Diagnosestellung ersichtlich, die sich auch
an der Vielzahl der Differentialdiagnosen verdeutlicht.

Zur Einordnung der Alzheimer-Erkrankung in den Formenkreis der Demenzen gibt es
mehrere Modelle. So orientiert sich eine Trennung der Demenzen in Kkortikale,
subkortikale und frontale Demenzen an dem anatomischen Ort des Gehirns, an dem
die Pathophysiologie der Erkrankung stattfindet (Lauter 1988). In ihren Leitlinien fur
Diagnostik und Therapie unterteilt die Deutsche Gesellschaft fur Neurologie die
Demenzen ihrer Genese nach in degenerative und vaskulare Demenzen (Diener et al.
2008). Die Weltgesundheitsorganisation WHO differenziert anhand des ICD-10-Codes
FO0-F03 zwischen Demenz vom Alzheimer Typ und vaskularer Demenz, welches die
zwei haufigsten Demenzformen darstellen (s. Kapitel 1.1.4) und als primare Demenzen
von sekundaren Demenzformen, als Folge anderer Grunderkrankungen, abgegrenzt
werden. Die dem Syndrom Demenz zugrunde liegenden Erkrankungen lassen sich in
diese Modelle einordnen und stellen die fur die Diagnose der Alzheimer-Erkrankung in
Betracht zu ziehenden Differentialdiagnosen dar, wie Tabelle 1 verdeutlicht:
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Zuordnung kortikal M. Alzheimer
nach ) )

. subkortikal Demenz bei Morbus
Schadigungs- Parkinson, Alkoholdemenz,
ort .

Demenz bei
Normaldruckhydrozephalus
frontal Morbus Pick
(frontotemporale Demenz)
DGN degenerativ M. Alzheimer, Lewy-
Body-Demenz, fronto-
temporale Demenz,
Parkinson-Demenz
vaskular subkortikale vaskuléare
Demenz, Multiinfarktdemenz
ICD-10 Typ Alzheimer M. Alzheimer,
(FOO0) Mischdemenzen
vaskuléare subkortikale vaskulare
Demenz (FO1) Demenz, Multiinfarktdemenz
sekundare M. Pick, CJD, M. Huntington,
Demenz (F02) M. Parkinson, HIV-Infektion,
Hypothyreose,
Hyperkalzamie, Multiple
Sklerose, VitB12-Mangel

Tabelle 1: Einteilungsformen der Demenzen

Um die von einem an Demenz erkrankten Patienten dargebotene Symptomatik der
richtigen Erkrankung zuordnen zu konnen, werden die Differentialdiagnosen in die
Diagnosefindung einbezogen. Die naheren Differentialdiagnosen sind in Tabelle 2
aufgefuhrt. Daneben existieren noch eine Reihe an Erkrankungen auf3erhalb des
primar psychiatrischen oder neurologischen Formenkreises, die ebenfalls ein
Demenzsyndrom hervorrufen konnen, z.B. Endokrinopathien, Vitaminmangel-
krankheiten, Intoxikationen, Elektrolytstorungen (S3-Leitlinien Demenzen der Deut-
schen Gesellschaft fur Neurologie (DGN 2009)). Die Diagnosestellung einer
Demenzerkrankung fallt meist nicht leicht, da die Krankheitsbilder haufig die Kriterien
mehrerer Erkrankungen erfillen und sich so als Mischformen préasentieren oder keiner
Erkrankung eindeutig zuzuweisen sind. Die differentialdiagnostisch in Betracht zu
ziehenden Erkrankungen haben jedoch jeweils bestimmte Symptome zu eigen, die sie
leichter voneinander abgrenzbar machen (s. Tabelle 2).
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Erkrankung Symptome

Morbus Alzheimer - schleichender Beginn

- langsames Fortschreiten

- Gedachtnis-, Aufmerksamkeits-
und Orientierungsstorung

Vaskulare Demenz - begleitende vaskulare Ereignisse
(Herzinfarkt, Hirninfarkt,
Thromboembolien)
Arterosklerose,

- plétzlicher Eintritt der Demenz
Nach ischamischem Ereignis

Frontotemporale Demenz - Personlichkeits- und
Verhaltensveranderungen als
Initialsymptom

- progrediente Sprachstdrung

Lewy-Body-Demenz - Halluzinationen
- begleitende Parkinson-
Erkrankung

Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung - rasche Progression der

(CJID) Gedachtnisstorung tber Wochen
bis Monate

- begleitende psychomotorische
Defizite

Morbus Huntington - oft Beginn mit psycho-
pathologischen Symptomen
(psychotische und
kognititve Stérungen)

- choreatische
Bewegungsstdrungen

Tabelle 2: Symptomatik verschiedener Demenzformen (Masuhr und Neumann 2007)

Die neurodegenerativen Demenzerkrankungen (Alzheimer-Demenz, frontotemporale
Demenz, Parkinson-Demenz, Lewy-Korperchen-Demenz) zeigen progressive Verlaufe
tber mehrere Jahre, wobei die Dauer der Ekrankungsverlaufe sehr variabel ist. Die
genannten Erkrankungen lassen sich weder heilen noch existieren Therapien zur
Beendigung der Progression. Daher fiihren alle im Verlauf zu einer weitreichenden
Pflegebedurftigkeit, verbunden mit einer reduzierten Lebenserwartung. Bei vaskularen
Demenzen hingegen sind stufenformige Verlaufe mit langen Phasen ohne Progredienz
bzw. sogar Phasen leichter Besserung beschrieben (S3-Leitlinien Demenzen der DGN
2009). Das allgemeine Uberleben nach dem Beginn der Demenz betragt an-
naherungsweise funf Jahre (Berr et al. 2007).
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1.1.4 Epidemiologie

Die Alzheimer-Erkrankung ist die sowohl in Bezug auf die Anzahl der bekannten Falle
(Pravalenz) als auch auf die Anzahl der jahrlichen Neuerscheinungen (Inzidenz) die
weitaus haufigste Demenzform.

Lobo und Mitarbeiter haben im Jahr 2000 aus einer Analyse von 6 europaischen
Studien die Pravalenz von Demenzen und den Anteil der Alzheimer-Erkrankung an
diesen bestimmt: Mit einem Anteil von 54% aller Falle von Demenz ist die AD die mit
Abstand haufigste Demenzform vor der vaskularen Demenz mit 16%.

Bei einer Pravalenz aller Demenzen von 0,8% in der Gruppe der 65- bis 69-Jahrigen
und 28,5% im Alter von 90 und mehr Jahren lasst sich die Gesamtpravalenz der
Demenz vom Alzheimer-Typ auf 0,6% respektive 22,2% berechnen (Lobo et al. 2000).
Abbildung 1 verdeutlicht den bedeutenden Anteil der Alzheimer-Demenz an allen

Demenzerkrankungen:
304
-o- Alle Demenzformen
- Alzheimer Erkrankung
2
£ 201
N
=
Q
©
= 101
1
o
c ] 1 T 1
60 70 80 20 100

Alter

Abb. 1 : Pravalenz von Demenz-Erkrankungen nach Lobo (Lobo et al. 2000)

Jedes Jahr, so berechneten Fratiglioni und Kollegen, seien 60-70% der neuaufge-
tretenen Falle von Demenz der Alzheimer-Erkrankung zuzuordnen (Fratiglioni et al.
2000). Diese hohe Inzidenz bestatige, dass die AD die haufigste dementielle
Erkrankung in allen Altersklassen sei. Sowohl von der Alzheimer-Erkrankung als auch
von der Gesamtheit der Demenzerkrankungen sind Frauen 1,2-1,5 mal haufiger
betroffen als Manner (Tang-Wai et al. 2005). Insbesondere unter den tber 80-Jahrigen
erkranken jedes Jahr mehr Frauen als Manner an der AD, wobei nach dem 84.
Lebensjahr der Anstieg der Inzidenz unter Mannern sistiert und unter Frauen weiter
steigt (Fratiglioni et al. 2000). So ist es nicht verwunderlich, dass Frauen mit einem
Anteil von 70% in Deutschland die grof3ere Patientengruppe unter den an AD- Erkrank-
ten darstellen (Bickel 2000).
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Wancata und Mitarbeiter berechneten 2003 auf Basis von mehreren epidemiologischen
Metaanalysen eine europaweite Gesamtzahl von 7,1 Millionen Demenzerkrankten fur
das Jahr 2000. Bis zum Jahr 2050 werde in Europa die Zahl auf 16,2 Millionen steigen.
Im Gegensatz zu dieser Entwicklung wirden die Ressourcen, die nétig sind, um dieser
Herausforderung entgegenzuwirken, immer knapper werden: Kamen im Jahr 2000
noch 69,4 Menschen im arbeitsfahigen Alter auf einen Demenzerkrankten, so wirden
es 2050 durch die Uberalterung der Gesellschaft nur noch 21,1 Menschen sein.
Folglich wird die durch Demenzerkrankungen bedingte finanzielle und emotionale
Belastung insbesondere fir den arbeitenden Teil der Bevolkerung zunehmend
ansteigen (Wancata et al. 2003).

1.1.5 Diagnostik

Die Diagnose der Alzheimer-Erkrankung basiert zu grof3ten Teilen auf dem Erkennen
typischer Symptommuster des Patienten, das die Beurteilung kognitiver Fahigkeiten,
des Verhaltens und der Verhaltensanderung in vergangener Zeit beinhaltet.
Zur Beurteilung der kognitiven Fahigkeiten des Patienten sind dem Arzt objektivierte
Hilfsmittel gegeben: Der Mini-Mental-Status-Test (MMST) ist ein Screeningtest, der 9
Aufgabenkomplexe zur Prifung zentraler kognitiver Funktionen enthalt. Diese
umfassen zeitliche und rdumliche Orientierung, Merk- und Erinnerungsféhigkeit,
Aufmerksamkeit, Rechnen, Lesen, Schreiben, Zeichen, Sprechen und Sprachver-
standnis. Die kognitive Leistungsfahigkeit des Patienten wird anhand eines 30 Punkte-
Scores bewertet. Bei einem Score von < 26 liegt eine krankheitswertige
Beeintrachtigung vor:

o MMST 20 bis 26 Punkte: leichte Alzheimer-Erkrankung

e MMST 10 bis 19 Punkte: moderate / mittelschwere Alzheimer-Erkrankung

e MMST weniger als 10 Punkte: schwere Alzheimer-Erkrankung

(DGN 2009, Folstein et al. 1975)

Ein weiterer Screeningtest ist der Demenz-Detektionstest (DEMTECT), der mit funf
Fragen die kognitiven Bereiche Aufmerksamkeit, verbales Gedachtnis, Wortfliissigkeit
und intellektuelle Flexibilitat abdeckt. Es handelt sich hierbei um einen kurzen, leicht
anwendbaren Test (8-10 Minuten), dessen Hochstpunktzahl unabhangig ist von Alter
und Bildungsgrad des Patienten. Der Test wird zur Unterscheidung herangezogen, ob
die kognitive Leistung altersentsprechend ist (13-18 Punkte), eine leichte kognitive

Beeintrachtigung (mild cognitive impairment, 9-12 Punkte) oder eine Demenz (8
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Punkte oder weniger) vorliegt (Kalbe et al. 2004). Eine Verhaltens&dnderung des
Patienten kann nur anhand einer Fremdanamnese von Familienangehdrigen oder
Personen mit langjahriger intensiver Beziehung zum Patienten festgestellt werden.
Eine neurologische wie auch eine internistische kdorperliche und laborchemische
Untersuchung ermdglicht eine Abgrenzung zu den Differentialdiagnosen und kann
Mischformen der Demenzen aufdecken. McKhann und Kollegen veréffentlichten 1984
den Konsens einer Arbeitsgruppe (NINCS-ADRDA) zur Einigung uber eine klinische
Basis fur die Diagnose der Alzheimer-Erkrankung. Anhand klinischer und histolo-
gischer Kriterien wurde die Wahrscheinlichkeit einer bestehenden AD unterteilt in
mogliche, wahrscheinliche und gesicherte Alzheimer-Erkrankung:

NINCS-ADRDA-Einteilung in:

1. mogliche (atypisches klinisches Bild ohne alternative Diagnose und ohne histolog.
Sicherung)

2. wahrscheinliche (typisches klinisches Bild ohne histolog. Sicherung)

3. gesicherte AD (klinische und histolog. Diagnose anhand postmortalem
Praparat) (McKhann et al. 1984)

1.2. Risikofaktoren fur die Entstehung einer AD

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine multifaktorielle Erkrankung, die in Zusammenhang
mit einer Reihe von Risikofaktoren gebracht werden konnte. Es existiert eine Vielzahl
individueller, umweltbedingter und genetischer Risikofaktoren, von denen jedoch kein
Einzelner allein fir die Entstehung der Erkrankung verantwortlich zu sein scheint.
Bislang konnten lediglich Assoziationen zwischen Risikofaktoren und Erkrankungs-
wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden. Anhand von Familienstudien, die ein
erhohtes Erkrankungsrisiko fur Verwandte ersten Grades von Alzheimer-Erkrankten
gegenuber der Normalbevélkerung gezeigt haben, (Breitner et al. 1988,
Lautenschlager et al. 1996), konnte eine starke genetische Komponente fir die
Erkrankung verantwortlich gemacht werden. Zwillingsstudien wiederum haben gezeigt,
dass das Erkrankungsrisiko fur einen eineiigen Zwilling, dessen Geschwisterzwilling an
der AD erkrankt ist, weniger als 100% betragt (Raiha et al. 1996). Diese Tatsache legt
den Schluss nahe, dass nicht nur genetische Faktoren eine Rolle in der Entwicklung

der Erkrankung spielen, sondern auch Einfliisse aus der Umwelt.
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1.2.1 Individuelle Risikofaktoren

1.2.1.1 Alter

Als erster und wichtigster Risikofaktor fur die Entwicklung einer Alzheimer-Erkrankung
wird das Alter angesehen. Die aus epidemiologischen Studien bekannten Zahlen
vorliegender Falle und sich jahrlich neu ereignender Falle von AD haben eine hohe
Aussagekraft in Bezug auf das exponentiell zum Alter steigende Erkrankungsrisiko fiir
eine AD. Wie bereits eingangs beschrieben, leiden 0,6% aller 60- bis 65-jahrigen an
einer Demenz vom Alzheimer-Typ, unter den Uber 90-Jahrigen sind es 22,2% (Siehe
Kapitel 1.1.4 Epidemiologie). Auch wenn der Risikofaktor Alter aufgrund der Tatsache,
dass er weder therapierbar, noch durch Pravention zu verhindern ist, vernachlassigbar
erscheint, so ist er doch von Bedeutung fiir das Verstandnis der Pathogenese (siehe
Kapitel 1.3 Pathogenese).

1.2.1.2 Lebensstil und kardiovaskulares Risiko

Es existiert eine signifikante Assoziation zwischen kardiovaskularen Risikofaktoren wie
arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperlipiddmie, Hyperhomocysteinamie und
Rauchen und dem Risiko fir die Alzheimer-Erkrankung (Luchsinger et al. 2005,
Seshadri et al. 2002). Stattgehabte zerebrovaskulédre Ereignisse wie Hirninfarkte
verstarken das kognitive Defizit bei bereits vorliegender Alzheimer-Pathohistologie
(Snowdon et al. 1997). Unausgewogene, fettreiche Erndhrung, Bewegungsmangel,
Adipositas und Rauchen fordern die Entstehung von vaskulédren Erkrankungen und
konnen als eigensténdige Risikofaktoren mit der Entwicklung einer AD assoziiert
werden (Cataldo et al. 2010, Fillit et al. 2008)

Ein niedriger Bildungsstand vor allem bei Mannern (Launer et al. 1999) und kleinere
soziale Netzwerke bei Frauen (Crooks et al. 2008) erweisen sich als soziale
Risikofaktoren. Assoziiert mit der AD ist auch das Auftreten einer Depression bis zu
mehreren Jahren vor Beginn der AD-Symptomatik (Green et al. 2003)

Erniedrigte  Serumkonzentrationen von Folsdure und Vitamin B12 wirken
erkrankungsfordernd, dagegen scheint eine vermehrte Einnahme von nicht-steroidalen
Antirheumatika eher protektiv zu wirken (Clarke et al. 1998, Stewart et al. 1997).
Einige Studien lassen regelmaRige korperliche Bewegung als einen wichtigen
protektiven Faktor vermuten, welcher eine wichtige Komponente praventiver Strategien

darstellen konnte (Lindsay et al. 2002).
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1.2.1.3 Geschlecht

Anhand mehrerer Pravalenzstudien, die die Verteilung der AD in der Gesellschaft
unterschiedlicher Lander untersucht haben, konnte festgestellt werden, dass Frauen
haufiger von der Erkrankung betroffen sind als Manner (Corso et al. 1992, Folstein et
al. 1991, Kiyohara et al. 1994). Inwiefern das Geschlecht tatséchlich Einfluss auf die
Entstehung der AD hat, wird kontrovers diskutiert und ist auch in dieser Arbeit ein
zentraler Gegenstand.

Ein Grund fir die hohere Préavalenz der AD unter Frauen wird in der hoheren
Lebenserwartung des weiblichen Geschlechts gesehen: So erreichten mehr Frauen als
Manner das Alter mit dem gré3ten Erkrankungsrisiko. Dies kénnte ein Grund dafur
sein, dass in der Altersklasse mit der hdchsten Pravalenz der AD (>90 Jahre) in der
Mehrheit Frauen von der Erkrankung betroffen sind (Hebert et al. 2001).

Um das Erkrankungsrisiko in Bezug auf das Geschlecht beurteilen zu kodnnen,
betrachtete man in Studien und Metaanalysen die Inzidenz der AD. Sowohl ein
fehlender (Hebert et al.) als auch ein vorhandener Unterschied (Gao et al. 1998,
Henderson 2006, Launer et al. 1999) in der Inzidenz der AD bei Frauen und Mannern
konnte gefunden werden. Die erhdhte Inzidenz der AD unter Frauen im hohen Alter
konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass Méanner sich haufiger den oben genannten
Risikofaktoren, wie z.B. dem Rauchen, aussetzten und daher friher als Frauen an der
AD erkrankten. In diesem Fall tauchten in Inzidenzstudien weniger Manner in hohen

Altersgruppen als neuerkrankt auf (Fratiglioni et al. 2000).

Ein wichtiger Fokus aktueller Untersuchungen liegt auf der Beeinflussung des
Gedachtnisses durch die weiblichen Geschlechtshormone:

Eine groRe US-amerikanische Kohortenstudie zeigte eine verminderte Inzidenz der AD
fir postmenopausale Frauen, die sich einer Hormonersatztherapie (HET) unterzogen
hatten, verglichen mit Frauen ohne HET (Zandi et al. 2002). Auch anhand anderer
Beobachtungsstudien liel3 sich dieser Zusammenhang bestétigen , was die Vermutung
nahelegte, dass die menopausal sinkendenden Ostrogenspiegel zum kognitiven Defizit
beitragen und durch Substitution revidiert werden konnten (Kawas et al. 1997,
Paganini-Hill und Henderson 1996, Tang et al. 1996). Die gegensatzliche Evidenz
lieferte eine grof3e doppelblinde, randomisierte und kontrollierte klinische Studie, indem
sie ein explizit erhdhtes Erkrankungsrisiko der AD fur Frauen mit HET aufzeigte
(Shumaker et al. 2003). Aus dieser Diskrepanz entwickelte sich die Theorie des
"kritischen Fensters", die die HET mit Beginn zum ungefdhren Zeitpunkt der

Menopause als protektiv und einen spateren Beginn der HET als erkrankungsférdernd
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designierte (Wharton et al. 2009, Whitmer et al. 2011). Die Erkenntnis einer
Hormonsubstitution als potenziellem Praventivum der AD wird unterstutzt durch die
Bedeutung der weiblichen Geschlechtshormone fur die kognitive Leistungsfahigkeit:
Die Gedachtnisfahigkeit von Frauen variiert im Einklang mit den hormonellen
Schwankungen wéahrend des Menstruationszyklus (Phillips und Sherwin 1992). Sie
nimmt nach natirlicher und kinstlich herbeigefiihrter Menopause, z.B. durch
chirurgische Ovariektomie oder Anwendung von GnRH-Analoga, ab (Berman et al.
1997) und durch darauf folgende Hormonsubstitution wieder zu (Jacobs et al. 1998,
Sherwin 1988). Pathohistologisch konnte eine fordernde Wirkung von Ostrogen auf die
Dendritendichte von Neuronen und die Neurogenese in Hirnarealen mit wichtiger
Bedeutung fur die Kognition beobachtet werden (Tanapat et al. 1999, Woolley und
McEwen 1992). So wird eine neuroprotektive Wirkung der weiblichen Geschlechts-
hormone, insbesondere Ostrogen, im Allgemeinen und im Speziellen vor dem
Hintergrund der AD angenommen. Der im Rahmen der Menopause natirlich
einsetzende Ostrogenmangel kénnte daher das weibliche Geschlecht verwundbarer fir
die Pathogenese der AD machen.

Geschlechtsspezifische Unterschiede im Auftreten einer AD konnten nicht nur bei
Menschen beobachtet werden, sondern ebenfalls in einer Reihe von Tierstudien.
Beispielsweise zeigte eine Studie mit einem bestimmten transgenen Mausmodell
(Tg2576), dass weibliche Mause die fur Alzheimer typische Neuropathologie signifikant
haufiger zeigten als mannliche Mause gleichen Alters (Callahan et al. 2001). Ein
moglicher Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer AD und dem Ostrogen-
haushalt konnte u.a. auch in einer Studie nachgewiesen werden, in der weibliche
Mause nach einer Ovariektomie ein erhfhtes Risiko aufwiesen Alzheimer &ahnliche
neuropathologische Verdnderungen zu entwickeln als gesunde Kontrolltiere
(Petanceska et al. 2000).

Zusammenfassend lassen sich sowohl in Menschen als auch in Tieren
geschlechtsspezifische Unterschiede finden, die einen Zusammenhang mit den

weiblichen Hormonen und der Entwicklung einer AD nahelegen.
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1.2.2 Genetische Risikofaktoren

1.2.2.1 ApoE

Im Jahr 1993 fanden Corder et al. heraus, dass es einen signifikanten Zusammenhang
gibt zwischen der Entwicklung der Spéatform der Alzheimer-Erkrankung (LOAD) und
dem Vorliegen des epsilond-Allels des ApoE-Gens, das fur das Protein Apo-
Lipoprotein E, einem Transportprotein des Fettstoffwechsels, kodiert (Corder et al.
1993). Das epsilon4-Allel ist eines von drei Allelen (neben epsilon2 und epsilon3) des
ApoE-Gens, das dem Chromosom 19 zugeordnet wird. Menschen, die dieses Allel in
ihrem Genom tragen, haben ein zweifach erhéhtes Risiko, eine AD zu entwickeln. In
homozygoter Form fiihrt diese Genvariante in 90% der Falle zu einer AD im Alter von
80 Jahren (Strittmatter und Roses 1996).

Es konnten foérdernde Effekte des ApoE-e4 auf die pathophysiologischen Kernprozesse
der AD nachgewiesen werden: ApoE-e4 fordert die AB-Ablagerung (Reiman et al.
2009), forciert die Phosphorylierung von Tau (Holtzman et al. 2000) und beeinflusst
die Aggregationseigenschaften, die molekulare Konformation und die Toxizitat von A,
einem Hauptsubstrat der pathophysiologischen Prozesse der AD (Bales et al. 1999,
Castano et al. 1995, Ma et al. 1994).

Das Allel e2 des ApoE-Gens hingegen scheint eine protektive Wirkung in Bezug auf
die Entwicklung einer AD zu haben (Corder et al. 1994).

1.2.2.2 Down-Syndrom

Bereits seit Uber 80 Jahren ist eine Korrelation zwischen der AD und der Trisomie 21,
auch bezeichnet als Down-Syndrom, bekannt (Struwe 1929). Beim Down-Syndrom
handelt es sich um eine autosomale Chromosomenaberration, bei der das Chromosom
21 in dreifacher Ausfiihrung vorliegt. Da das APP-Gen, dessen Produkt das
Vorlauferprotein des Amyloids ist, auf dem Chromosom 21 lokalisiert ist und wesentlich
an der Entstehung einer AD beteiligt ist, liegt es bei dem Down-Syndrom in dreifacher
statt, wie normal, in zweifacher Ausfuhrung vor. Es besteht also eine genetische
Pradisposition fur die vermehrte Ablagerung von Amyloid und damit fiir die AD-typische
histopathologische Entwicklung (Buselmaier und Tariverdian 2007). Histopathologische
Untersuchungen haben schon frih gezeigt, dass typische Lasionen der AD auch
vermehrt in Hirnschnitten von Menschen mit Down-Syndrom zu finden sind (Jervis
1948). Bereits im Alter von 40 Jahren weisen Erwachsene mit einer Trisomie 21 eine

typische Neuropathologie, ausreichend fir die Diagnose einer AD, auf (Lott und Head
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2005). Das durchschnittliche Alter beim Einsetzen einer klinischen Demenz liegt bei 55
Jahren (Schupf und Sergievsky 2002).

1.2.2.3 Weitere Genassoziationen

Durch in jungster Zeit durchgefiinrte genomweite Assoziationsanalysen (genome-wide
association analyses, GWA), die die Gesamtheit aller Gene vieler Alzheimer-
Erkrankten auf eine mdgliche statistisch signifikante Assoziation mit der Erkrankung
Uberprufen, sind neben ApoE weitere Gene gefunden worden, deren Allelauspra-
gungen einen Einflu auf die Entstehung einer AD zu haben scheinen. Hierzu zahlen
beispielsweise das Clusterin (Clu)-Gen, das die Konformation und Aggregation von AR
beeinflusst, und das Picalm-Gen (PICALM, phosphatidylinositol binding clathrin
assembly protein), das Uber Optimierung von Endozytosewegen zur Aufrechterhaltung
der Synapsenfunktion beitrdgt (Harold et al. 2009). Liegen bestimmte
Allelauspragungen dieser Gene vor, besteht ein erhdhtes Risiko fir den Trager, eine
AD zu entwickeln. Schon tGber 600 mit der AD assoziierte Gene sind in das Blickfeld
der Forschung gertickt (http://www.alzgene.org/ 14.04.2011).

1.2.2.4 Mutationen

Es sind mehrere genetische Mutationen bekannt, die mit der Friihform der AD (EOAD)
assoziiert werden konnten und die in familiarer Haufung zu beobachten sind.

Durch Austausch einzelner Basen im Gen fir das Amyloid-Precursor-Protein (APP),
dem Vorlauferprotein des Hauptbestandteils der Alzheimer-Plaques, entstehen
Missense-Mutationen, die dazu fuhren, dass in das exprimierte Protein falsche
Aminosauren eingebaut werden. Diese Anderung der APP-Struktur bewirkt, dass durch
Spaltung des APP vermehrt AB40 und AB42, in der Mehrzahl der Félle jedoch nur
AB42, GbermaRig produziert werden. Ap40 und AB42 sind Proteine, die wesentlich zur
Entstehung der typischen Neuropathologie der Alzheimer-Erkrankung beitragen. Die
London-, Swedish- und Florida-Mutationen (benannt nach ihrem Entdeckungsort;
(Eckman et al. 1997, Goate et al. 1991, Mullan et al. 1992) stellen solche Missense-
Mutationen dar und folgen einem autosomal-dominanten Erbgang (vgl. Kapitel 2.1).
Seltener sind autosomal-rezessive Erbgange (Di Fede et al. 2009). Es konnten
ebenfalls Duplikationen von ganzen Abschnitten des APP-Gens gefunden werden, die
durch Erhdhung der AB-Produktion zur EOAD flihren (Rovelet-Lecrux et al. 2006).

Laut der Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation Database
(http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations 03.11.2013) konnten 33 Mutationen im
APP-Gen mit der AD assoziiert werden. Weitere Mutationen, die das Auftreten von
EOAD fordern, sind in den Presenilin-Genen PS1 und PS2 (Presenilin 1 und 2) zu
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finden (Rogaev et al. 1995, Sherrington et al. 1995). Die Presenilin-Proteine sind Teil
des y-Sekretase-Komplexes, der an der Spaltung des APP beteiligt ist (De Strooper
2003). Missense-Mutationen in PS1 und PS2 fihren zu einer Erhdéhung von
ausschliel3lich AB42 und damit zu einem besonders frilhen und schnellen Einsetzen
der Erkrankung (Duff et al. 1996, Scheuner et al. 1996, Xia et al. 1997). Den 13
bekannten Mutationen im PS2-Gen stehen 185 Mutationen im PS1-Gen gegenlber
(http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations 03.11.2013). Dies macht die PS1-
Mutationen zur haufigsten Ursache fur die familifre EOAD. Insgesamt sind 13% aller
Falle von EOAD auf autosomal-dominante Mutationen in den drei Genen APP, PS1
oder PS2 zuriickzufuhren, was 0,5% aller Falle der AD entspricht. Mutationen in PS1
zeigen sich am haufigsten verantwortlich, vor Mutationen in APP, gefolgt von PS2
(Campion et al. 1999).

1.2.3 Atiologie in der Zusammenfassung

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine multifaktorielle Erkrankung und kann trotz Vorliegen
genetischer, umweltbedingter oder lebensstilassoziierter Risikofaktoren in ihrer
Auspragung interindividuell stark variieren.

Trotz dieser scheinbaren atiologischen Unregelmassigkeit geht man davon aus, dass
1-2% aller Félle durch autosomal-dominante Vererbung von Genmutationen verursacht
werden, daher eine familiare Haufung aufweisen und sich als rapide progredienter
Early-Onset-Typ der AD manifestieren. Uber die Halfte dieser Féalle geht auf
Mutationen in den APP-, PS1- und PS2-Genen zuriick. Die restlichen 98% der Falle
von AD finden ihre Ursache in einem Potpourri aus Lebensstil, Bildung, sozialem
Umfeld und genetischer Pradisposition.

Der Zusammenhang eines erhdhten Erkrankungsrisikos der Late-Onset-AD mit dem
ApoE-e4-Allel gilt als gesichert. Zunehmend werden weitere Genassoziationen
gefunden und die Wirkung von exogenen und endogenen Einflissen wie der des

Ostrogens auf die Pathogenese der AD nachgewiesen.
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1.3 Pathogenese

Alois Alzheimer beschrieb anhand der histologischen Praparate des Gehirns von
Auguste D. das Vorhandensein von "senilen Plaques” in der Gro3hirnrinde, eines der
drei wesentlichen Merkmale der Demenz vom Alzheimer-Typ. Auch heute noch stehen
diese Plaques im Fokus der Demenzforschung. Neben den extrazellularen Plaques
gelten mikropathologisch das Vorhandensein von intrazellularen Neurofibrillen und
makropathologisch die Atrophie der GroR3hirnrinde als Folge von Neuronenverlust als
typisch fur die Erkrankung.

1.3.1 Vom APP uber 3-Amyloid zu den Plaques

Im Folgenden soll dargestellt werden, wie es zu der Entstehung der Plaques im Gehirn
von Alzheimer-Erkrankten kommt. Die Darstellung der Pathophysiologie der
Erkrankung beginnt bei der Beschreibung des Hauptbestandteils der Plaques, dem B-
Amyloid-Protein, und seinem Vorlauferprotein Amyloid-Precursor-Protein (APP). Die
Entstehung, Aggregation und Wirkung auf Nervenzellen von B-Amyloid gilt als ein
zentraler Pathomechanismus der Alzheimerschen Erkrankung (Hardy und Selkoe
2002).

1.3.2 Das Amyloid-Precursor-Protein

Das Amyloid-Precursor-Protein  (APP) ist ein integrales Membranprotein vieler
Gewebearten des menschlichen Kérpers. Die Dichte des Proteins ist besonders hoch
in Nervenzellen des zentralen Nervensystems. Seine genaue Funktion ist bisher noch
nicht bekannt, jedoch wird dem Protein eine Rolle in der Entstehung von Neuronen und
Synapsen sowohl wahrend der Entwicklung des Gehirns (Hung et al. 1992) als auch
wahrend Heilungsprozessen nach Schadel-Hirn-Traumata (Van den Heuvel et al.
1999) zugeordnet. Zwischen der Expression des Proteins und der Synaptogeneserate
konnte eine positive Korrelation nachgewiesen werden (Moya et al. 1994). Des
Weiteren tragen Spaltprodukte des APP zur neuronalen Erregbarkeit und synaptischer
Plastizitat bei und wirken auf diese Weise neuroprotektiv (Mattson 1997). Die
Tatsache, dass das hoch konservierte Protein ebenfalls in anderen Saugetierarten und
in Fliegen der Drosophila-Gattung nachgewiesen werden konnte, legt den Schluss

nahe, dass es von groRRerer Bedeutung flr Lebewesen sein konnte. Die aktuelle
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Forschung untersucht auch die Bedeutung des APP als Zellrezeptor in der Krebs-
entstehung, und zeigt, dass der Einfluss des Proteins sich nicht auf das Feld der
neurodegenerativen Erkrankungen beschréankt (Venkataramani et al. 2010).

Neben der beschriebenen neuroprotektiven Funktion des APP wird ein neurotoxisches
Potenzial von Spaltprodukten des Proteins diskutiert, das zur Einleitung der Apoptose,
des programmierten Zelltods, fuhrt (Bertrand et al. 2001).

Das Gen, das APP kodiert, liegt auf Chromosom 21. Daher lassen sich, wie bereits
weiter oben beschrieben, bei Patienten mit Down-Syndrom, bei denen eine Trisomie
des Chromosoms 21 vorliegt, erhdhte Abeta-Konzentrationen als Ausdruck der
vermehrten Expression der drei Kopien des APP-Gens finden.

1.3.3 Vom APP zum Amyloid

Die Entstehung des Amyloids aus seinem Vorlauferprotein APP ist Gegenstand
intensiver Untersuchungen, da die Mdglichkeit, durch Eingriff in den Entstehungsweg
des Amyloids das Auftreten oder die Progression der AD verhindern zu kénnen, in
Betracht gezogen wird.

Das APP wird in zwei alternativen Wegen, an denen drei Proteasen beteiligt sind,
prozessiert (s. Abbildung 2): Der erste und nicht-amyloidogene Weg erfolgt im ersten
Schritt durch die a-Sekretase, die an der extrazellularen Doméane des APP angreift und
es in ein nach extrazellular sezerniertes Protein APPs-a und ein weiterhin
membranstandiges Protein C83 mit intrazellularer Komponente teilt. Im zweiten Schritt
wird das C83 im Bereich der Zellmembran durch die y-Sekretase in ein intrazellular
verbleibendes Protein AICD (APP intracellular domain) und ein nach extrazellular
entlassenes Protein P3 geteilt.

Der zweite und amyloidogene Weg &hnelt dem ersten mit dem Unterschied, dass der
erste Schritt von der B-Sekretase durchgefiihrt wird, die das APP in ein sezerniertes
APPs-B und ein membranstandiges C99 teilt. Im zweiten Schritt wirkt auch hier die y-
Sekretase durch Teilung des C99 in das intrazellular verbleibende AICD und das
extrazellulare p-Amyloid (AB). Wie maf3geblich die B-Sekretase oder auch BACE, wie
die B-Sekretase auch genannt wird (fir beta-site APP-cleaving enzyme), an der
Entstehung von B-Amyloid als Essenz der AD beteiligt ist, zeigen Studien mit
Mausmodellen der Alzheimer-Erkrankung, denen das Gen fir die B-Sekretase fehlt.
Diese Knockout-Mause weisen keine Ansammlungen von -Amyloid im Gehirn auf und
zeigen ebenfalls keine Verhaltensdnderungen, die auf einen Gedachtnisverlust
hinweisen konnen (Luo et al. 2001, Ohno et al. 2004).
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Auf zwei konkurrierenden Wegen entstehen so Produkte mit unterschiedlicher
physiologischer oder pathogener Wirkung. Wahrend man sich tber die physiologische
Wirkung oder einen eventuellen neuroprotektiven Effekt der weiteren Produkte noch
nicht im Klaren ist, gilt die Pathogenitat des B-Amyloids im Rahmen der AD als
gesichert (Glenner und Wong 1984).

Da die B- und a-Sekretase um das APP konkurrieren, bewirkt ein Ausschalten der B-
Sekretase z.B. mittels kompetitiver Hemmung oder genetischer Modifikation zu einem
vermehrten Durchlaufen des nicht-amyloidogenen Prozessierungswegs und so zu
verminderter Amyloidproduktion (Luo et al. 2001, Ohno et al. 2004, Postina 2012).

Membrane
Luminal/Extracellular — — Intracellular

NH,[APP EEE"cooH

a-secretase / =2 \ B-secretase
[ H I ] | W —
SGAPP o«CTF SBAPP BCTF
y-secretase l y-secretase l
p3ll [ACE] [Ag]

Non-Amyloidogenic pathway Amyloidogenic pathway

Abb. 2: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung. Im non-amyloidogenen Weg (in der
Abbildung links) erzeugt die Spaltung durch die a-Sekretase l6sliches APPa (saAPP) und ein
membranverankertes C-terminales Fragment (aCTF), welches weiter gespalten wird in ein 3
kDa Fragment (p3) und eine intrazellulare C-terminale APP Doméne (AICD). Im amyloidogenen
Weg (in der Abbildung rechts) erzeugt die Spaltung durch die B-Sekretase sBAPP und BCTF.
Letzteres wird durch die y-Sekretase in B-amyloid (AB) und AICD gespalten (Khalifa et al.
2010). Mit freundlicher Genehmigung von Landes Bioscience.

1.3.4 B-Amyloid (AB)

Die Prozessierung des APP durch die B-Sekretase findet an einer spezifischen Stelle in
der Aminosauresequenz des APP statt. Jedoch entstehen durch ungenaue Spaltung
des APP durch die y-Sekretase B-Amyloidpeptide von unterschiedlicher Lange im
Bereich von 38 bis 42 Aminoséuren (Vassar et al. 2009).
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In extrazellularen Amyloidablagerungen finden sich hauptséachlich Peptide mit einer
Lange von 40 (AB40) und 42 (AB42) Aminoséauren (Roher et al. 1993). Das
physiologische Verhéaltnis von AB40 zu AB42 im gesunden Gehirn betragt ca. 10:1. In
Gehirnen von Alzheimer-Erkrankten ist die Konzentration von AB42 wesentlich erhoht.
Bei familiaren Formen der AD, bei denen Amyloidablagerung und Symptomatik friher
beginnen als bei sporadischen Formen (Vergleiche 1.1.2 und 1.2.2.4), ist das
Verhéltnis erheblich zu Gunsten von AB42 verschoben (Bitan et al. 2003).

AP existiert in I6slichen und unléslichen Formen: Zu den l8slichen Formen zéhlen unter
anderem AB-Monomere, kleine AB-Oligomere (Dimere, Trimere), diffusionsfahige AB-
Oligomere, die als Liganden an Rezeptoren wirken (AB-derived diffusible ligands oder
ADDLs), und aus mehreren Oligomeren zusammengesetzte ca. 5 nm grol3e
Protofibrillen. Zu den unloslichen Formen gehoren die ca. 10 nm grof3en AB-Fibrillen,
die Hauptbestandteil der neuritischen Plaques sind (s.u.). Die Fibrillen kdnnen aus
einer Zusammenlagerung mehrerer Protofibrilen oder durch die Anlagerung von

Oligomeren an Protofibrillen entstehen (Walsh und Selkoe 2007).

1.3.5 Neurotoxizitat von Ap42

Eine viel vertretene und reichlich belegte Hypothese ilber den Zusammenhang
zwischen vermehrter AB-Ansammlung und Verlust kognitiver Fahigkeiten besagt, dass
AB neurotoxische Eigenschaften besitzt. AR wirkt sowohl in vitro (Pike et al. 1991) als
auch in vivo (Meyer-Luehmann et al. 2008) toxisch auf Nervenzellen. Das alleinige
Vorliegen von AP reicht fur eine toxische Wirkung nicht aus. Vielmehr muss AR
bestimmte Strukturen bilden, die neurotoxisch sind, da einerseits die Schwere der
Symptomatik der AD nicht mit der AB-Last korreliert (Terry et al. 1991) und anderer-
seits auch reichlich AB in gesunden Gehirnen zu finden ist (Haass et al. 1992).

Bestimmten strukturellen Formen von AR konnten unterschiedliche Effekte auf
Nervenzellen zugeordnet werden: So besteht schon in der frihen Phase der
Einwirkung von AR auf Neuronen ein unmittelbarer Einfluss von ADDLs (Lambert et al.
1998) und Protofibrillen (Hartley et al. 1999) auf die neuronale Signaltransduktion, was
nahelegt, dass eine Stérung des neuronalen Zellstoffwechsels bereits vor zellularen
Strukturschaden auftritt. Eine Signaltransduktionsstérung durch AB-Oligomere lasst
sich auch in Neuronen des Hippocampus in Form einer verminderten Langzeit-
potenzierung (LTP) nachweisen (Walsh et al. 2002). Eine verminderte hippocampale
Langzeitpotenzierung hat neben der herabgesetzten Fahigkeit, neue Informationen
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aufzunehmen, auch den Verlust bereits gelernter Informationen zur Folge (Pastalkova
et al. 2006).

Da die LTP das elektrophysiologische Korrelat der Funktionsfahigkeit (oder auch
Plastizitat) von Synapsen darstellt, wird durch oben genannten Nachweis ein durch AB
hervorgerufener Funktionsverlust der Synapsen denkbar. Tatsdchlich kann schon
frihzeitig im Verlauf der AD die Abnahme der Dichte von Synapsen nachgewiesen und
in signifikanten Zusammenhang mit der kognitiven Einschréankung gebracht werden
(Davies et al. 1987, DeKosky und Scheff 1990). Experimentell lie@ sich der
Synapsenverlust durch immunoreaktive Nachweise des Rickgangs des
prasynaptischen Markers Synaptophysin belegen (Masliah et al. 1991). Der
Synapsenverlust gilt noch vor dem Neuronenverlust als starkstes Korrelat der AD-
Symptomatik, da der eigentliche Nervenzellverlust erst spéater im Verlauf der
Erkrankung eintritt (Terry et al. 1991).

In den letzten Jahren verdichteten sich die Hinweise darauf, dass ldsliche AB-Formen
die primare toxische Form des Amyloids sind (Lambert et al. 1998). Lue und Kollegen
konnten einen Zusammenhang zwischen der Menge von l6slichen AB-Oligomeren und
dem Grad der synaptischen Dysfunktion nachweisen (Lue et al. 1999). Durch die
Erkenntnis Lesnes und Mitarbeiter, dass die Konzentration l6slicher AB-Oligomere und
der Abbau der kognitiven Funktion signifikant miteinander korrelieren (Lesne et al.
2006), schliel3t sich der Kreis zwischen ldslichem AP, Synapsendysfunktion und
Gedachtnisverlust.

Noch ungeklart ist die Frage, ob intrazellulares oder extrazellulares AB verantwortlich
fur den Synapsenverlust ist. Einerseits wird ein deaktivierender Effekt von
extrazellularem AB auf Synapsen Uber synaptische Rezeptoren diskutiert (Shankar et
al. 2007). Hierbei handelt es sich um die oben beschriebene Abnahme der
Langzeitpotenzierung von Synapsen. Andererseits konnte in Studien mit
Mausmodellen eine intrazellulare Anreicherung von AR mit Synapsen- und
Neuronenverlust in Verbindung gebracht werden (Breyhan et al. 2009, Christensen et
al. 2008). Fur den durch intrazellulares AB ausgeldsten Neuronenverlust werden
verschiedene Mechanismen verantwortlich gemacht: So bildet AR intrazellular in
Interaktion mit Lipiden der Zellmembran reaktive Sauerstoff- und Stickstoffradikale, die
die Mitochondrien der Nervenzelle schadigen. Die mitochondriale Schadigung durch
Sauerstoffradikale oder auch durch direkte hemmende Wirkung von AR auf die
Atmungskette fuhrt zur Apoptose, dem programmierten Zelltod, unter anderem
vermittelt durch Caspasen und das Tumorsupressorgen p53 (Gervais et al. 1999,

Zhang et al. 2002). Durch Bindung und Reduzierung reaktiver Metallionen wie Kupfer
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kann AB ebenfalls Sauerstoffradikale bilden und so zu weiterem oxidativem Stress
fuhren (Bush 2013).

Auch ein verstéarkter Kalziumeinstrom in die Nervenzelle durch direkte Aktivierung von
vorhandenen lonenkanélen durch AB oder Formierung von AB-Oligomeren zu neuen
membranstandigen lonenkanédlen (Bezprozvanny und Mattson 2008) kann durch
Exzitotoxizitat oder Apoptose zum Zelltod fuhren. Neuere Untersuchungen haben
ergeben, dass die Endozytose von extrazellularen AB42-Oligomeren einen wichtigen
Mechanismus, der zur intrazellularen toxischen Wirksamkeit von A fiihrt, darstellt (Yu
et al. 2010).

Die in 1.3.4 genannte Erh6éhung der AB42-Konzentration, die bei der Alzheimer-
Erkrankung nachweisbar ist, spricht dafur, dass AB42 im Vergleich zu AB40 die starker
treibende Kraft der pathologischen Vorgénge ist. Bestétigt wird diese Vermutung durch
die Tatsache, dass speziell AB42 storende Einflisse auf Synapsen und toxische
Einflusse auf Nervenzellen hat (Butterfield 2002, Glabe 2008, LaFerla et al. 1995,
Parameshwaran et al. 2007). Die Klarung der Fragen, wie Loslichkeit, Wirkungsort und
Struktur von AR im Zusammenhang mit Synapsen- und Nervenzellverlust stehen, ist

neben den pathologischen Mechanismen ein zentraler Punkt der Alzheimer-Forschung.

1.3.6 Plaques

Alois Alzheimer beschrieb Plaques als histologisches Phanomen im Praparat des
Gehirns von Auguste D. und bezeichnete sie als histopathologisches Korrelat der
Demenzsymptomatik. Heute herrscht die Einsicht, dass Plaques auch im gesunden
Gehirn vorkommen, sich dann allerdings in ihrer Struktur von der, der zur AD
fuhrenden Plaques, unterscheiden. Aus diesem Grund unterscheidet man zwischen
zwei Formen von Plaques: neuritische und diffuse Plaques. Die neuritischen Plaques
kommen im Gehirn von AD-Patienten, vorrangig im Hippocampus und dem
Assoziationskortex, vor. Sie stellen ein hartes Kriterium zur definitiven Diagnose der
AD dar. Sternenférmig angeordnete AB40- und AB42-Fibrillen bilden den Kern einer
Plaque. Auf3erdem sind im Kern aktivierte Mikrogliazellen und dystrophe Neuriten von
geschadigten Neuronen nachweisbar. Im Randbereich der Plaque befinden sich
reaktive Astrozyten und ebenfalls dystrophe Neuriten. Der Durchmesser einer Plaque
variiert zwischen 10 und 120 um und auch die Dichte des Amyloidkerns ist von Plaque
zu Plaque unterschiedlich (Selkoe 2001).

Diffuse Plaques sind Amyloidablagerungen mit einem weniger dichten, amorph

erscheinenden Amyloidkern ohne AB-Fibrillen. Im Gegensatz zu den aus AB40 und
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AB42 gemischten neuritischen Plaques bestehen die diffusen Plaques vorwiegend aus
AB42, haben wenig bis keine dystrophen Neuriten eingeschlossen und weisen nur eine
gering ausgepragte bis keine reaktive Astrozytose auf (Yamaguchi et al. 1988). Diffuse
Plagues werden als Zeichen des physiologischen Alterns verstanden, die keine
Umgebungsreaktion hervorrufen, und sind sowohl in Hirnschnitten von AD-Patienten
als auch von nicht dementen Patienten zu finden (Joachim et al. 1989). Da jedoch
Zwischenformen existieren, die Eigenschaften von diffusen und neuritischen Plagues
aufweisen, ist die Bestimmung, ab welchem Stadium eine Plaque schon Ausdruck der
AD oder noch des Alterns ist, schwierig (Dickson 1997).

Die Theorie, dass sich neuritische Plaques aus diffusen Plaques entwickeln (lwatsubo
et al. 1995, Tagliavini et al. 1988), hat bis heute Bestand. Und auch die Erkenntnis,
dass bei AD-Patienten in Hirnregionen, deren Beeintrachtigung verantwortlich fir die
Symptomatik der AD ist (limbischer und Assoziationskortex) diffuse Plaques neben
neuritischen Plagues vorkommen, bei Gesunden jedoch nur diffuse Plaques,
unterstutzt diese Theorie (Selkoe 2001).

Die Frage nach der Rolle der Plaques im pathologischen Geschehen ist bislang nicht
vollends geklart. Im Einklang mit der Hypothese, dass losliche AB-Oligomere das
toxische Substrat der Erkrankung darstellen konnten, konnten die langfristig
entstandenen AB-Plagues als Reservoir fur bioaktive Oligomere dienen (Haass und
Selkoe 2007). Abbildungen 3A, 3C und 3D zeigen beispielhaft das histologische
Erscheinungsbild von Plaques.

1.3.7 Neurofibrillen

Neben den Amyloidplaques stellen Neurofibrillen ein weiteres Merkmal der Alzheimer-
Erkrankung dar. Neurofibrillen sind intrazellulare Konglomerate von Tau, einem
Protein, dessen Funktion in der Formierung und Stabilisierung von neuronalen
Mikrotubuli liegt. Daher ist dieses Protein an der Aufrechterhaltung des axonalen
Transports in Nervenzellen beteiligt. Die Bindungsaffinitat von Tau zum Mikrotubulus
wird reguliert Uber Phosphorylierung und Dephosphorylierung durch Kinasen
respektive Phosphatasen. Mit steigendem Phosphorylierungsgrad des Tau sinkt
sowohl seine Affinitat zum Mikrotubulus als auch seine Ldslichkeit (Igbal et al. 2005,
Lindwall und Cole 1984).

In Gehirnen mit Alzheimer-Pathologie findet man im Vergleich zum Gesunden tber die
Norm phosphoryliertes (hyperphosphoryliertes) Tau. Aufgrund seiner geringen

Loslichkeit aggregiert es zu helikalen filamentdsen Strukturen, die sich paarweise
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zusammenlagern und daher als paired helical filaments (PHF) bezeichnet werden.
Mehrere dieser ca. 10 nm grol3en PHF bilden die vorrangig in Zellkernndhe
vorkommenden Neurofibrillen (Selkoe 2001).

Die Hyperphosphorylierung des Tau hat die funktionelle Inaktivierung des Proteins zur
Folge. Durch Dephosphorylierung lasst sich seine Funktionalitat in vitro wiederher-
stellen (Wang et al. 1995). Die Hyperphosphorylierung des Tau gilt daher als wichtiger
Punkt der Tau-assoziierten Pathogenitat (Alonso et al. 1994, Grundke-Igbal et al. 1986
b). Zwar kann die fehlende Stabilisierung der Mikrotubuli nach Inaktivierung von Tau
durch andere mikrotubulus-assoziierte Proteine (MAP1/MAP2) Ubernommen werden,
jedoch werden diese Proteine durch das hyperphosphorylierte Tau ebenfalls inaktiviert,
wodurch es zum endgiiltigen Verlust der Mikrotubulusstabilitit kommt. Uber die
dadurch bedingte Einschrdnkung des axonalen Transports verliert die Nervenzelle die
Fahigkeit zur Versorgung ihrer Synapsen und degeneriert, was messbare kognitive
Einschrankungen zur Folge hat (Santacruz et al. 2005). Dieses toxische Potenzial des
hyperphosphorylierten Tau geht, ahnlich wie beim B-Amyloid, nicht von den grofR3en
unléslichen PHFs und Neurofibrillen, sondern von noch leichter 16slichen,
intermediéren Tau-Kongregaten aus (Khlistunova et al. 2006). Den Neurofibrillen wird
gar ein protektiver Effekt eingeraumt, da sie einen Aggregationspunkt fur
hyperphosphoryliertes Tau darstellen und dadurch dessen destabilisierende Wirkung
auf Mikrotubuli abschwéchen (Lee et al. 2005).

Die Ursachen fir die AD-assoziierte Hyperphosphorylierung von Tau werden einerseits
in einer gestorten Aktivitat von Kinasen und Phosphatasen vermutet. Die konsekutive
Aktivierung der Kinase Cdk5 durch abnorme Proteolyse seiner regulatorischen
Untereinheit fihrt zu verstarkten Phosphorylierung von Tau (Patrick et al. 1999). Die
bei der AD beobachtete reduzierte Aktivitit der Phosphatase PP-2A fuhrt zur
verminderten Dephosphorylierung von Tau (Gong et al. 1995).

Andererseits konnte durch B-Amyloid ausgeléster oxidativer Stress zu Fehlfunktionen
von Zellorganellen wie dem endoplasmatischen Retikulum fiihren, so dass Fehler beim
Falten von Tau entstehen, die wiederum den Abbau von Tau erschweren und es
anfallig fur verstarkte Phosphorylierung machen. Da B-Amyloid das Gleichgewicht von
Kalzium in Nervenzellen verschiebt, ist eine kalziuminduzierte Aktivitditsanderung von
Kinasen und Phosphatasen ebenfalls denkbar (Selkoe 2001).

Ein Konsens Uber den Zusammenhang zwischen den zwei Merkmalen B-Amyloid und
Tau, die die AD charakterisieren, besteht bislang noch nicht. Die Hyperphos-
phorylierung von Tau in Nervenzellen ist kein rein pathologisches Phdnomen, sondern
auch wahrend der Entwicklung des Gehirns und nach Narkose oder Hypothermie zu

beobachten und so eventuell als protektive Reaktion der Nervenzelle zu verstehen
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(Planel et al. 2007, Run et al. 2009, Schmitt et al. 1977). Daher ist es vorstellbar, dass
die Hyperphosphorylierung von Tau eine Reaktion der Nervenzelle auf die toxische
Einwirkung von B-Amyloid ist und so die B-Amyloidaggregation der Neurofibrillen-
bildung vorausgeht (Vgl. Kapitel 1.3.8).

Kritikpunkte ergeben sich aufgrund der Tatsachen, dass 1.) wahrend des normalen
Alterns sich reichlich B-Amyloid und keine Neurofibrillen ansammeln,

2.) unterschiedliche histopathologische AD-Formen existieren, zwischen denen das
Verhéltnis von Plaques zu Neurofibrillen variiert, und 3.) andere neurodegenerative
Demenzerkrankungen wie Morbus Pick, Kortikobasale Degeneration und Progressive
Supranukledre Blickparese gleiche Tau-Pathologie bei fehlenden (-Amyloid-
ablagerungen aufweisen (Run et al. 2009). Die Bedeutung der Tau-Pathologie fir die
Entwicklung der Erkrankung wird auch daran deutlich, dass die Last an Neurofibrillen
gut mit dem kognitiven Defizit korreliert und der Verdacht auf AD sogar durch
Bestimmung von phosphoryliertem Tau aus dem Liquor bei Patienten mit kognitiven
Defiziten erhartet werden kann (Mattsson et al. 2009). Abbildungen 3B, 3C und 3E
zeigen beispielhaft das histologische Erscheinungsbild von Neurofibrillen.

Abb. 3: Histopathologische Merkmale der Alzheimer-Erkrankung.

A: Plaque in HE-Farbung

B: Neurofibrillen in einer hippocampalen Pyramidenzelle, in HE-Farbung
C: Silberfarbung zeigt Plaque und Neurofibrillen

D: Immunhistochemische Darstellung von AB in Plaques

E: Immunhistochemische Darstellung von Neurofibrillen

Modifiziert nach Serrano-Pozo (Serrano-Pozo et al. 2011)

Mit freundlicher Genehmigung von Cold Spring Harbor Laboratory Press.
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1.3.8 Neuronenverlust

Die in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten pathophysiologischen Prozesse
der AD filhren zu einem Verlust von Nervenzellen, der sich makroskopisch als
Gehirnatrophie darstellen kann. Der Grad der Atrophie kann interindividuell deutlich
unterschiedlich ausfallen und zwischen makroskopisch unsichtbarer Atrophie und
deutlichem Parenchymschwund liegen (s. Abbildung 4). Die so genannte &aul3ere
Atrophie der Hirnrinde wird erkennbar an der Verschmdlerung der Gyri und
Erweiterung der Sulci, die am deutlichsten am medialen Temporallappen, in dem der
Hippocampus liegt, zu erkennen ist. Anhand der
Erweiterung der Liquorrdume wird die zu
beobachtende innere Gehirnatrophie deutlich
(Wallesch und Forstl 2005). Ein starker Verlust von
Neuronen in bestimmten Hirnarealen mit kognitiven
Funktionen ist bereits in frihen Krankheitsstadien
der AD histopathologisch nachweisbar (Gomez-Isla
et al. 1996). Mittels Magnetresonanztomographie
kann auch in vivo ein Volumenverlust dieser
Hirnareale festgestellt werden. So sind in diesem
Bildgebungsverfahren Hippocampus, Gyrus
Hippocampalis und temporaler Neokortex sowie

entorhinaler Kortex, der die Verbindungsstruktur

zwischen Hippocampus und den  apb. 4: Hirmatrophie. Oben: Gehirn

Assoziationszentren des Neokortex darstellt, bei €Nes Alzheimer-Patienten. Unten:
Gehirn eines gesunden Menschen.

AD-Patienten im Vergleich zu gesunden Patienten http://commons.wikimedia.org/wiki/
signifikant in ihrem Volumen vermindert (Bobinski I(:Ci)l?)e.:fll?z_(\)/legus_co.jpg.

et al. 1999, Detoledo-Morrell et al. 1997). Lange Zeit

wurde angenommen, dass die physiologische Hirnalterung zwangslaufig von einem
Neuronenverlust im Neokortex und Hippocampus begleitet wird. Studien zeigen
jedoch, dass der Untergang von Neuronen wahrend des normalen Alterungsprozesses
limitiert ist und daher als Ursache der altersbedingten Beeintrachtigung der
neokortikalen und hippocampalen Funktionen nicht wahrscheinlich erscheint (Morrison

und Hof 1997).
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1.3.9 Acetylcholinmangel

Der Nucleus basalis Meynert, gelegen im basalen Vorderhirn, ist einer der wichtigsten
Acetylcholin produzierenden Kerne. Efferenzen ziehen vom Nucleus basalis u.a. in den
Hippocampus und zur Amygdala im Temporallappen sowie in den Neokortex und sind
einbezogen in kognitive Funktionen wie Gedachtnisbildung, Aufmerksamkeit und
Wahrnehmung (Gratwicke et al. 2013, Kitt et al. 1987). Ein Verlust an cholinergen
Neuronen in der Region den Nucleus basalis bei Patientin mit AD wurde bereits in den
frihen 80er Jahren beschrieben. Eine Degeneration und damit einen Zelluntergang
findet man bei 70-75% der cholinergen Zellen des Nucleus basalis in AD-Patienten
(Arendt et al. 1983, Whitehouse et al. 1982). Passend dazu konnte eine gesteigerte
Expression von APP in den Neuronen des Nucleus basalis nachgewiesen werden,
welche mit Progression der Erkrankung zunimmt. Gleichzeitig kommt es in den Zellen
zu einer vermehrten Bildung von Neurofibrillen (Murphy et al. 1992).

Der aus dem Zellverlust resultierende Acetylcholinmangel fihrt zu einer
Beeintrachtigung der oben genannten Funktionen. Das cholinerge System wird daher
als therapeutischer Ansatzpunkt genutzt. Acetylcholinesterasehemmer binden
reversibel an die Acetylcholinesterase, das fir die hydrolytische Spaltung von
Acetylcholin zu Cholin und Acetat verantwortliche Enzym. Durch die Bindung kommt es
zu einer Inaktivierung des Enzyms und somit zu einem verringerten Abbau von
Acetylcholin im synaptischen Spalt. Donepezil, Galantamin und Rivastigmin sind die
wichtigsten Vertreter dieser Medikamentengruppe und kommen vor allem bei milden

bis moderaten Formen der AD zum Einsatz (Winslow et al. 2011).

1.3.10 Atrophie von Hippocampus und Thalamus

Der Hippocampus ist eine fur die Gedachtniskonsolidierung wichtige Struktur im
Temporallappen. Histologisch wird er in den Gyrus dentatus und ins Ammonshorn
(Cornu Ammonis, CA) unterteilt (s. Abbildung 5). Letzteres wiederum besteht aus vier
Untereinheiten: CA1, CA2, CA3 und CA4 (Taupin 2007).
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Abb. 5: Histologischer Schnitt des Hippocampus. DG: Gyrus dentatus. CA1:
Unterregion 1 des Corpus ammonis (CA), CA3: Unterregion 3 des Corpus ammonis.
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:HippocampalRegions.jpg (03.11.2013)

Kernspintomographisch konnte ein verringertes Volumen des Hippocampus bei
Patienten mit MCI und Alzheimer nachgewiesen werden, so dass man heutzutage
davon ausgeht, dass diese Gehirnstruktur eine der Regionen ist, die besonders friih im
Verlauf der Erkrankung betroffen zu sein scheint. Dabei hat bei Patienten mit MCI die
hippocampale Atrophie die starkste Vorhersagekraft fur eine Progression der
Erkrankung in eine AD (Henneman et al. 2009).

Ein signifikante Abnahme der Neuronendichte im Hippocampus bei Alzheimer-
Patienten ist besonders prominent in der dem Subiculum anliegenden, hippocampalen
Region CA1l (Padurariu et al. 2012).

Nicht nur die GroR3hirnrinde und der Hippocampus sind bei Patientin mit einer AD von
der Atrophie betroffen. Neuere Studien zeigen, dass auch tiefer liegende graue
Substanz von der Atrophie betroffen sein kann. In MRT-Studien wurden bei Patienten
mit einer AD signifikant reduzierte Volumina des Thalamus, verglichen zur
Kontrollgruppe, nachgewiesen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das
Ausmal des verringerten Thalamusvolumens linear korrelierte mit der Einschrankung
der kognitiven Leistungsfahigkeit (de Jong et al. 2008). Der Thalamus ist u.a.
entscheidend an der Generierung von Aufmerksamkeit beteiligt und wichtig fir ein
funktionierendes deklaratives Gedachtnis (Newman 1995, Van der Werf et al. 2000).
In der vorliegenden Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die CA1l-Region des

Hippocampus und den Thalamus gelegt.
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1.3.11 Die B-Amyloid-Kaskaden-Hypothese und ihre Modifizierung

Ein anschauliches Konzept zur Verbildlichung der AB-Pathologie liefert die von Hardy
und Allsop erarbeitete Kaskaden-Hypothese (s. Abbildung 6). Sie verkettet den durch
Mutationen oder &uf3ere Einwirkungen veranderten APP-Metabolismus Uber die AB-
Ablagerung mit der Plaque- und Neurofibrillenbildung, die durch die neuronale
Schédigung die Demenz-symptomatik hervorruft (Hardy und Allsop 1991).

APP-Genmutationen

PS1/2-Genmutationen | Umweltfaktoren

Veranderter APP-Metabolismus

N

Trisomie 21 | andere Genmutationen

Amyloidablagerung

Plaques Neurofibrillen

N "4

Synapsen- und Neuronenschaden
Neuronenverlust

|

Demenzsymptomatik

Abb. 6: Die B-Amyloid-Kaskaden-Hypothese modifiziert nach Hardy und Allsop (Hardy und
Allsop 1991).

Diese Kaskaden-Hypothese lasst sich durch die Erweiterung mit jlingeren
Erkenntnissen so modifizieren, dass die unter Kapitel 1.3.5 beschriebene intrazellulare
neurotoxische Wirkung von AB in die Hypothese einflie3t. Wirths und Kollegen taten
dies, um die Hypothese mit jungeren Erkenntnissen zu erweitern und den Einfluss des
intraneuronalen AR auf die Pathogenese zu unterstreichen (Wirths et al. 2004).
Folgende Erkenntnisse integrieren Wirths und Kollegen in die Kaskaden-Hypothese
von Hardy und Allsop:

AB wird bereits intrazellular abgelagert, bevor es sezerniert wird (Masters et al. 1985).
Auch sind intrazellulare AB-Ablagerungen noch vor der Entstehung von Neurofibrillen
nachweisbar (Fernandez-Vizarra et al. 2004). Im Verhaltnis zu AB40 lasst sich in
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Nervenzellkulturen intrazellular mehr AB42 nachweisen als extrazellular (Turner et al.
1996). AuBerdem ist die Konzentration von AB42 im AD-Mausmodell deutlich erhdht
(Takeda et al. 2004). Da in vivo die intrazellulare AB42-Erhdéhung einen verstéarkten
Neuronenverlust nach sich zieht (LaFerla et al. 1995), liegt die also Vermutung nahe,
dass eine verstarkte Neurotoxizitat von der bei der AD vorliegenden intrazellularen
AB42-Erhbhung ausgeht. Das intrazellulare AB wird also als Substrat des
pathophysiologischen Prozesses definiert.

Den extrazellularen Plaques wird die Funktion eines Reservoirs fiir extrazellulares A,
das in die Nervenzellen wiederaufgenommen werden kann, zugeschrieben (Wirths et
al. 2004). Abbildung 7 stellt die modifizierte Amyloid-Kaskaden-Hypothese dar.

APP-Genmutan_nen ’m‘ |andere Genmutationen‘ ‘ Umweltfaktoren|
PS1/2-Genmutationen

S £ Pe

Erhohte intraneuronale A340/42-Konzentration

W { ~

( Akkumulation von intraneuronalem] APB40/42-Aufnahme
X AB40/42
* Losliches extraneuronales AB40/42
KSynapsen- und Neuronenschaden l T
S Neuronenverlust Plaques

Demenzsymptomatik

Abb. 7: Die maodifizierte 8-Amyloid-Kaskaden-Hypothese nach Wirths (Wirths et al. 2004).

1.3.12 Inflammatorische und immunologische Reaktionen

Die Vielschichtigkeit der Alzheimerpathologie wird besonders deutlich durch Studien,
die neben oben genannten Faktoren auch immunologische und inflammatorische
Prozesse beteiligt sehen. Wie weiter oben beschrieben, hat die Ablagerung von AR im
Hirngewebe eine toxische Wirkung zur Folge. Diese ruft eine inflammatorische
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Reaktion auf mehreren Ebenen hervor: So konnte eine Aktivierung der Mikroglia und
Astrozyten als Zeichen der zellvermittelten Immunabwehr nachgewiesen werden
(Luber-Narod und Rogers 1988, Sofroniew und Vinters 2010). Auch molekulare
Mediatoren in Form des Komplementsystems sind an der Entziindungsreaktion
beteiligt. B-Amyloid, ist in der Lage, Uber eine Bindung an eine spezifische Domane
des ersten Komplementfaktors C1 den klassischen Komplementweg zu aktivieren,
wodurch es zur Bildung des Membranangriffskomplex kommt und zu einer Zerstorung
der umliegenden Neuronen (Jiang et al. 1994, McGeer et al. 1989, Rogers et al. 1992).
Letztlich bleibt unklar, inwiefern diese Prozesse als Reaktion oder als Ausloser der
Pathologie anzusehen sind.

1.4 Zielsetzung und Arbeitshypothese

Das Ziel dieser Arbeit ist es, anhand eines Mausmodells der Alzheimer-Erkrankung,
das genetisch so modifiziert wurde, dass die pathophysiologischen Prozesse der AD
beschleunigt und verstarkt ablaufen, einen Einfluss von Geschlecht und genetischem
Hintergrund auf die Auspragung der Erkrankung auf histopathologischer Ebene nach-
zuweisen und diesen Nachweis anhand zweier fir Kognition und Regulation wichtiger
Hirnregionen, Hippocampus und Thalamus, zu fuhren.

Das 5xFAD-Mausmodell tragt funf Mutationen, die als mitverantwortlich fur die
Entwicklung der familidren Alzheimer-Erkrankung gesehen werden und zeigt eine
rasche Entwicklung der AD-typischen (-Amyloidablagerungen im Mausgehirn. Es
wurde von Oakley und Kollegen auf Grundlage vorbestehender Mausmodelle
entwickelt, die weniger Mutationen enthielten und einen langsameren Progress der
Histopathologie aufwiesen. Anhand des 5xFAD-Mausmodells soll ein von Oakley et al.
nachgewiesener Einfluss des Geschlechtes auf die B-Amyloidbelastung mittels
Plaqueloadbestimmung verifiziert werden. Zudem soll durch stereologische Neuronen-
zéhlung ein Neuronenverlust, wie er fur die AD typisch ist, objektiviert werden. Die
gewonnenen Erkenntnisse werden ebenfalls in Bezug zu zwei genetischen

Hintergrinden der Mause gesetzt.
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2. Material und Methoden

2.1 Das transgene Mausmodell 5xFAD

Zur Untersuchung der AD koénnen verschiedene Mausmodelle genutzt werden, die
unterschiedliche Mutationen bzw. Kombinationen verschiedener Mutationen aufweisen.
In dieser Arbeit wurde das von Oakley und Kollegen beschriebene Mausmodell 5XxFAD
verwendet. Dieses Mausmodell zeichnet sich durch eine schnelle und massive
Anreicherung von AB42 in bereits jungem Lebensalter der Tiere aus. Ein additiver
Effekt der insgesamt funf Mutationen, drei davon im APP-Gen und zwei im PS1-Gen,
wird hierfir verantwortlich gemacht (Oakley et al. 2006). Da die Tiere ebenfalls bereits
in jungem Alter Verhaltensanderungen zeigen, die der Symptomatik der AD
entsprechen, eignen sie sich gut als Modell fir die Alzheimerpathologie.

Das Mausmodell 5xFAD zeigt eine Uberexpression der aus 695 Aminosauren
bestehenden APP-Isoform. Zu den drei APP-Mutationen gehdren die schwedische
(K670N/M671L)-, die Florida (1716V)- und die London (V717I)-Mutation, die Mutationen
im PS1-Gen sind die M146L- und L286V-Mutationen (s. Abbildung 8A).

In dieser Arbeit wurde die Mauslinie Tg6799 zum Vergleich genommen, da sie die
hochste Expression an APP hat (s. Abbildung 8B). Die schwedische Mutation erhdht
die Produktion des gesamten AP, die Florida- und London- sowie die beiden PS1-
Mutationen (M146L und L286V) filhren dagegen zu einer spezifischen Zunahme des
AB42-Amyloids. Vor beide Transgene ist der neuronenspezifische Mauspromotor Thyl
gesetzt, um eine Uberexpression zu forcieren (Moechars et al. 1996, Oakley et al.
2006, Selkoe 2001, Sisodia et al. 1999).
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A
! Thy1-APP i "'15"U'I'FI Ap rl:’_|
I
Sw Fl
Lon
! Thy1-PS1 s
' i
M146L L2866V
B
Non-Tg| Tg6799 | Tg7092 [Tg7031| Tg2576
RORRERnansan -« -« 8 APP
TemsgeesseRERa® Ps1

. ————————————————ueeree EC1IN

Abb. 8: A: Schematische Darstellung des APP-Gens mit
Swedish- (sw), Florida- (Fl), London-Mutation (Lon) und
des PS1-Gens. B: Immunoblot-Analyse der APP- und
PS1-Expression der Tg6799-, Tg7092-, Tg7031-Linien
des 5xFAD-Mausmodells sowie der Tg2576-Linie
(Swedish-Mutation) und einer Non-transgenen-Linie
(Non-Tg). Aktin als Positivkontrolle (Oakley et al 2006).
Mit  freundlicher Genehmigung von Society for
Neuroscience.

Eine der drei transgenen 5xFAD-Mauslinien ist in dieser Arbeit auf dem hemizygoten
B6/SJL-F1-Hybrid-Hintergrund und zwei weitere 5xFAD-Mauslinien sind auf dem
genetischen B6-Hintergrund geziichtet (bestellt von Taconic Farms, Germantown, NY).
Oakley und Kollegen haben bei dem transgenen Mausmodell auf dem Hintergrund
B6/SJL eine massive Akkumulation von AB42 beginnend schon im jungen Alter von
anderthalb Monaten gefunden und eine deutlich hohere ABR42- als AB40-Produktion.
Diesen Ergebnissen folgend, fanden sich bereits im Alter von zwei Monaten die ersten
Amyloid-Plagues, also kurz nach dem ersten Nachweis von AR42-Peptid. Auch
intraneuronale Ap-Ablagerungen manifestierten sich bevor sich Amyloid-Plaques
gebildet haben, womit die Hypothese unterstiitzt wird, dass intraneuronale Ap-
Ablagerungen zum Zelluntergang und Plaqueformation fiihren (inside-out process). Im
Alter von vier Monaten auf3ern die Mause im hippocampusabhangigen raumlichen
Arbeitsgedachtnis im Vergleich zu einer gesunden Population Defizite (sogenanntes Y-
Maze = Y-Labyrinth). Ebenso haben die Mause im Morris-Water-Maze (Morris-
Wasserlabyrinth) Defizite im Alter von vier bis finf Monaten im Bereich Ged&chtnis und
Konditionierung demonstriert (Oakley et al. 2006).
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2.2 Mausepopulationen

Es wurden insgesamt 14 Mause mit je sechs Monaten stereologisch untersucht, wovon
13 der Bestimmung der AB-Belastung zur Verfigung standen. Alle Tiere trugen die
5xFAD-Mutationen, jedoch unterschieden sie sich in Geschlecht und/oder genetischem
Hintergrund. Die Tiere wurden in drei Gruppen aufgeteilt: je eine weibliche und
mannliche Gruppe des B6-Hintergrundes und eine mannliche des B6/SJL-
Hintergrundes. Die getroffene Auswahl der M&ausepopulationen erméglichte es, im
5xFAD-Mausmodell einen Einfluss von Geschlecht und genetischem Hintergrund auf
die Ergebnisse der stereologischen Untersuchung und der AB-Belastungsbestimmung
zu prufen.

Die Handhabung aller untersuchten Tiere geschah gemalR} den deutschen Richtlinien
fur Tierschutz. Die Ermittlung des transgenen Status der Mause erfolgte mittels PCR
aus einer Ohrbiopsie.

2.3 Perfusion der Mause

Nach Betdubung mittels eines Narkotikums wurden die Mause transkardial mit ca. 5-10
ml eiskaltem 0,01 M PBS (phosphate buffered saline) perfundiert. Uber dieselbe
Kanule wurde 5-10 ml 4%iges Paraformaldehyd, in PBS geldst, eingeleitet, bis die
Maus fixiert war. Der Kopf wurde dann in der atlanto-axialen Verbindung mit einem
Schnitt abgetrennt. Nach Offnung des Schadels in anteriorer Richtung und behutsamer
Offnung der Schadeldecke wurde das Gehirn entnommen. Daraufhin wurden die
Hirnhalften entlang der Mittellinie voneinander getrennt. Jede linke Gehirnhélfte wurde
anschlie3end zwei Stunden bei 4 °C in Paraformaldehyd inkubiert und daraufhin tber
Nacht bei 4 °C in einer 30%igen Saccharoseldsung gelagert. Am folgenden Tag
wurden die linken Gehirnhélften bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C eingefroren.
Jede rechte Gehirnhélfte wurde sofort nach Entnahme auf Trockeneis eingefroren und
bei -80 °C gelagert.

2.4 Anfertigung der histologischen Schnitte

Mindestens 24 Stunden vor der weiteren Bearbeitung wurde die jeweils bei -80 °C
eingefrorene linke Gehirnhalfte bei -20 °C gelagert. Um eine Standflache zu schaffen,
wurde das Kleinhirn in koronarer Ebene abgetrennt. Zum Schneiden wurde die
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Gehirnhalfte mit der so entstandenen Schnittflache auf den auf -20 °C vorgekuhlten
Schneideblock des Kryostats (Microtom-Kryostat MICROM HM550) gestellt. Dort
wurde das Gehirn mit einem Gewebekleber fixiert (Tissue-Tek® O.C.T. ™ Compound
SAKURA Finetek Europe B.V.) und mit selbigem pyramidenférmig umhdlit. Schnitte mit
einer Dicke von 30 ym bei einem Schnittwinkel von 12° wurden angefertigt und als
10er Serien erzeugt. Jeder Schnitt wurde der Reihe nach in einem von zehn GefaRRen
(Straight-Side Wide-Mouth Jar PC, Size 15ml, Nalge Nunc International) unter-
gebracht, so dass in jedem GefaR Gehirnschnitte mit einem Abstand von 300 ym
gesammelt wurden. Danach wurden alle Gefalie bei -80 °C gelagert.

2.5 Cresylviolett-Farbung (Nissl-Farbung)

Die free-floating Methode wurde genutzt, um mit eiskaltem PBS die Gefal3e zu spulen.
Dazu wurde pro Maus immer das gleiche Gefald ausgewahlt. Auf elektrostatischen
Objekttragern (SuperfrostPlus, 25 x 75x 1,0 mm, Menzel GmbH & Co KG,
Braunschweig) wurden die Schnitte sortiert. Es folgte eine zweistindige
Trocknungsphase bei Raumtemperaturen. Im Anschluss erfolgte die Féarbung der
Schnitte entsprechend der nachstehenden Farbeanleitung mit Cresylviolett.

Farbeanleitung:

1) Puffer:

1A (Stocklésung): 1 M Natriumacetat (136,08 g Na-Acetat-Trihydrat in 1 Liter Milli-Q)
1B (Arbeitslosung): 40 ml 1 M Natriumacetat (1A) + 9,6 ml konzentrierte Essigséaure,
auffillen auf 1 Liter mit Milli-Q.

2) Farbeldsung (am Vortag herstellen):

0,1 g Cresylviolett in 1 Liter der L6sung 1B l6sen
30 min rihren

Uber Nacht stehen lassen

kurz vor Gebrauch filtern

3) Entfettungslosung:

3A (Stocklésung): 2 %ige Triton X-100 (980 ml Milli-Q + 20 ml Triton X-100)
ungeféhr 1 Stunde ruhren (lange haltbar)

3B (Arbeitslosung): 2,5 ml 3A + 50 ml Milli-Q + 150 ml 100 % Ethanol
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Farbeprotokoll:

1.) 2 x 10 min in 1B (2 verschiedene Kivetten)

2.) 20 min in 3B

3.) 2 x 10 min in 1B (2 verschieden Kuvetten)

4.) 2 x 8 min in 2 (2 verschiedene Kuvetten)

5.) 3x 1 minin 1B (3 verschiedene Kivetten)

6.) 3 min in 100 % Ethanol

7.) 1 x 10 min in Isopropanol (= 2-Propanol)

8.) 2 x5 min in Xylol

9.) mit Corbit-Balsam einschlieen und Uber Nacht trocknen lassen

2.6 Stereologische Untersuchung

Fur die stereologische Untersuchung wurden die, wie in Kapitel 2.4 und 2.5
beschrieben, mit Cresylviolett angefarbten 30 um dicken histologischen Schnitte
verwendet. Innerhalb der Schnitte wurden die Flachen des CAl-Hippocampus und des
Thalamus anhand des Mausebildatlas von Paxinos und Franklin bestimmt. Fir den
CAl-Hippocampus wurde die Region von -1,22 mm bis -3,80 mm und fir den
Thalamus die Region von -0,94 mm bis -2,54 mm relativ zur Bregma-Linie festgelegt
(s. Abbildung 9) (Paxinos et al. 2001).
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Bregma -0.94 mm R Bregma -1.22mm

Bregma - 2.54 mm Bregma - 3.80 mm

Abb. 9: Schematische Darstellung der untersuchten Hirnabschnitte: CA1-Hippocampus in
blau, Thalamus in griin, Ventrikel in schwarz. Als Orientierung dient der Abstand zur
Bregma-Linie in Millimetern. Beginn des Thalamusabschnittes bei Bregma -0.94mm (A),
Ende bei Bregma -2.54mm (C). Beginn des CAl-Hippocampus-Abschnittes bei Bregma -
1.22mm (B), Ende bei Bregma -3,80mm (D) (Paxinos und Franklin 2001). Mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier.

Mithilfe des Mikroskops BX51 von Olympus und des Programms Stereoinvestigator 7
(Micro Brightfield) erfolgten die stereologischen Untersuchungen. Zur Ermittlung der
Gesamtneuronenzahl und des Volumens jeder Maus wurde die design-basierte
Stereologie benutzt. Zur Markierung der zu untersuchenden Regionen des Thalamus
und des CAl-Hippocampus wurde eine zehnfache VergroRerung gewahlt, die
Neuronen wurden mittels 100facher VergrofR3erung ausgezahlt. Da, wie bereits in
Kapitel 2.4 erwéhnt, nur jeder zehnte Schnitt mit einer Dicke von 30um genommen
wurde, betrug der Abstand zwischen den einzelnen Stichproben 300um. Das Z&hlen
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der Neuronen erfolgte nach vorher festgelegten Zahlregeln, die im néchsten Kapitel
beschrieben sind.
Die eingestellten Parameter im Stereoinvestigator sind in Tabelle 3 aufgefuhrt:

CA1-Hippocampus Thalamus

Counting Frame (X) x 16 ym (X) x 16 pm (Y) 40 uym (X) x 40
m (Y

) um (Y)
Counting Frame Area 256 pm 1600 ym
(XY)
Disector Height (2) 8 um 6 um
Disector Volume (XYZ2) 2048 pyms3 9600 pm3
Sampling Grid (X) 90 ym 260 um
Sampling Grid (Y) 90 ym 250 ym
Sampling Grid Area 8100 pm? 65000 pm?
(XY)
Distance from section 2,00 ym 2,00 ym
top to 3D counting frame
Section thickness 30,00 pm 30,00 ym
Grid Rotation 0,00 Degrees 0,00 Degrees
Section Periodicity 10 10
Focus method Manual focus manual focus
Refocus to top of at each grid site at each grid site
section
Measure section at every 10th grid site at every 10" grid
thickness site
Desired sampling sites 1 1

Tabelle 3: Parametereinstellung zur stereologischen Neuronenzahlung.
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2.6.1 Design-basierte Stereologie

Die design-basierte Stereologie (design-based stereology) ist eine geeignete Methode
zur Bestimmung von morphologischen ZNS-Charakteristika, wie z.B. Volumina,
Gefallangen, Zellzahl sowie der durchschnittichen Dicke von Zellen und
Zellarchitektur. Auf diese Weise tragt die Methode zur Quantifizierung unterschiedlicher
ZNS-spezifischer Fragestellungen bei. Die durch die design-basierte Stereologie
gewonnenen Ergebnisse stehen reprasentativ fir die gesamte untersuchte Hirnregion
und sind unabhéngig von der Objektform, der Lage oder der rdumlichen Verteilung.
Der Vorteil dieser Methode liegt in der Minimierung systematischer Fehler. Das
Systematic Random Sampling ist das grundlegende Prinzip der stereologischen
Analyse. Dabei handelt es sich um eine systematische Stichprobenerhebung, bei der
die Stichproben aus Schnitten mit einem definierten Abstand zueinander erhoben
werden. Die Methode der design-basierte Stereologie wurde in einem Review von
Schmitz und Hof zusammengefasst (Schmitz und Hof 2005). Die Schnitte, die in dieser
Arbeit verwendet wurden, hatten einen Abstand von 300 pm zueinander. Das
Programm wahlt auf den Schnitten entsprechend den Voreinstellungen bestimmte
Bereiche, sogenannte counting frames (Zahlrahmen), aus, die ausgezahlt werden. Die
counting frames haben den gleichen Abstand zueinander und sind gleichmaflig auf den
Schnitt verteilt. Anhand der errechneten Daten konnen das Volumen und die

Gesamtneuronenzahl fir das untersuchte Gehirn bestimmt werden.

Mittels eines Rasters werden die counting frames auf den vorher vom Benutzer
festgelegten Bereich des Gehirnschnittes projiziert. Der Z&hlrahmen besitzt eine X-, Y-
und Z-Koordinate, der nun entstandene Wirfel sechs Seiten. Da Zellfragmente beim
Schneiden hangen bleiben kénnen und die Wiirfel nicht direkt nebeneinander liegen,
missen vorher Z&hlregeln (counting rules) festgelegt werden, um die Neuronen
auszuzahlen. Diese Zahlregeln definieren genau wann eine Zelle mitgezéhlt werden
darf und wann nicht. Auf diese Weise wird eine Mehrfachzahlung von Zellen
vermieden. Das Programm wiirde eine zu hohe Gesamtneuronenzahl fur das Gehirn
bestimmen, wenn Zellen, die direkt auf einer Linie liegen, auf allen Seiten mitgezé&hlt

werden wirden.
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Die Z&hlregeln lauten wie folgt:

1. Nur Nucleoli von Neuronen, die sich innerhalb des Zahlrahmens oder an der unteren
Grenze des Zahlrahmens scharf stellen lassen bzw. diese beriihren, werden gezahlt.
Nicht mitgezahlt werden Nucleoli, die sich oberhalb der oberen Grenze scharf stellen

lassen bzw. diese beriuhren.

2. Nucleoli, die im Zahlrahmen ausschlie3ende Grenzen (excluding lines) berihren,
darfen nicht mitgezahlt werden. Berlihren sie jedoch Einschlussgrenzen (including
lines) werden sie mitgezahlt.

Nachdem alle Neuronen ausgewahlt worden sind, folgt der nachste Zahlrahmen, bis
alle Zahlrahmen eines Schnittes und letztlich alle Schnitte einer Maus ausgezahlt
wurden. Anhand von nachfolgend aufgefiihrten Formeln, lassen sich die Gesamt-

neuronenzahl und die Volumina errechnen.

2.6.2 Berechnung der Neuronenzahlen von CA1-Hippocampus und Thalamus

Die Neuronenzahl errechnet sich gemaf der optical fractionator method
(West et al. 1991): N =total markers counted x asf x ssf x tsf

asf = sampling grid area (XY) / counting frame area (XY) — 175000 pmz2/ 729 pm? ssf
= 10 (jeder zehnte Schnitt) tsf = number weighted mean section thickness / disector
height (Z) — jeweilige aktuelle Schnittdicke in yum / 6uym total markers counted:
ermittelte Neuronenzahl in den Z&hlrahmen N = Gesamtneuronenzahl des jeweiligen

Areals (CAl-Hippocampus oder Thalamus) einer Hemisphére.

45



Material und Methoden
2.6.3 Berechnung der Volumina von CA1-Hippocampus und Thalamus

Das Volumen von CAl-Hippocampus und Thalamus wurde mittels der Formel
Cavalieri’s Estimator of Morphometric Volume berechnet (Rosen und Harry 1990):

V.= d[g( y,.)]— ()Y

d = Abstand zwischen den analysierten Schnitten = 300 um
yi = Flache von Schnitt i [um?]
t = jeweilige Schnittdicke [um]

Ymax = QroRte gemessene Flache [um?]

2.7 Herstellung von histologischen Schnitten fur den Plaqueload und die

immunhistochemische Farbung

Die in Paraffin eingebetteten rechten Hemispharen wurden, wie in Kapitel 2.3
beschrieben, gleich nach der Entnahme auf Trockeneis eingefroren und bei -80 °C
gelagert. Aus diesen erfolgte die Erzeugung der Schnitte fir den Plagueload. Mittels
des Microm HM 335 E wurden die Schnitte mit einem Schnittwinkel von 6° und einer
Dicke von 4 pupm hergestellt und anschlieRend auf Objekttrager gezogen
(SuperfrostPlus, 25 x 75 x 1,0 mm, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig). Uber
Nacht wurden die Schnitte der 5XxFAD-Mause bei 37 °C inkubiert und anschlie3end mit
dem Antikorper 4G8 (Covance), der gegen die Aminosauren 17-24 des (-Amyloids
gerichtet ist in einer Konzentration von 1:10.000, den N-terminalen Antikdrper AB[N]
(IBL, Hamburg, Germany) in einer Konzentration von 1:500 und dem Antikérper 23850
gegen humanes APP (Gerd Multhaup) in einer Konzentration von 1:500 nach dem
Farbeprotokoll im Anhang behandelt (siehe Tabelle im Kap. 6. Anhang Seite 72-73).
Zum Visualisieren wurde 3,3-Diaminobenzidin (DAB) genutzt, welches eine braunliche
Farbung hervorruft. Zur Schaffung eines Kontrastes wurde mit Hamatoxylin
gegengefarbt.
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2.7.1 Bestimmung des Plaqueload (quantitative AB-Bestimmung) und intraneuronale AB-

Aggregation

Mittels eines Olympus BX-51 Mikroskops mit einer Olympus DP-50 Kamera wurden
Photos von CAl-Hippocampus und Thalamus in vierfacher Vergrof3erung gemacht,
anhand derer der Plaqueload bestimmt wurde. Die Umwandlung der Bilder in 8-bit
schwarzweil3 erfolgte mithilfe der Software ImageJ (Version 1.40g, NIH, USA). Die
Bilder wurden durch den Einsatz eines Schwarzwei3-Schwellenwertes, wodurch
hauptsachlich Plaques und mdglichst wenig Hintergrundrauschen angezeigt wurden,
ausgewertet. AnschlieRend wurde der prozentuale Anteil der Anfarbung durch die
Antikorper ausgewertet und verglichen.

In Tabelle 4 erfolgt eine Auflistung der verwendeten M&ause und Antikorper-

Verdunnungsverhaltnisse:

4G8 ABN
5xFAD-B6, weiblich 1:500 1:10000
5xFAD-B6, 1:500 1:10000
mannlich
5xFAD-B6/SJL, 1:500 1:10000
mannlich

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Mauslinien mit jeweiligem Antikorper.

2.8 Statistik

Mithilfe der Graph Pad Prism-Software Version 4.03 fur Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA) wurde die statistische Auswertung durchgefihrt. Der Plaqueload
sowie die stereologischen Untersuchungen erfolgten mittels t-Test. Alle Ergebnisse
werden als Mittelwerte + Standardabweichung ¢ angeben. Die Signifikanzniveaus der
T-tests werden definiert als: ** = p < 0,01; * = p < 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1 Stereologische Untersuchung

Anhand einer Design-basierten-Studie wurden vier weibliche und vier méannliche
Mause der 5xFAD-B6-Linie und sechs méannliche Mause der 5xFAD-B6/SJL-Linie, alle
im Alter von sechs Monaten, auf die Gesamtneuronenzahl im Thalamus und Hippo-
campus untersucht. Weiterhin wurden die Volumina der untersuchten Hirnregionen

bestimmt.

3.1.1 Gesamtneuronenzahl

3.1.1.1 Gesamtneuronenzahl im Hippocampus

Far die vier weiblichen und vier mannlichen Mause der 5xFAD-B6-Linie, je sechs

Monate alt, zeigten sich im Hippocampus folgende Ergebnisse (s. Tabelle 5):

5xFAD-B6, weiblich 5xFAD-B6, mannlich
(n=4) (n=4)
Neuronenzahl 270.769 233.144
Hippocampus 273.304 249.803
(CA1) 259.690 201.919
141.489 236.308
Mittelwert 236.313 230.293

Tabelle 5: Gesamtneuronenzahl des CA1-Hippocampus von je vier weiblichen und ménnlichen
5xFAD-B6-Mausen.
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Die Auswertung der sechs mannlichen, sechs Monate alten 5xFAD-B6/SJL-Mause

ergab folgendes (s. Tabelle 6):

5xFAD-B6/SJL, méannlich (n=6)
Neuronenzahl 178.362
Hippocampus 201.768
(CA1) 228.018
164.583
264.543
207.610
Mittelwert 207.481

Tabelle 6: Gesamtneuronenzahl des CA1-Hippocampus von sechs
ménnlichen 5xFAD-B6/SJL-M&ausen.

Fur die weiblichen 5xFAD-B6-Mause ergibt sich eine durchschnittiche Neuronenzahl
von 236.313 mit einem Standardfehler von o(8) = + 31746 und fur die mannlichen
5XFAD-B6-Mause eine durchschnittliche Neuronenzahl von 230.293 mit einem
Standardfehler von o(B) = + 10124. Die Ergebnisse zeigen keinen signifikanten
Unterschied bei p < 0,05.

Die Auswertung der mannlichen 5xFAD-B6/SJL-Mause ergibt eine durchschnittliche
Neuronenzahl von 207.481 mit einem Standardfehler von o(6) = + 14604. Ein
signifikanter Unterschied zu den mannlichen 5xFAD-B6-M&ausen zeigt sich bei p < 0,05

nicht.
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3.1.1.2 Gesamtneuronenzahl im Thalamus

Die Ergebnisse fir den Thalamus der vier weiblichen und ménnlichen 5xFAD-B6-

Mause prasentieren sich wie folgt (s. Tabelle 7):

5xFAD-B6, weiblich 5xFAD-B6, mannlich
(n=4) (n=4)
Neuronenzahl 914.489 674.375
Thalamus 833.198 573.490
589.130 568.791
583.213 355.063
Mittelwert 730.008 542.930

Tabelle 7: Gesamtneuronenzahl des Thalamus von je vier weiblichen und mannlichen
5xFAD-B6-Mausen.

Die Auswertung des Thalamus der sechs maéannlichen, sechs Monate alten 5xFAD-
B6/SJL-Mause brachte folgendes Ergebnis (s. Tabelle 8):

5xXFAD-B6/SJL, méannlich (n=6)

Neuronenzahl 507.020

Thalamus 540.272
465.793
783.778
651.835
664.645

Mittelwert 602.224

Tabelle 8: Gesamtneuronenzahl des Thalamus von sechs mannlichen 5xFAD-B6/SJL-

Mausen.
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Im Thalamus der weiblichen 5xFAD-B6-Mause konnte eine durchschnittliche
Neuronenzahl von 730.008 mit einem Standardfehler von o(B) = + 84694 festgestellt
werden. Die mannlichen 5xFAD-B6-Mause zeigen mit 542.930 Neuronen und einem
Standardfehler von o(B) = + 67190 eine geringere durchschnittliche Neuronenzahl im
Thalamus. Der Unterschied ist bei p < 0.05 nicht signifikant.

Die mannlichen 5xFAD-B6/SJL-M&use wiesen im Thalamus eine durchschnittliche
Neuronenzahl von 602.224 mit einem Standardfehler von o(B) = + 48592 auf. Es gibt
keinen signifikanten Unterschied zu den méannlichen Mausen der 5XxFAD-B6-Reihe.

3.1.2 Gesamtvolumina

Aus der stereologischen Untersuchung von Hippocampus und Thalamus der vier
weiblichen und vier mannlichen 5xFAD-B6-Mause und der sechs 5xFAD-B6/SJL-
Mause konnte anhand der unter 2.6.3 beschriebenen Formel (Cavalieri's Estimator of
Morphometric Volume) das Volumen der entsprechenden Hirnregionen bestimmt

werden.

3.1.2.1 Gesamtvolumina im CA1-Hippocampus

Fir die CA1-Region des Hippocampus der vier weiblichen und vier mannlichen 5xFAD-
B6-Méause (6 Monate) wurden folgende Volumina bestimmt (s. Tabelle 9):

5xFAD-B6, 5xFAD-B6, mannlich
weiblich (n=4) (n=4)
Gesamtvolumen 0,535 0,535
CAl 0,539 0,464
(in mm®) 0,578 0,494
0,317 0,559
Mittelwert 0,492 0,513

Tabelle 9: Gesamtvolumen des CA1-Hippocampus von je vier weiblichen und
mannlichen 5xFAD-B6-Mausen.
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Die Auswertung der Volumenbestimmung der CAl-Region des Hippocampus bei den

sechs mannlichen 5XxFAD-B6/SJL-Mausen zeigte dieses Ergebnis (s. Tabelle 10):

5xFAD-B6/SJL, ménnlich (n=6)
Gesamtvolumen 0,367
CAl 0,465
(in mm®) 0,381
0,414
0,515
0,420
Mittelwert 0,427

Tabelle 10: Gesamtvolumen des CA1-Hippocampus von sechs mannlichen 5xFAD-
B6/SJL-Mausen.

Der Mittelwert des CA1-Volumens der weiblichen 5xFAD-B6-Mause betragt 0,492 mm?
und hat einen Standardfehler von o(6) = = 0,059. Das CA1-Volumen der mannlichen
5xFAD-B6-Mause betragt 0,514 mm® mit einem Standardfehler von o(8) = + 0,021
mm?3. Zwischen den weiblichen und ménnlichen Mausen der 5xFAD-B6-Linie gibt es
bei p<0,05 keinen signifikanten Unterschied.

Die mannlichen Mause der 5xFAD-B6/SJL-Linie weisen ein mittleres CA1-Volumen
von 0,427 mm® bei einem Standardfehler von o(8) = + 0,022 mm® auf. Es ergibt sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den ménnlichen Mausen der 5xFAD-B6- und
der 5XxFAD-B6/SJL-Linie mit einem P-Wert von 0,0296 bei p<0,05.
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3.1.2.2 Gesamtvolumina des Thalamus

Fir die Gesamtvolumina des Thalamus der vier weiblichen und vier méannlichen
5xXFAD-B6-Mause ergeben sich folgende Werte (s. Tabelle 11):

5xFAD-B6, 5xFAD-B6, mannlich
weiblich (n=4) (n=4)
Gesamtvolumen 4,612 5,124
Thalamus 5,124 3,979
(in mm?) 5,145 3,239
4,847 3,914
Mittelwert 4,932 4,064

Tabelle 11: Gesamtvolumen des Thalamus bei je vier weiblichen und mannlichen
5xFAD-B6-Mausen.

Die sechs mannlichen Mause der 5xFAD-B6/SJL-Reihe weisen im Thalamus die

folgenden Gesamtvolumenwerte auf (s. Tabelle 12):

5xXFAD-B6/SJL, ménnlich (n=6)

Gesamtvolumen 5,275
Thalamus 3,753
(in mm®) 4,136
4,158

3,593

3,835

Mittelwert 4,125

Tabelle 12: Gesamtvolumen des Thalamus bei sechs mannlichen 5xFAD-B6/SJL-

Mausen.

Die Volumenbestimmung des Thalamus ergab fiir die weiblichen Mause der 5xFAD-
B6-Linie ein mittleres Volumen von 4,932 mm?® mit einem Standardfehler von o(8) = +
0,126 mm?®. Die mannlichen Mause derselben Linie wiesen ein mittleres Thalamus-

volumen von 4,064 mm® mit einem Standardfehler von o(8) = + 0,391 mm?® auf. Mit
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einem P-Wert von 0,08 ergibt sich jedoch keine Signifikanz (p<0,05) zu den weiblichen
Mausen der 5xFAD-B6-Linie.

Die mannlichen Mause der 5xFAD-B6/SJL-Linie zeigen ein mittleres Thalamusvolumen
von 4,125 mm?® mit einem Standardfehler von o(8) = + 0,247 mm?®. Zu den mannlichen

5xXFAD-B6-Mausen besteht kein signifikanter Unterschied im Thalamusvolumen.

3.1.3 Die Stereologiedaten im Vergleich

Im Folgenden werden die aus dem Stereologieverfahren gewonnenen und in Kapitel
3.1.1 und 3.1.2 dargestellten Daten graphisch miteinander verglichen und die
Mittelwerte der zu vergleichenden Gruppen zueinander in Relation gebracht.

Zwischen den weiblichen und ménnlichen Mausen der 5xFAD-B6-Reihe ist im CAl-
Hippocampus ein sehr geringer Unterschied von 3 % in der Neuronenzahl zu Gunsten
der weiblichen Mause zu finden (s. Abbildung 10). Im Thalamus ist der Unterschied
mit 34% wesentlich ausgepragter, unterschreitet jedoch mit einem P-Wert von 0,134
nicht die Signifikanzschwelle von p<0,05 (s. Abbildung 11).

Der Vergleich zwischen den genetischen Hintergriinden zeigt, dass die méannlichen
Mause der 5xFAD-B6 Reihe im CA1-Hippocampus 11% mehr Neuronen, im Thalamus
jedoch 11% weniger Neuronen aufweisen als die mannlichen 5xFAD-B6/SJL-Mause.
Die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant bei p = 0,286 fur CA1 und 0,483 flr
Thalamus.
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Abb. 10: Vergleich der Neuronenzahlen im CA1- Abb. 11: Vergleich der Neuronenzahlen im
Hippocampus von weiblichen und mannlichen Thalamus von weiblichen und méannlichen
Mausen mit  5xFAD-B6-Hintergrund  und Ma&usen mit 5xFAD-B6-Hintergrund und
mannlichen  Mausen mit 5xFAD-B6/SJL- mannlichen M&usen mit 5xFAD-B6/SJL-
Hintergrund (je sechs Monate alt). Hintergrund (je sechs Monate alt).
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Die weiblichen 5xFAD-B6-Mause haben ein 4% kleineres CAl-Volumen als die
mannlichen Mause derselben Reihe (s. Abbildung 12). Der Unterschied im
Thalamusvolumen betragt 21%, jedoch weisen hier die weiblichen Mause das grof3ere
Volumen auf. Eine Signifikanz liegt mit P = 0,08 bei einem Signifikanzniveau von
p<0,05 knapp nicht vor (s. Abbildung 13).

Die mannlichen 5xFAD-B6-Mause haben ein um 20% gréReres CAl-Volumen als die
mannlichen Mause der 5XxFAD-B6/SJL-Reihe. Dieser Unterschied ist mit einem P-Wert
von 0,03 signifikant (p<0,05) (s. Abbildung 12). Das Thalamusvolumen der mé&nnlichen
5XFAD-B6-Mause ist 1,5% geringer als das der mannlichen 5xFAD-B6/SJL-Mause.
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Abb. 12: VergleiCh des Volumens des CAl- Abb. 13: Verg|eich des Volumens des

Hippocampus von weiblichen und mannlichen  Thalamus von weiblichen und mannlichen

Méausen  mit  5xFAD-B6-Hintergrund und Mausen mit 5xFAD-B6-Hintergrund und
mannlichen  Mausen mit 5xFAD-B6/SJL- mannlichen Mausen mit S5xFAD-B6/SJL-

Hintergrund (je sechs Monate aIt). * = p< 0,05. Hintergrund (je sechs Monate a|t)_

3.2 Untersuchung der AB-Belastung (Plaqueload)

Zur Bestimmung der AB-Belastung (sog. Plagueload) der CA1-Region des
Hippocampus und der des Thalamus ist wie in Kapitel 2.5.1 vorgegangen worden. Im
Verlauf erfolgt die Auswertung quantitativ und qualitativ.

3.2.1 Quantitative Auswertung des Plaqueloads

Die Bestimmung des Flachenanteils von B-Amyloid / der B-Amyloidbelastung des CAl-
Hippocampus und Thalamus wurde wie in Kapitel 2.7 beschrieben anhand von ABN-
und 4G8-Antikdrpern quantifiziert.
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3.2.1.1 CA1-Hippocampus

5xFAD-B6, 5xFAD-B6, 5xFAD-

weiblich méannlich B6/SJL,

(n=4) (n=4) mannlich
(n=5)
ABN- 0,30 0,18 0,03
Flachenanteil 0,40 0,20 0,23
in % 0,45 0,24 0,30
0,55 0,36 0,45
0,47
Mittelwert 0,43 0,25 0,3

Tabelle 13: Anteil der durch ABN gefarbten Flache an Gesamtflache des CA1l-Hippocampus
von je vier weiblichen und méannlichen Mausen der 5xFAD-B6-Reihe und sechs mannlichen
Méusen der 5xFAD-B6/SJL-Reihe.

5xFAD-B6, 5xFAD-B6, 5xXFAD-

weiblich méannlich B6/SJL,

(n=4) (n=4) mannlich
(n=5)
4G8- 0,63 0,28 0,32
Flachenanteil 0,95 0,34 0,62
in % 1,00 0,60 1,05
1,05 0,84 1,38
1,60
Mittelwert 0,91 0,52 0,99

Tabelle 14: Anteil der durch 4G8 gefarbten Flache an Gesamtfliche des CA1-Hippocampus von
je vier weiblichen und méannlichen Mausen der 5xFAD-B6-Reihe und sechs ménnlichen Mausen
der 5XxFAD-B6/SJL-Reihe.

Bei den weiblichen 5xFAD-B6-Mausen farbt der ABN-Antikdrper im CA1-Hippocampus
einen mittleren Flachenanteil von 0,43% mit einem Standardfehler von o(®) = %
0,052%. Die Anfarbung durch 4G8 belduft sich auf 0,91% mit einem Standardfehler
von a(B) = + 0,095%. Bei den mannlichen Mausen derselben Linie betragt der mittlere
Flachenanteil 0,25% mit einem Standardfehler von o(8) = £ 0,04%. Der 4G8-Antikorper
farbt hier 0,52% mit einem Standardfehler von o(8) = + 0,13% an.
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Die mannlichen Méause der 5xFAD-B6/SJL-Linie weisen im CAl1-Hippocampus bei
ABN-Farbung einen mittleren Flachenanteil von 0,3% mit einem Standardfehler von
0(8) = + 0,08% auf. In der 4G8-Farbung betragt der Flachenanteil des Antikdrpers
0,99% mit einem Standardfehler von o(8) = + 0,23% (s. Tabelle 13 u. 14).

3.2.1.2 Thalamus

5xFAD-B6, 5xFAD-B6, 5xFAD-

weiblich mannlich B6/SJL,

(n=4) (n=4) mannlich
(n=5)
ABN- 0,73 0,26 0,32
Flachenanteil 0,84 0,26 0,62
in % 0,88 0,38 1,05
1,33 0,70 1,38
1,60
Mittelwert 0,95 0,4 0,65

Tabelle 15: Anteil der durch ABN gefarbten Flache an Gesamtflache des Thalamus von je vier
weiblichen und ménnlichen Méusen der 5xFAD-B6-Reihe und sechs ménnlichen Mausen der
5XFAD-B6/SJL-Reihe.

5xFAD-B6, 5xFAD-B6, 5xFAD-

weiblich méannlich B6/SJL,

(n=4) (n=4) mannlich
(n=5)
4G8- 1,75 0,84 0,20
Flachenanteil 1,95 0,94 1,53
in % 3,43 1,34 1,93
1,60 1,60 2,03
2,60
Mittelwert 2,18 1,18 1,66

Tabelle 16: Anteil der durch 4G8 gefarbten Flache an Gesamtfliche des Thalamus von je vier
weiblichen und ménnlichen Méausen der 5xFAD-B6-Reihe und sechs ménnlichen Mausen der
5XFAD-B6/SJL-Reihe.
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Die Farbung des Thalamus ergibt fir die weiblichen 5xFAD-B6-Mause einen mittleren
Flachenanteil des ABN-Antikdrpers von 0,95% mit einem Standardfehler von o(8) = £
0,132%. Der 4G8-Antiktrper farbt im Mittel 2,18% der Flache mit einem Standardfehler
von o(B) = £ 0,422% an. Die mannlichen Mause derselben Linie haben einen mittleren
Flachenanteil durch ABN von 0,4% mit einem Standardfehler von o(8) = + 0,104%, und
durch 4G8 von 1,18% mit einem Standardfehler von o(B) = + 0,17%.

Bei den ménnlichen Mausen der 5xFAD-B6/SJL-Linie wird durch ABN ein mittlerer
Flachenanteil von 0,65% mit einem Standardfehler von o(8) = + 0,121% angefarbt. Der
Mittelwert der 4G8-Farbung betragt bei letzteren Tieren 1,66% mit einem
Standardfehler von o(B8) = + 0,403% (s. Tabelle 15 u. 16).

3.2.1.3 Vergleich der Plaqueloaddaten

Die in Kapitel 3.2.1.1 und 3.2.1.2 aufgefihrten Daten werden im Folgenden graphisch
dargestellt und miteinander verglichen.
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. . _ Abb. 15: Vergleich des Flachenanteils des
Abb. 14: Vergleich des Flachenanteils des ABN- 4G8-Antikorpers an der Gesamtflache des
Antikdrpers an der Gesamtflache des CA1- CAl-Hippocampus von weiblichen und

Hippocampus von weiblichen und mannlichen s qichen  Mausen mit  5xFAD-B6-

Mausen it "5xFAD-B6_-Hintergrund und Hintergrund und mannlichen Mausen mit
mannlichen  M&ausen mit 5xFAD-B6/SJL- 5XFAD-B6/SJL-Hintergrund ~ (je  sechs

Hintergrund (je sechs Monate alt) * = p < 0,05. Monate alt). * = p < 0,05.

Der Vergleich der Flachenanteile der Antikbrper an der Gesamtflache der Hirnregionen
zeigt, dass bei den weiblichen 5xFAD-B6-M&ausen sowohl bei ABN- als auch bei 4G8-
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Farbung ein grolRerer Flachenanteil von den Antikdrpern angeféarbt wird als bei den
mannlichen Mausen derselben Linie (72% fur ABN und 75% fur 4G8)

ABN farbt im Durchschnitt 72% mehr Flache des CAl-Hippocampus bei weiblichen
Mausen als bei ménnlichen Mausen der 5xFAD-B6-Linie an, bei 4G8-Farbung sind es
75%. In beiden Féllen ist der Unterschied signifikant mit P-Werten von 0,034 fur ABN
und 0,049 fiir 4G8 bei einem Signifikanzniveau von p<0,05 (s. Abbildung 14 u. 15).

Der CAl-Hippocampus der mannlichen Mause der 5xFAD-B6/SJL-Linie wird zu 20%
starker durch ABN und zu 90% starker durch 4G8 angefarbt als die
gleichgeschlechtlichen Aquivalente der 5xFAD-B6-Linie. Es ergibt sich jedoch keine
Signifikanz bei P-Werten von 0,618 fur ABN und 0,143 fur 4G8.

Im Durchschnitt der Geschlechter und Genotypen farbt 4G8 141% mehr Flache des
CA1-Hippocampus an als ABN.
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Abb. 16: Vergleich des Flachenanteils des ABN- Abb. 17: Vergleich des Flachenanteils des
Antikérpers an der Gesamtflache des Thalamus 4G8-Antikérpers an der Gesamtflache des
von weiblichen und mannlichen Mausen mit Thalamus von weiblichen und mannlichen
5XFAD-B6-Hintergrund und méannlichen Mausen Mausen mit SxFAD-B6-Hintergrund und

mit 5XFAD-B6/SJL-Hintergrund (je sechs Monate Mannlichen Mausen mit S5xFAD-B6/SJL-
alt) * = p < 0,05. Hintergrund (je sechs Monate alt).

Ahnlich wie im CA1-Hippocampus wird der Thalamus der weiblichen 5xFAD-B6-Mause
durch ABN um 138% signifikant starker angefarbt (p=0,01 bei p<0,05) als der der
mannlichen Mause desselben Genotyps (s. Abbildung 16). Der mittlere Flachenanteil
von 4G8 ist bei den Weibchen zwar ebenfalls um 85% hoher als bei den Mannchen,
jedoch unterschreitet der hierbei vorliegende P-Wert von 0,07 knapp die
Signifikanzgrenze von p<0,05 nicht (s. Abbildung 17).
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Die ménnlichen Mause des 5xFAD-B6/SJL-Genotyps zeigen bei beiden Antikdrpern
eine erhohte Farbetendenz im Vergleich zu den mannlichen Mausen des 5xFAD-B6-
Genotyps. ABN farbt 63%, 4G8 41% mehr Thalamusflache bei den 5xFAD-B6/SJL-
Mausen als bei denen des 5xFAD-B6-Genotyps an. Es ergibt sich jedoch keine
Signifikanz bei P-Werten von 0,170 fur ABN und 0,355 fir 4G8. Im Durchschnitt der
Geschlechter und Genotypen wird der Thalamus durch 4G8 zu 160% mehr angefarbt
als durch ABN.
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3.2.2 Qualitative Auswertung des Plaqueloads

Anhand der fir die Bestimmung des Plaqueloads gewonnenen Bilder lassen sich
Verteilungsmuster des B-Amyloids (dargestellt durch die Antikdrper AB[N] und 4G8)
und des Vorlauferproteins APP (APP-Antikorper) in den zwei Linien B6 und B6/SJL des
5XFAD-Mausmodells bestimmen.

CAl-Hippocampus:
APP 4G8 ABN

Abb. 18: Qualitative Darstellung der im CAl-Hippocampus gefundenen APP- und AB-
Belastung (durch APP-, 4G8- und ABN-Antikdrper) bei weiblichen B6-Mausen (A, B, C),
mannlichen B6-Méausen (D, E, F) und méannlichen B6/SJL-Méausen (G, H, I) des 5xFAD-
Mausmodells. Gro3e Pfeile markieren extrazellulare Plaques, kleine Pfeile intrazellulares
AB. APP- und APBN-Aufnahmen in 10x-VergroRBerung, 4G8-Aufnahmen in 20x-
VergrofRerung.
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Thalamus:

APP 4G8 ABN

Abb. 19: Qualitative Darstellung der im Thalamus gefundenen APP- und AB-Belastung
(durch APP-, 4G8- und AGN-Antikorper) bei weiblichen B6-Méausen (A, B, C), mannlichen
B6-Mausen (D, E, F) und méannlichen B6/SJL-Mausen (G, H, I) des 5xFAD-Mausmodells.
Pfeile markieren extrazellulare Plaques, Sterne markieren extrazellulare APP-
Ansammlungen in der Nahe von Plaques. APP-Aufnahmen in 20x-Vergrof3erung, 4G8- und
ABN- Aufnahmen in 10x-Vergrof3erung.

So befindet sich reichlich APP in der Plasmamembran und der Peripherie des
Nervenzellsomas sowie in Plaqueperipherie des CAl-Hippocampus (s. Abbildungen
18A, 18D, 18G).

Eine deutlich geringere APP-Anfarbung zeigt sich hingegen in den Plasmamembranen
der Thalamusneuronen. Hier erscheint jedoch eine APP-Akkumulation in Plaguenéhe,
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die das APP aus dystrophen Neuronenresten repréasentiert (s. Abbildungen 19A, 19D,
19G).

Geringe intrazellulare AB-Ablagerungen konnen lediglich durch 4G8-Anfarbung im
CAl-Hippocampus dargestellt werden, hier zumeist punktuell im Bereich des
Axonhtigels (s. Abbildungen 18B, 18E, 18H).

Im Thalamus ist weder durch ABN- noch durch 4G8-Farbung intrazellulares AR
nachweisbar. Durch letztere Antikdrper werden die Plaques in CAl-Hippocampus und
Thalamus deutlich zielscheibenartig angefarbt mit zentraler Aufhellung (dystrophe
Neuronenreste), starker Farbung ringférmig um das Zentrum im Bereich der stérksten
AB42-Akkumulation und deutlich abblassender Peripherie (Oakley et al. 2006, Selkoe
2001).
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4. Diskussion

Die Alzheimer-Demenz ist eine progrediente, degenerative Erkrankung kortikaler und
subkortikaler Hirnstrukturen, die den Verlust fir den Menschen &uf3erst wichtiger
kognitiver Fahigkeiten bis hin zur vollstandigen Pflegebedurftigkeit zur Folge haben
kann.

Wie zuvor dargestellt, sind eine Vielzahl von Risikofaktoren, die die Entwicklung der
Alzheimer-Erkrankung fordern, gefunden und in Zusammenhang gebracht worden.
Hierunter hat die epidemiologische Beobachtung, dass Frauen ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko haben, erhebliche Forschungsangstrengungen nach sich gezogen.

Auch in dieser Arbeit, die die Pathohistologie zwischen den Geschlechtern in Bezug
auf die B-Amyloidakkumulation in einem Mausmodell der familiaren Alzheimer-
Erkrankung mit raschem histopathologischem Progress betrachtet hat, konnte ein
Geschlechtsunterschied feststellen werden.

4.1 Erhohter Plaqueload bei weiblichen M&ausen

Durch das 5xFAD-Mausmodell wird anhand dieser Arbeit gezeigt, dass in Hirnarealen
mit kognitiven und regulatorischen Funktionen der fur die familiare Alzheimer-
Erkrankung (FAD) typische rapide histopathologische Progress bei weiblichen
Individuen starker ausgeprégt ist als bei mannlichen. Im Alter von sechs Monaten
zeigen die weiblichen Mause signifikant mehr Plaquebelastung im CAl-Hippocampus
und im Thalamus als die méannlichen Mause.

Dies bestatigt die von Oakley et al. nachgewiesene Suszeptibilitdt der weiblichen
5xFAD-Méause, die mit zunehmendem Alter stetig steigend eine héhere zerebrale AB-
Konzentration als die ménnlichen Linienverwandten aufweisen.

Bestétigt wird diese Erkenntnis in Bezug auf das 5xFAD-Mausmodell durch eine
Studie, die den Plaqueload im CAl-Hippocampus dieser Tiere unter Stress-
bedingungen untersucht (Devi et al. 2010): Hier findet sich ebenfalls eine hdhere
Konzentration von l6slichem AB42 und eine beschleunigte Plagueformation bei
weiblichen Tieren nach mehrtagiger Stressexposition.

In weiteren Arbeiten mit anderen AD-Mausmodellen konnte die Erkenntnis tber einen

verstarkten Plaqueload bei weiblichen Mausen ebenfalls erhoben werden: Zunachst in
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einem Mausmodell mit lediglich einer Mutation, der Swedish-Mutation des APP, bei
dem erst nach 15 Monaten eine signifikante Mehrbelastung mit AR der weiblichen
Mause nachzuweisen ist (Callahan et al. 2001). Es folgte die Betrachtung des
APP/PS1-Modells, das zwei der finf Mutationen des 5xFAD-Modells enthélt und
bereits nach 12 Monaten einen Unterschied zwischen den Geschlechtern feststellte
(Wang et al. 2003). Hierauf wurde ein solcher Geschlechtsunterschied im 3xTg-
Mausmodell nachgewiesen, das je eine APP-, PS1- und Tau-Mutation tragt (Hirata-
Fukae et al. 2008). Zudem konnten im Letztgenannten, einhergehend mit der starkeren
AB-Belastung, starkere kognitive Defizite bei den weiblichen Mausen festgestellt
werden (Carroll et al. 2010).

Inwieweit die bereits nach sechs Monaten stéarker ausgepréagte Histopathologie bei
weiblichen Tieren des 5xFAD-Mausmodells mit einer starkeren demenziellen
Symptomatik im Vergleich zu den mannlichen Tieren einhergeht, wére durch kognitive
Testungen zu untersuchen.

In Ubereinstimmung mit den aus dem 5xFAD- und anderen Mausmodellen erhobenen
Befunden kann auch beim Menschen eine bei weiblichen Individuen verstarkte AB-
Pathologie definiert werden (Barnes et al. 2005).

Durch den Vergleich der Plaguebelastung der zwei Maushintergriinde (B6 vs. B6/SJL)
in der vorliegenden Arbeit kann eine Tendenz zu einer Mehrbelastung des SJL-
Hintergrundes festgestellt werden. Da die Unterschiede jedoch nicht signifikant sind,
kann ein Effekt des Hintergrundes auf die Plagueentstehung nicht bestatigt werden.
Zur weiteren Differenzierung mussten auch weibliche Tiere der zwei Hintergrinde

verglichen und Mause eines hoheren Alters untersucht werden.

4.2 Kein Unterschied in den Neuronenzahlen

Die zweite wichtige Erkenntnis der vorliegenden Arbeit ist, dass es keine signifikanten
Unterschiede in den Neuronenzahlen weder zwischen den Geschlechtern noch
zwischen den unterschiedlichen Maushintergriinden gibt.

Hier ist es aufgrund des jungen Alters der Tiere wahrscheinlich, dass zum
Praparationszeitpunkt noch keine neurodegenerativen Prozesse eingetreten sind. Dies
stimmt mit der Theorie Uberein, dass die Neurodegeneration erst im Verlauf nach
intrazellularer AB-Akkumulation, Plaquebildung und synaptischer Degeneration eintritt
(Hardy und Allsop 1991). Auch in der vorliegenden Arbeit konnten unabhangig vom

Geschlecht und Hintergrund nur geringe bis keine AB-Mengen in den untersuchten
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Hirnabschnitten nachgewiesen werden, so dass hierin der Grund fir das Fehlen eines
Unterschiedes in der Neuronenzahl gesehen werden kann. Dies stimmt Uberein mit
den Ergebnissen von Christensen et al., die trotz ausgepragter extrazellularer
Plaguebildung keinen Neuronenverlust im Thalamus nachweisen konnten (Christensen
et al. 2008). In anderen Mausmodellen zeigt sich jedoch, dass es erst zu einem
massiven Neuronenverlust kommt, sobald AR intrazellular akkumuliert - hier bereits ab

einem Alter von sechs Monaten (Breyhan et al. 2009, Casas et al. 2004).

Oakley und Kollegen wiesen einen signifikanten Neuronenverlust im 5xFAD-
Mausmodell im Vergleich zum Wildtyp erst im Alter von 9 Monaten nach (Oakley et al.
2006). Jedoch konnte die Gruppe um Jawhar explizit im CAl-Hippocampus keinen
Unterschied in der Neuronendichte zwischen Wildtyp und 5xFAD bis zum Alter von 12
Monaten feststellen (Jawhar et al. 2012).

Vermuten l&sst sich, dass ein verstarkter Neuronenverlust also zunéchst in anderen
Gehirnarealen stattfindet. In letztgenannter Arbeit konnte ebenfalls festgestellt werden,
dass es bei den 5xFAD-Méausen ab 6 Monaten Lebensalter zu einer signifikanten
Reduktion des rdumlichen Arbeitsged&chtnisses kommt, das mit steigendem Alter
zunimmt. Diese Beobachtung unterstitzt die Theorie, dass die friihe Demenz-
symptomatik durch synaptische Dysfunktionen und nicht durch einen manifesten
Neuronenverlust eingelautet wird.

Als Grund fur den fehlenden Unterschied in der Neuronenzahl zwischen den
Geschlechtern ist jedoch ein Zusammenhang mit der stereologischen Zahimethode
nicht sicher auszuschlieRen: So kdnnte in der Néhe einer Plaque, die durch ihre GréRe
verdrdngend auf umliegendes Nervengewebe wirkt, die Neuronendichte artifiziell
erhoht sein und im Z&hlprozess zu falsch hohen Z&hlungen fuhren. Aufgrund der
hoheren Plaguebelastung bei weiblichen Tieren kénnte es so zu vermehrt falsch hohen
Zahlungen kommen. Es benttigt andere Zahimethoden, um dies zu Gberprifen.
Zusammenfassend lasst sich anhand der vorliegenden Arbeit die Hypothese der
modifizierten B-Amyloid-Kaskade (Wirths et al. 2004) - dass nicht die extrazellulare
Plaguebelastung sondern vielmehr die intrazellulare AB-Akkumulation zu einem

Neuronenverlust fuhrt - bestéatigen.

4.3 Hirnvolumen in Abh&ngigkeit des genetischen Hintergrundes

Es konnte ein Unterschied im Hirnvolumen des CAl1-Hippocampus unter den

mannlichen Tieren zu Ungunsten der B6/SJL-Linie in der vorliegenden Arbeit
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festgestellt werden. Die (nicht signifikante) Beobachtung der geringeren
Neuronenzahlen der B6/SJL-Tiere in dieser Arbeit konnte im Einklang damit stehen. Im
Frontalkortex konnten die gleichen Ergebnisse beziglich des Volumenverhaltnisses zu
Ungunsten der B6/SJL-Linie gemacht werden und mit einer signifikant verringerten
Neuronenzahl korreliert werden (Kratz 2009).

Auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. der amyotrophen
Lateralsklerose, konnen Unterschiede zwischen den Maushintergriinden festgestellt
werden: Mancuso und Kollegen fanden einen schnelleren Progress der Neuro-
pathologie und eine verkiirzte Lebenszeit der B6/SJL- gegenlber derjenigen der B6-
Mause (Mancuso et al. 2012).

Ebenfalls wurde bei der TG2576-Mauslinie, die die Swedish-Mutation beinhaltet und
Grundlage fur das 5xFAD-Modell ist, ein Einfluss des Hintergrundes auf die kognitive
Leistung der Mause gefunden (Lassalle et al. 2008), woriber in der vorliegenden Arbeit
jedoch keine Aussage getroffen werden kann.

Zu beachten ist, dass dem SJL-Mausstamm per se ein geringes Hirngewicht zu eigen
ist und dies ebenfalls eine Ursache flr das nachgewiesene geringere hippocampale
CAl-Volumen, wunabhangig von der Alzheimer-Histopathologie, sein konnte
(http://www.informatics.jax.org/external/festing/mouse/docs/SJL.shtml 05.11.2013).

Der Hintergrund der Mauslinien scheint folglich ein wichtiger Faktor bei der Entwicklung
der Neurodegeneration im Mausmodell zu sein und die Ergebnisse auch dieser Arbeit
zu beeinflussen. Im Einklang hierzu steht die in der vorliegenden Arbeit festgehaltene
Beobachtung der Tendenz einer hoheren Plaquebelastung des B6/SJL- im Vergleich

zu dem des B6-Hintergrundes.

4.4 Ausblick

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit Erkenntnisse Uber die verstarkte
Histopathologie bei weiblichen Individuen gesammelt werden, die mit den in der
bisherigen Alzheimer-Forschung gewonnenen Ubereinstimmen: Sowohl in Tier-
modellen als auch beim Menschen lasst sich eine starkere alzheimertypische
Histopathologie in weiblichen Individuen nachweisen.

Das 5xFAD-Mausmodell eignet sich gut zur imitierenden Darstellung zunachst der AD-
typischen Histopathologie aufgrund des rapiden Progresses, der dem Modell zu eigen
ist. Jedoch ist eine Aussage Uber eine Korrelation zu der klinischen Manifestation der
Erkrankung einerseits als auch zu deren Substrat, i.e. ein Neuronenverlust oder eine

synaptische Dysfunktion, andererseits in der vorliegenden Arbeit nicht mdglich.
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Insbesondere der rapide Progress im Mausmodell unterscheidet sich deutlich von der
naturlichen Krankheitsentstehung im Menschen, bei der Uber Jahre hinweg eine
Auseinandersetzung des Organismus mit den Substraten der Erkrankung besteht.
Zudem forciert das 5xFAD-Modell lediglich die B-Amyloidpathologie, wohingegen die
Tau-Pathologie als zweiter bedeutender Mitspieler in der Krankheitsentstehung nicht
beleuchtet werden kann.

Um die hier gewonnenen Erkenntnisse zu validieren und einen weiteren Nachweis der
Geschlechtsabhangigkeit der AD-Entstehung zu erbringen, missen weitere Studien
am 5xFAD-Mausmodell mit grof3eren Populationen und hoherem Alter sowohl mit dem
Fokus auf die geschlechtsspezifischen Unterschiede als auch auf die klinische
Auspragung der Histopathologie z.B. im Rahmen von Verhaltensstudien durchgefiihrt
werden. Zudem werden aufgrund der limitierten Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf
den Menschen klinisch kontrollierte Studien notwendig sein, die in vergleichbarer
Weise die Histopathologie untersuchen, um diese mit Risikofaktoren, insbesondere
dem Geschlecht, zu attributieren. Jedoch ist die Durchfuhrbarkeit aufgrund von
logistischen, finanziellen und vor allem ethischen Grinden erschwert. Doch besteht
hierzu hochste Notwendigkeit, um die Suche nach Praventions- und Heilungs-
maoglichkeiten voranzutreiben und so die individuellen und gesellschaftlichen Folgen

der AD fir diese und die kommenden Generationen zu mildern.
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5. Zusammenfassung

Die Alzheimer-Demenz ist eine progrediente, degenerative Erkrankung kortikaler und
subkortikaler Hirnstrukturen, die den Verlust fir den Menschen &uf3erst wichtiger
kognitiver Fahigkeiten bis hin zur vollstandigen Pflegebedurftigkeit zur Folge haben
kann. Es ist die haufigste der verschiedenen Demenzformen und zeigt eine steigende
Pravalenz in den industrialisierten LaAndern, woraus sich eine gravierende Belastung fur
Gesellschaft und Okonomie ergeben wird. Nicht zuletzt wird es erhebliche
Anstrengungen kosten, eine patientengerechte Versorgung aufrechtzuerhalten.

Durch immense Forschungsanstrengungen konnten multiple Risikofaktoren zur
Entwicklung der AD identifiziert werden. Die Beobachtung, dass Frauen haufiger von
der Erkrankung betroffen sind, zog Studien nach sich, die ihr Augenmerk auf einen
maglichen Geschlechtseinfluss auf die typische histopathologische Auspragung der AD
mit B-Amyloidablagerung in Form von Plaques und I6slichem AR, neurofibrillaren
Tangles und Neuronenverlust legten.

Die vorliegende Arbeit nahm sich zum Ziel, anhand eines Mausmodels der Alzheimer-
Erkrankung (5xFAD), das genetisch so modifiziert wurde, dass die patho-
physiologischen Prozesse der AD beschleunigt und verstarkt ablaufen, einen Einfluss
von Geschlecht und genetischem Hintergrund (B6 vs. B6/SJL) auf die Auspragung der
Erkrankung auf histopathologischer Ebene nachzuweisen und diesen Nachweis
anhand zweier fur Kognition und Regulation wichtiger Hirnregionen, CA1-Hippocampus
und Thalamus, zu fihren. Es konnte ein Geschlechtseffekt auf die f-Amyloidbelastung
mittels Plagueloadbestimmung zu Ungunsten der weiblichen Tiere in beiden Regionen
festgestellt werden. Ein Unterschied in der stereologisch erhobenen Neuronenzahl der
untersuchten Regionen ergab sich weder zwischen den Geschlechtern noch zwischen
den genetischen Hintergriinden. Jedoch konnte ein verringertes CAl1-Volumen der
mannlichen B6/SJL-M&use im Vergleich zu den maéannlichen B6-Méausen gefunden
werden. Die Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass das weibliche Geschlecht
einen verstarkenden Effekt auf die Histopathologie der AD hat und zeichnen das
5xXFAD-Modell als suffizientes Werkzeug fur die Alzheimer-Forschung aus. Weitere
Untersuchungen an diesem Modell kdnnen helfen, die Erkenntnisse Uber die
Risikofaktoren zu erweitern und Méoglichkeiten zur Prévention und Therapie der

Erkrankung zu schaffen.
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Farbeprotokoll fir Paraffinschnitte

Anhang

1.Tag

1.Deparaffinieren

2 x5 Min. Xylol

10 Min. 100% Ethanol
5 Min. 95% Ethanol

1 Min. 70% Ethanol

1 Min. H20 destilliert

2.Peroxidase-Block

30 Min. 200 ml PBS + 2 ml H202

3.Waschen

1 Min. In H20 destilliert

4. Mikrowellenbehandlung

10 Min. In 0,01M Citrat Puffer pH.
6.0 bei 800 Watt

5.Abkihlen 15 Min. Raumtemperatur
6.Waschen 1 Min: in H20 destilliert
7.Waschen 1 Min. in PBS

9. Saurebehandlung

3 Min. in 88% Ameisensaure + 2 X
1 Min. PBS

10.unspezifischer Block

1 Stunde PBS + 10% Fetal Calf
Serum (FCS) + 4% Milchpulver

11.Antikdrperinkubation Ohne weiteres Waschen Zugabe
des 1.Antikorpers (4G8, APP,
AB[N]) in PBS + 10% FCS uber
Nacht

2. Tag

12.Waschen 15 Min. in PBS + 0,1% Triton X-100

13.Waschen 1 Min. in PBS

14.Antikorperinkubation 2.Antikorper (Anti-Rabbit oder Anti-
Mouse, 1:200 mit Biotin) in PBS +
10% FCS fur 1 Stunde bei 37°C

15.Waschen 10 Min. in PBS

16.Inkubation mit ABC

PBS + 10% FCS + 1:100 Lésung A
und 1:100 L6sung B des Vectastain
Kit (Vector Laboratories,
Burlingame,USA) fir 90 Min. bei
37°C (ABC-Komplex muss
mindestens 30 Min. vorher angesetzt
werden, Lagerung bei 4°C)
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17.Waschen

3 x5 Min. in PBS

18.Féarbung mit Substrat

5 ml 0,05M Tris-HCL pH7,5 +
100 pl DAB (3,3-
Diaminobenzidin) Stockldsung +
2,5 pl H202

19. Waschen

10 Min. PBS

20. Gegenfarbung

40 Sekunden mit Hamatoxylin

21.Aufsteigende Alkoholreihe

1 Min. 70% Ethanol 5 Min. 95%
Ethanol 10 Min. 100% Ethanol 2
x 10 Min. Xylol
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