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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Demenz

Als ,,Demenz* wird eine chronische Hirnerkrankung bezeichnet, die in ihrem Verlauf Ein-
fluss auf die Kognition nimmt und zu einer progredienten geistigen Degeneration fiihrt und
durch verschiedene Demenzformen bedingt sein kann (Maclin et al. 2019). Von der geldufi-
gen Alzheimer-Demenz (AD), welche mit einem prozentualen Anteil von tber 70% die hau-
figste klinische Form darstellt, werden unter anderem eine vaskulire Demenz, eine fronto-

temporale Demenz sowie eine Lewy-Korper-Demenz unterschieden (Barker et al. 2002).

Das Erkrankungsbild der AD wurde in den Grundziigen bereits im Jahre 1907 durch den
deutschen Psychiater und Neuropathologen Alois Alzheimer beschrieben (Alzheimer 1907).
Er schilderte in seinen Ausfithrungen die Symptome einer 51-jahrigen Patientin, Auguste
Deter, welche in ihrem Krankheitsverlauf rapide Gedichtniseinschrinkungen, Desorientiert-
heit, auditive Halluzinationen sowie eine ausgepragte Hilflosigkeit entwickelte (Alzheimer et
al. 1995). Alois Alzheimer ging bereits damals auf die wesentlichen makro- und mikroskopi-
schen Charakteristika der Erkrankung, wie eine ausgeprigte Gehirnatrophie, beta-Amyloid
(AB)-Ablagerungen und Neurofibrillenbindel (neurofibrillary tangles, NFT), ein (Alzheimer et
al. 1995). Auch tber 100 Jahre spater bildet diese Erkrankung weiterhin einen Gegenstand
aktueller Forschungsbestreben um detailliertere Einblicke in die Pathogenese zu erlangen

und so bislang fehlende suffiziente Therapiekonzepte zu entwickeln.

1.2 Epidemiologie

Weltweit leben nach Angaben des World Alzheimer Reports 2019 etwas tber 50 Millionen
Menschen mit einer Demenzerkrankung. Diese Zahl wird schitzungsweise bis zum Jahr
2050 auf rund 152 Millionen Erkrankte ansteigen (ADI 2019). Bezogen auf Deutschland sind
gegenwirtig etwa 1,7 Millionen Menschen von einer Demenz betroffen (DAlzG 2018). Die
jahrliche Inzidenz liegt hier bei etwas mehr als 300.000 Neuerkrankungen. Etwa zwei Drittel
der im hoéheren Lebensalter auftretenden Demenzen entfallen dabei mutmaBlich aufgrund
der etwas hoheren Lebenserwartung auf das weibliche Geschlecht (DAlzG 2018).

Diese Zahlen verdeutlichen somit nicht nur die gegenwirtigen Auswirkungen auf unser Ge-
sundheitssystem, sondern stellen auch weiterhin eine grofle Herausforderung fir unsere im
demographischen Wandel befindliche Gesellschaft dar.
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1.3 Risikofaktoren

Neben genetisch bedingten Risikofaktoren, auf die spater noch dezidiert eingegangen werden
soll (siche Absatz 1.8), gibt es zahlreiche Faktoren und Pridispositionen, denen ein Einfluss
auf die Entstehung der AD zugesprochen wird. Auch wenn die detaillierte Atiologie dieser
Erkrankung noch unklar ist, lisst sich aktuell eine Kombination bzw. Wechselwirkung zwi-
schen genetischen und Umweltfaktoren annehmen (Mayeux und Stern 2012). Neben der
genetischen Komponente, welcher rund 70% des Risikos fir eine AD attribuiert werden
kann (Silva et al. 2019), stellt das Lebensalter einen der wichtigsten nicht beeinflussbaren
Risikofaktoren fir AD dar (Herrup 2010). Mit zunehmendem Alter nimmt auch die Pri-
valenz der AD zu: So kann bei Individuen von 75 bis 84 Jahren von einem prozentualen
Anteil von ungefahr 19% ausgegangen werden, wohingegen in der Altersgruppe der iiber 85-
Jahrigen schon mit Privalenzen von 30 — 35%, ggf. sogar von bis zu 50% gerechnet werden
muss (Armstrong 2019). Dartiber hinaus stehen auch zerebrovaskulire Erkrankungen mit
den daraus resultierenden zerebralen Verinderungen, wie himorrhagische Infarkte, ischami-
sche Infarkte oder Vaskulopathien, im Verdacht das Risiko fur eine Demenz zu erhéhen
(Silva et al. 2019). Im Rahmen einer longitudinalen Studie konnte durch Skoog et al. (1990)
die Verbindung zwischen hypertonen Blutdruckwerten und einer im spiteren Lebensalter
entwickelten Demenz nachgewiesen werden. Aber auch eine ausgeprigte Dyslipidamie soll
tiber erhohte Cholesterolwerte und den daraus resultierenden Effekten Einfluss auf die In-
tegritit der Blut-Hirn-Schranke (BHS) haben und so das Alzheimerrisko ethohen (Bowman
et al. 2012; Silva et al. 2019). In einer durch Gudala et al. (2013) durchgefithrten Metaanalyse
konnte fiir Patienten mit Diabetes mellitus ein bis zu 56% erhohtes Risiko fiir die Entwick-
lung einer AD festgestellt werden. Ebenfalls scheinen Schidel-Hirn-Traumata tiber eine In-
duktion von Tau-Hyperphosphorylierung sowie anschlieBender Aggregation einen Risiko-
faktor fur die AD darzustellen (Edwards et al. 2020). Unter anderem werden auch Tabak-
konsum (Doll et al. 2000) sowie extremes Unter- (Buchman et al. 2005) oder Ubergewicht
(Profenno et al. 2010) als beeinflussende Risikofaktoren diskutiert.

1.4 Protektive Mal3nahmen

Allerdings sind in der Literatur auch einige protektive Faktoren und Verhaltensweisen be-
schrieben, welche das Risiko an einer AD zu erkranken senken kénnen. So konnten in wis-
senschaftlichen Analysen die positive Assoziation eines héheren Bildungsstandes, der Aus-
tbung einer komplexen beruflichen Titigkeit sowie einer mental und sozial integrierten Le-
bensfihrung im hoheren Lebensalter erhoben werden, welche nachweislich das Auftreten
einer Demenz verzégern konnten (Fratiglioni und Wang 2007). Scarmeas et al. (2006) konn-
ten im Rahmen einer gréBeren Studie aufzeigen, dass die Einhaltung einer mediterranen Didt
mit einer Reduktion des AD-Risikos in Verbindung steht. Ebenso belegen an Tieren sowie
Menschen durchgefithrte Untersuchungen einen Vorteil von fortwiahrender physischer Ak-

tivitit fiir die Bewahrung einer héheren kognitiven Performance im Alter (Kirk-Sanchez und
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McGough 2014). Allerdings sollte angemerkt werden, dass etwaige protektive Lebensstilver-
inderungen tber die gesamte Lebensspanne aufrechterhalten werden sollten, um das indivi-

duelle Erkrankungsrisiko wirklich signifikant zu senken (Armstrong 2019).

1.5 Klinische Merkmale

1.5.1 Symptomatik und Krankheitsverlauf

Die AD ist eine chronische neurodegenerative Erkrankung, die im Verlauf unter anderem
durch progrediente kognitive Einschrinkungen Einfluss auf die Aktivititen des alltiglichen
Lebens nehmen kann (Lane et al. 2018). Der zeitliche Verlauf der Erkrankung lasst sich in
drei aufeinander folgende Phasen unterteilen (Albert et al. 2011; McKhann et al. 2011;
Sperling et al. 2011). Die Linge der einzelnen Phasen sowie die Verweildauer des Individu-
ums in der jeweiligen Phase kann jedoch von diversen Faktoren, wie beispielsweise Alter,
Genetik oder Geschlecht, beeinflusst werden (Alzheimer’s Association 2020; Vermunt et al.
2019).

Im priklinischen Stadium konnen sich bereits erste bildmorphologische Befunde sowie eine
Positivitit bestimmter Biomarker zeigen, welche jedoch noch kompensiert werden kénnen,
sodass betroffene Patienten keinerlei Symptome oder sonstige Einschrinkungen aufweisen
(Alzheimer’s Association 2020). Dieser Nachweis Alzheimer-typischer Verinderungen be-
dingt jedoch nicht zwangslaufig den Progress in die nachfolgenden Erkrankungsstadien oder
tberhaupt das Vorliegen einer neurodegenerativen Erkrankung, denn diese Verinderungen
konnen teilweise auch im Rahmen des normalen Alterungsprozesses auftreten (Bennett et al.
2000).

Das sich anschlieBende Stadium der leichten kognitiven Beeintrachtigung (wzld cognitive im-
pairment, MCI) zeichnet sich durch den Nachweis von positiven Biomarkern mit simultanem
Vorliegen kognitiver Einschrinkungen aus, welche den Patienten jedoch noch nicht in der
alltdglichen Lebensfithrung beeintrichtigen (Alzheimer’s Association 2020). In einer aktuel-
len Analyse konnten Petersen et al. (2018) bestatigen, dass fast 15% der iiber 65-jahrigen

Patienten mit MCI innerhalb eines zweijihrigen Fo/low-ups eine manifeste AD entwickelten.

Das finale Stadium der manifesten AD, welches durch Alzheimer-assoziierte Gehirnverin-
derungen mit Vorliegen von Gedichtnis- und Verhaltensauffilligkeiten, die das Individuum
in der tdglichen Lebensfithrung beeintrichtigen, wird wiederum gegenwirtig durch die Alz-
heimer’s Association in eine milde, moderate und schwer ausgeprigte Form unterteilt. Bei
mildem Ausprigungsgrad besitzen die meisten Patienten in vielen Bereichen ihres Lebens
nach wie vor eine gewisse Eigenstindigkeit und ben6tigen nur fiir wenige Titigkeiten fremde
Unterstitzung (Alzheimer’s Association 2020). Bei der moderaten AD zeigen die Patienten

hingegen ein eingeschrinktes Kommunikationsverhalten, Schwierigkeiten bei Routinetatig-
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keiten des tdglichen Lebens, wie beispielsweise beim Baden oder Anziehen, sowie erste Per-
sonlichkeits- und Verhaltensinderungen (Alzheimer’s Association 2020). Die schwere Form
der AD ist durch ausgeprigte Einschrinkungen im Alltag charakterisiert, welche eine Rund-
um-die-Uhr-Betreuung erfordern, zumal die Patienten durch Beeintrichtigungen in den fir
die Korperbewegung verantwortlichen Hirnregionen an das Krankenbett gebunden sein
konnen (Alzheimer’s Association 2020). Auch stellt ein womoglich funktionell beeintrich-
tigter Schluckakt mit konsekutiver Entwicklung einer (Aspirations-)Pneumonie neben ischi-
mischen Herzerkrankungen eine der hiufigsten Todesursachen der Patienten dar
(Brunnstrom und Englund 2009).

1.5.2 Diagnostische Moglichkeiten

Die definitive Diagnose einer Demenzerkrankung vom Alzheimer-Typ lésst sich auch ge-
genwirtig nur post mortems durch eine neuropathologische Untersuchung verifizieren, bei der
als wesentliche Kriterien der erfolgte Nachweis von Amyloidplaques, NFT sowie neuriti-

schen Plaques im Hirngewebe gelten (Hyman et al. 2012).

Nach einer von der Deutschen Gesellschaft fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Psychoso-
matik und Nervenheilkunde (DGPPN) sowie der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie
(DGN) im Januar 2016 herausgegebenen S3-Leitlinie ,,Demenzen® gilt die Demenz allge-
mein als ein klinisches Syndrom, welches durch die Infernational Classification of Diseases-10
(ICD-10) definiert wird und damit eine klinisch beschreibende Diagnose darstellt. Primir
sollte im diagnostischen Prozess bei Hinweisen auf kognitive Leistungsbeeintrichtigungen,
auftretenden Personlichkeitsverdnderungen oder Problemen der Alltagsbewaltigung, welche
insgesamt den Verdacht einer Demenzerkrankung nahelegen kénnten, eine ausfiihrliche Ei-
gen-, Fremd-, Familien- und Sozialanamnese erfolgen (Leitlinie Demenzen 2016). Ebenfalls
sollte der Medikamentenanamnese eine bedeutende Rolle zukommen, da kognitive Ein-
schrinkungen auch durch bestimmte Medikamentengruppen induziert werden konnen
(Carriere et al. 2009). Dem Diagnosealgorithmus folgend sollte die Anamnese durch eine
korperliche sowie psychopathologische Untersuchung erginzt werden um wesentliche Dif-
ferenzialdiagnosen zur Demenz, wie etwa eine Depression, ein Delir oder etwa eine Abhin-
gigkeitserkrankung, auszuschlieBen (Leitlinie Demenzen 2016). Durch kognitive Kurztests
wie etwa dem Mini-Mental-Status-Test (MMST) oder der Montreal Cognitive Assessment-Test
(MoCA) kann zusitzlich eine schnelle, orientierende Einschitzung der kognitiven Verfas-
sung des Patienten erfolgen (Folstein et al. 1975; Nasreddine et al. 2005). Bei entsprechen-
dem klinischem Verdacht sollte auch eine laborchemische Basisuntersuchung des Blutse-
rums und —plasmas erfolgen, um etwaige reversible Ursachen einer dementiellen Symptoma-
tik, wie etwa Elektrolytstorungen, Hypovitaminosen oder Endokrinopathien, aufzudecken
(Leitlinie Demenzen 2016). Weiterfihrende Analysen des Jiguor cerebrospinalis zeigen bei AD-
Patienten typischerweise eine Verminderung der Af,,-Fraktion unter Anstieg der Konzent-

ration des (Phospho-)-Tau-Proteins (Pais et al. 2020). Zur atiologischen Differenzierung so-
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wie zum Ausschluss weiterer potenziell behandelbarer Ursachen einer Demenz, beispiels-
weise ein subdurales Himatom, ein Tumorleiden oder ein Normaldruckhydrozephalus, kann
erginzend eine zerebrale Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie oder Computer-
tomographie (CT) erfolgen (Leitlinie Demenzen 2016). In den bildgebenden Verfahren zeigt
sich bei der AD eine typische progrediente Gehirnatrophie vor allem im Bereich des Hippo-
campus sowie des medialen Temporallappens (Zakzanis et al. 2003). Nach der Leitlinie fiir
Demenzen lisst eine blo3e Betrachtung der zerebralen Bildgebung keine definitive Aussage
beziiglich der Differenzierbarkeit einer AD von anderen neurodegenerativen Demenzer-
krankungen zu und sollte daher stets nur in Zusammenschau mit weiteren Befunden erfol-
gen. Ebenfalls kénnen nuklearmedizinische Verfahren wie eine funktionelle Messung des
zerebralen Glukosemetabolismus mittels einer spezifischen Positronen-Emissionstomogra-
fie (PET) oder die Messung der zerebralen Blutperfusion durch eine Hexamethylpropylena-
minooxim-Einzelphotonen-Emissions-CT bei Unsicherheiten in der Differenzialdiagnostik
der Demenzformen angewandt werden; diese Spezialuntersuchungen bilden jedoch kein
Werkzeug der Routinediagnostik (Leitlinie Demenzen 2016). Dartiber hinaus kann, falls er-
forderlich, die zerebrale Amyloidbelastung mithilfe diverser Tracer durch ein Amyloid-PET

in vivo approximativ dargestellt werden (Clark et al. 2011).

1.5.3 Therapie

Auch gegenwirtig liegen fiir die AD noch keine kurativen Behandlungsmdéglichkeiten vor.
Die von der DPGNN zusammen mit der DGN herausgegebene S3-Leitlinie ,,Demenzen®
beschrinkt sich in ihren Ausfithrungen ebenfalls lediglich auf rein symptomatische Thera-
pieansitze, welche sich auf eine pharmakologische Behandlung sowie psychosoziale Inter-

ventionen stiitzen (Leitlinie Demenzen 2016).

Unter psychosozialen Interventionen werden zum einen kognitive Verfahren verstanden,
welche wesentliche kognitive Funktionen wie Gedichtnis, Aufmerksamkeit und Sprache ak-
tivieren sollen, zum anderen aber auch individuelle ergotherapeutische Mainahmen, die un-
ter Integration der Bezugspersonen zum Erhalt der Alltagsfunktionen beitragen kénnen
(Leitlinie Demenzen 2016). Ebenfalls konnten in der Vergangenheit positive Effekte durch
regelmalige korperliche Aktivitit auf die Fahigkeiten zur Alltagsbewaltigung beschrieben
werden (Rolland et al. 2007).

In Bezug auf die medikament6se Therapie verweist die genannte S3-Leitlinie insbesondere
auf zwei Substanzklassen: Acetylcholinesterase (AChE)-Inhibitoren sowie N-Methyl-D-As-
partat (NMDA)-Antagonisten (Leitlinie Demenzen 2016). Die AChE-Inhibitoren, von de-
nen Donepezil, Galantamin und Rivastigmin zur Behandlung der leichten bis mittelschweren
AD zugelassen sind, wirken tiber eine Konzentrationserh6hung des Acetylcholins im synap-
tischen Spalt indem sie zu einem verlangsamten enzymatischen Abbau durch die Acetylcho-

linesterase fithren (Lane et al. 2018). Die Anwendung der AChE-Hemmer, deren Wirkung
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dosisabhingig ist, wirkte sich in Studien unter anderem positiv auf die Kognition, die Fihig-
keiten zur Verrichtung von Alltagsaktivititen sowie den drztlichen Gesamteindruck des Pa-
tienten aus (Leitlinie Demenzen 2016). Zwischen den einzelnen zugelassenen Wirkstoffen
konnten keine signifikanten Unterschiede beztiglich ihrer Effektivitit nachgewiesen werden
(Birks 2006). Der nichtkompetitive NMDA-Antagonist Memantin ist hingegen zur Behand-
lung der moderaten bis schweren Form der AD zugelassen und zielt auf eine Reduktion der
neurotoxischen Wirkung des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat ab, ohne dessen
physiologische Funktionen wesentlich zu beeintrichtigen (Lane et al. 2018). Unter anderem
konnten in Metaanalysen positive Effekte einer Medikation mit Memantin auf die Symptom-
last bei moderat bis schwer erkrankten AD-Patienten gezeigt werden (Winblad et al. 2007).
Bei leichten AD-Fillen zeigte sich jedoch in einer anderen Metaanalyse keine signifikanten
Vorteile einer Gabe von Memantin gegentiber der eines Placebos (Schneider et al. 2011). Die
Evidenzlage einer additiven Therapie mit Memantin bei moderat bis schwer erkrankten AD-
Patienten, welche bereits eine Behandlung mit einem AChE-Hemmer erhalten, ist schwach
(Schmidt et al. 2015). Weitere Substanzen wie beispielsweise Ginkgo Biloba, Vitamin E oder
auch nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) sind in ihrer Wirksamkeit unzulinglich belegt
und werden daher seitens der S3-Leitlinie ,,Demenzen® aktuell nicht empfohlen (Leitlinie
Demenzen 2016).

1.6 Neuropathologische Merkmale

Betrachtet man die Gehirne von AD-Patienten unter histologischen Gesichtspunkten, so
lassen sich diverse charakteristische histopathologische Merkmale dieser Erkrankung finden.
Es zeigen sich im fortgeschrittenen Krankheitsprozess unter anderem extrazellulire AB-Ab-
lagerungen, intrazellulire NFT aus Tau-Protein, ausgepriagte Nervenzellverluste sowie Ent-
ziindungsreaktionen, welche die Symptomlast bedingen kénnen (siehe Absatz 1.5.1). Im Fol-

genden soll auf die genannten Charakteristika in kurzer Form eingegangen werden.

1.6.1 Amyloid-Plaques und zerebrale Amyloidangiopathie

Die Ablagerung von A in Form von extrazelluliren Amyloid-Plaques stellt eine der wesent-
lichen charakteristischen Verdnderungen in den Gehirnen von AD-Patienten dar. Diese A§-
Peptide entstehen durch die enzymatische Prozessierung des amyloid precursor proteins (APP)
(siche Absatz 1.7.2). Bedingt durch eine hohere Fibrillisierungsrate sowie die schlechtere
Loslichkeit ist AB,, die haufigste AB-Variante innerhalb der Plaques (Serrano-Pozo et al.
2011a). Es werden im Wesentlichen aufgrund ihrer Morphologie zwei Formen der senilen
Amyloid-Plaques unterschieden: Neuritische Plaques, die als eine Untergruppe der ,,dense-
core“-Plaques betrachtet werden kénnen, sowie diffuse Plaques (DeTure und Dickson 2019;
Dickson 1997).

Die neuritischen Plaques, welche in ithrem Durchmesser zwischen 10 bis >120 um variieren

(Selkoe 2001), bestehen aus hoch aggregiertem, filamentirem AB und kénnen durch ihre -
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Faltblattstruktur mittels Kongorot oder Thioflavin-S angefirbt werden (Serrano-Pozo et al.
2011a). In ihrer unmittelbaren Nahe lassen sich hdufig zahlreiche degenerierte Neuriten so-
wie eine ausgeprigte Astro- sowie Mikrogliose finden (Holtzman et al. 2011). Die diffusen
Plaques koénnen hingegen eine Grof3e von 50 um bis zu einigen hundert um aufweisen und
bestehen aus weniger aggregiertem, nicht-fibrillirem A@ (Holtzman et al. 2011; Selkoe 2001).
Bislang ist nicht geklirt, ob diese diffusen Ablagerungen, welche teils auch in gesunden ilte-
ren Individuen gefunden werden konnten (Price et al. 1991), einen Teil des natiitlichen Al-
terungsprozesses bilden oder als eine Art Vorldufer der neuritischen AB-Plaques angesehen
werden kénnen (DeTure und Dickson 2019). Nach Thal et al. (2006) beginnt die Bildung
der senilen Plaques im Neokortex und breitet sich dann hierarchisch auf allokortikale Berei-
che und in der Folge auf Basalganglien, Thalamus sowie Hypothalamus aus. In der vorletzten
Phase sind sowohl Mittelhirn als auch die Medulla oblongata betroffen, ehe sich die Patho-
logie zuletzt im Pons- und Kleinhirnareal fortsetzt (Thal et al. 2000).

Neben den extrazelluliren Plaques im Hirnparenchym lagern sich bei rund 85 — 95% der
AD-Patienten die AB-Peptide auch im zerebralen Gefil3system ab (DeTure und Dickson
2019). Diese in ihrer Gesamtheit als zerebrale Amyloidangiopathie (cerebral amyloid angiopathy,
CAA) bezeichneten AB-Ablagerungen bestehen im Gegensatz zu den senilen Amyloid-
Plaques vorwiegend aus AB,, und kénnen bei ausgeprigter Gefil3beteiligung unter anderem

zu lobidren Himorrhagien fihren (Perl 2010).

1.6.2 Neurofibrillenbiindel

Ein weiteres wesentliches histopathologisches Merkmal bilden die bereits durch Alois Alz-
heimer im Jahre 1907 andeutungsweise beschriebenen intrazelluliren NFT (Alzheimer 1907;
Alzheimer et al. 1995). Diese setzen sich mal3geblich aus gepaarten helikalen Filamenten
(paired helical filaments, PHF) zusammen, welche sich aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein
bilden kénnen (Kidd 1963; Wisniewski et al. 1976). Das Tau-Protein, welches in Nervenzel-
len produziert wird und auch in Gliazellen vorkommit, trigt physiologischerweise unter an-
derem zur Zusammensetzung sowie Stabilitit des an neuronalen Transportmechanismen be-
teiligten Mikrotubuli-Systems bei, indem es an das Tubulin bindet (Holtzman et al. 2011;
Weingarten et al. 1975). In der Pathogenese der AD kommt es zu einer ausgepriagten Hyper-
phosphorylierung dieses Tau-Proteins, die zu einer reduzierten Bindungsfihigkeit an das
Mikrotubuli-System fiihrt, sodass sich folglich das hyperphosphorylierte Tau zu PHF zusam-
menlagern kann (Holtzman et al. 2011; Johnson und Jenkins 1999). Im Gegensatz zur Aus-
prigung der AB-Ablagerungen korreliert die Menge sowie die Verteilung der NFT besser mit
dem klinischen Schweregrad der Demenzerkrankung (Serrano-Pozo et al. 2011a). Dieses
chronologisch-topographische Verteilungsmuster ldsst sich in sechs Stadien unterteilen und
skizziert den klinischen Verlauf der AD (Braak und Braak 1991).
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1.6.3 Atrophie und Nervenzellverlust

Neben AB-Ablagerungen und NFT stellen die Gehirnatrophie sowie auftretende Neuronen-
verluste weitere anerkannte Charakteristika des Morbus Alzheimer dar. Unter makroskopi-
schen Gesichtspunkten zeigt sich die Atrophie des Hirngewebes primir im frontotempora-
len Assoziationskortex, wobei zumeist der primare motorische Kortex sowie sensorische und
visuelle Areale ausgespart werden (Per]l 2010). Dadurch erscheinen die lateralen Ventrikel des
Gehirns, insbesondere deren temporale Horner, verhiltnismiQig dilatiert (Serrano-Pozo et
al. 2011a). Dieses stereotype Muster kann im Krankheitsverlauf der AD auch mithilfe mag-
netresonanztomographischer Verfahren dargestellt werden (Dickerson et al. 2009;
Dickerson et al. 2011). Auf mikroskopischer Ebene betrifft die Neurodegeneration vor allem
die Schicht II des entorhinalen Kortex (EK), die Pyramidenzellschicht des Hippocampus
sowie weitere Areale des temporalen, parietalen sowie frontalen Neokortex (Holtzman et al.
2011). West et. al. (1994) konnten bereits durch stereologische Analysen eine Differenzierung
zwischen gesunden und an AD erkrankten Individuen anhand der ermittelten Neuronenzahl
in der CA1 (cornu ammonis)-Region des Hippocampus treffen, wobei die AD-Erkrankten sig-
nifikant weniger Nervenzellen in diesem Bereich aufwiesen. Weitere stereologische Analysen
zeigten bereits bei Patienten im Frithstadium der AD einen ausgeprigten Nervenzellverlust
im EK (Gomez-Isla et al. 1996a), wohingegen in der CA1-Region sowie in weiteren Berei-
chen des Hippocampus bei priklinischen AD-Erkrankten noch keine signifikante Neurode-
generation nachzuweisen war (West et al. 2004). Das kortikale Verteilungsmuster der Neu-
rodegeneration gleicht dem der NFT, jedoch tibersteigt der Ausprigungsgrad des Nerven-
zellverlustes die Menge an NFT um ein Vielfaches und scheint ein besseres Korrelat fir die
kognitiven Defizite der Patienten darzustellen (DeTure und Dickson 2019; Gomez-Isla et al.
1997). Auch gegenwirtig werden mogliche Ausloser der Neurodegeneration sowie Atrophie
des Hirngewebes weiterhin kontrovers diskutiert. Neben der kortikalen Belastung mit hyper-
phosphoryliertem Tau-Protein in Form der NFT werden auch intrazellulire AB-Ablagerun-
gen als kausaler Faktor der AD-Pathologie vermutet (T'A Bayer und Wirths 2010).

Einen weiteren Erkldrungsansatz fir die kennzeichnende Gehirnatrophie bilden ausgeprigte
Synapsenverluste, die zeitlich gesehen noch vor den Nervenzellverlusten in den Gehirnen
von AD-Erkrankten einsetzen und diese sogar quantitativ tbertreffen (Serrano-Pozo et al.
2011a). Nach Terry et al. (1991) besteht zwischen dem Verlust an Synapsen und den assozi-
ierten kognitiven Einschrinkungen sogar eine Korrelation auf einem héheren Signifikanzni-
veau als sie etwa zu Neurodegeneration oder Tau-Pathologie besteht. Im progredienten
Krankheitsverlauf kommt es neben der mengenmaligen Reduktion auch zu einer reduzier-
ten Dichte der Synapsen, welche jedoch scheinbar durch eine Gré3enzunahme der verblie-

benen Synapsen kompensiert wird (DeTure und Dickson 2019; Scheff und Price 1993).
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1.6.4 Neuroinflammation

In den Gehirnen von AD-Patienten bilden geschidigte Nervenzellen, AB-Ablagerungen so-
wie NFT den Ausgangspunkt fir inflammatorische Prozesse, welche unter anderem mit ei-
ner Aktivierung von Komplementfaktoren, Zytokinen, Akute-Phase-Proteinen sowie weite-
ren Entziindungsmediatoren einhergehen (Akiyama et al. 2000). Diese entziindlichen Pro-
zesse konnten unter anderem auch in zahlreichen transgenen AD-Mausmodellen bestitigt
werden (Saito und Saido 2018). In unmittelbarer Nahe zu AB-Ablagerungen konnte eine re-
aktive Mikro- sowie Astrogliose nachgewiesen werden, was auf eine entziindungsférdernde
Rolle des AB schlieBen ldsst (Itagaki et al. 1989; Pike et al. 1995a). Diese Gliose scheint im
Gegensatz zur Amyloidlast linear mit dem Krankheitsverlauf zuzunehmen und korreliert sig-
nifikant mit dem Auspriagungsgrad der NFT (Serrano-Pozo et al. 2011b). Dabei ldsst sich die
Astrogliose mit einem frithen Krankheitsstadium der AD assoziieren, wohingegen eine aus-
gepragte Mikrogliaaktivierung eher im spateren Verlauf der Erkrankung aufzutreten scheint
(Chun et al. 2018; Jack et al. 2010). Insgesamt sind auch noch gegenwirtig die genauen Funk-
tionen der in der Pathogenese der AD auftretenden Entziindungsprozesse zu weiten Teilen
unklar; so stehen beispielsweise der Neurodegeneration auch neuroprotektive Aspekte der

Gliose gegeniiber (Wyss-Coray und Rogers 2012).

1.6.5 Neurogenese

Auch in den Gehirnen von ilteren Individuen kommt es entgegen fritherer Annahmen zu
einer kontinuierlichen Neubildung von Nervenzellen aus bestimmten Stamm- bzw. Vorlau-
ferzellen (X Jin 2016). Dieser Prozess wird als Neurogenese bezeichnet und wurde erstmals
von Altman und Das (1965) durch Zufall in adulten Ratten entdeckt. Bei erwachsenen Siu-
getieren konnte die adulte Neurogenese vor allem in zwei Regionen des zentralen Nerven-
systems (ZNS) nachgewiesen werden: in der subventrikuliren Zone (SVZ) der lateralen
Ventrikel sowie in der subgranuliren Zone (SGZ) des Gyrus dentatus (GD) der Hippocam-
pusformation (LC Abbott und Nigussie 2020). Die neuronalen Vorlauferzellen aus der SVZ
konnen tiber den rostralen migratorischen Strom in den Riechkolben (Bu/bus olfactorius) mig-
rieren und dort zu lokalen Interneuronen differenzieren (Luskin 1993). Demgegeniiber mig-
rieren die Vorlduferzellen aus der SGZ des GD in die Kornerzellschicht (S#ratum granulare)
und differenzieren dort zu Neuronen (Eriksson et al. 1998; K Jin et al. 2004b). Insgesamt
stellt die hippocampale Neurogenese kein simples Ereignis dar, sondern ist vielmehr als ein
komplexer, mehrstufiger Prozess aus verschiedenen Phasen zu verstehen (Kempermann et
al. 2015), der mal3geblich an der neuronalen Plastizitit sowie bei Lern- und Gedachtnisvor-
gingen beteiligt ist (Hollands et al. 2016). So lassen sich Defizite im Lernverhalten oder Ge-
dichtnisstorungen, wie sie etwa bei der AD auftreten kénnen, zumindest teilweise auf eine
beeintrachtigte adulte Neurogenese zurtickfihren (Demars et al. 2010; Lazarov und Marr
2010). Insbesondere eine Dysfunktion von Presenilin-1 (PS-1) und eine gestorte Prozessie-

rung des APP sowie die toxischen Effekte von hyperphosphoryliertem Tau und AB scheinen



Einleitung 10

zu einer beeintrichtigten Neurogeneserate beizutragen (Lazarov et al. 2010). Diese Beein-
trichtigungen der Neurogenese konnten in der Vergangenheit auch in diversen transgenen
AD-Mausmodellen als gemeinsames Merkmal beschrieben werden (Wirths 2017). Unter an-
derem werden einer gesteigerten korperlichen Aktivitit sowie einem Lebensumfeld mit viel-
faltigen stimulatorischen Reizen positive Einflisse auf die Neurogeneserate attestiert
(Lazarov et al. 2010). Ein deutlicher Effekt durch ausgeprigte physische Aktivitit konnte
auch durch einige tierexperimentelle Versuchsreihen unserer Arbeitsgruppe bestitigt werden
(Gerberding et al. 2019; Hittenrauch et al. 2016). Die adulte Neurogenese gilt somit trotz
kontroverser Diskussionen aufgrund ihrer vielschichtigen Modulationsmoglichkeiten als ein

weiterer Ansatzpunkt fiir zukinftige therapeutische Strategien in der Alzheimertherapie
(Hollands et al. 20106).

1.7 Pathomechanismen des Morbus Alzheimer

Bei der Pathogenese der Alzheimererkrankung spielen Ablagerungen des AB-Proteins eine
bedeutende Rolle. Mitte der 1980er-Jahre konnten diese AB-Ablagerungen in zerebralen
Amyloidangiopathien (Glenner und Wong 1984b) sowie in Amyloidplaqueformationen
(Masters et al. 1985b) bei Alzheimer- und Down-Syndrom-Patienten nachgewiesen werden.
Bereits einige Jahre spiter zeigten Tanzi et al. (1987), dass diese AB-Peptide aus einem gro-

Beren Vorliuferprotein, dem APP, hervorgehen mussten.

1.7.1 Das Amyloid-Vorlduferprotein

Das APP ist ein integrales Typ-1-Membranprotein, welches seinen Genlocus auf Chromo-
som 21 hat (Kang et al. 1987). Es besteht aus einem grof3en, extrazelluliren Amino(N)-Ter-
minus, einer hydrophoben transmembraniren Domine und dem kurzen intrazellulir liegen-
den Carboxy(C)-Terminus (Dyrks et al. 1988; Kang et al. 1987). Durch alternatives Splei3en
kénnen acht verschiedene Isoformen des APP entstehen, die sich in ihrer Anzahl an Ami-
nosiuren voneinander unterscheiden (Sandbrink et al. 1996). Die drei APP-Isoformen
APPgys, APP.;; und APP,,; kommen am haufigsten vor, davon APPy; vorwiegend im ZNS
(O'Brien und Wong 2011). Auch wenn viele Funktionen des APP noch ungeklirt sind, wird
dem Vorlduferprotein in der Literatur unter anderem die Funktion eines Oberflichenrezep-
tors, die Beteiligung bei der Signaltransduktion und axonalen Transportmechanismen, der
Synaptogenese und der Zelladhision sowie eine Rolle im Calciumstoffwechsel zugeschrieben
(Zheng und Koo 2006, 2011).

1.7.2 Die APP-Prozessierung

Grundlegend werden zwei Wege der APP-Prozessierung unterschieden: der amyloidogene
Weg, bei dem es zur Bildung des AB-Proteins kommt, und der nicht-amyloidogene Weg,
welcher die AB-Entstehung verhindert (Haass et al. 2012).
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1.7.2.1 Der nicht-amyloidogene Weg

Im nicht-amyloidogenen Weg wird das Vorlauferprotein innerhalb der AB-Region zwischen
den Aminosduren Lysin an Position 16 und Leucin an Position 17 durch eine a-Sekretase
gespalten (Esch et al. 1990; Sisodia et al. 1990; R Wang et al. 1991). Die a-Sekretase ist eine
an die Plasmamembran gebundene Protease (Sisodia 1992), deren Funktion durch Me-
talloproteasen aus der Gruppe der a disintegrin and metalloprotease (ADAM) erfillt werden.
Dazu zihlen unter anderem ADAM9, ADAM10, ADAM17 (auch als tumonr necrosis factor-a
convertase (ACE) bezeichnet) und ADAM19 (Allinson et al. 2003; Haass et al. 2012). Insbe-
sondere ADAM10, welche vor allem in Neuronen vorhanden ist, spielt eine tragende Rolle
im Spaltungsvorgang. Es konnte unter anderem gezeigt werden, dass ein knockdown der
ADAMI10 zu einer kompletten Suppression der a-Sekretase vermittelten Spaltung fihrt (PH
Kuhn et al. 2010). Bei Uberexpression der ADAM10 kommt es hingegen zu einer Erhohung
der secreted amyloid precursor protein a (sAPPa)-Konzentration und einer reduzierten Bildung
von AB (Postina et al. 2004).

Durch die Spaltung des APP entsteht ein groQ3es, 16sliches N-terminales Fragment sAPPa
sowie ein kleineres aus 83 Aminosiuren bestehendes, membrangebundenes C-terminales
Fragment (CTTF) C83, welches nachfolgend durch eine y-Sekretase in das 16sliche Fragment
p3 und die APP intrazellulire Domine (AICD) gespalten wird (Haass et al. 2012). Wihrend
fir das sAPPa eine Reihe neuroprotektiver Effekte, wie etwa die Forderung des Neuriten-
wachstums und der Synaptogenese sowie der synaptischen Plastizitit (Furukawa et al. 1996;
Mattson 1997) bekannt sind, ist die genaue Funktion des l6slichen p3 bislang unbekannt
(Chow et al. 2010). Der im Zytoplasma verbleibenden AICD wird unter anderem eine Rolle
als Transkriptionsfaktor sowie daraus folgend weitere an der Pathogenese des Morbus Alz-

heimer beteiligte Funktionen zugeschrieben (Pardossi-Piquard und Checler 2012).

1.7.2.2 Der amyloidogene Weg

Im amyloidogenen Weg entstehen unter Prozessierung des APP durch - und y-Sekretasen
die toxischen AB-Peptide (Haass et al. 2012). Zuerst erfolgt die Spaltung durch eine 3-Sek-
retase, mal3geblich vermittelt durch das f-site APP cleavage enzyme 1 (BACE1), wodurch das
16sliche N-terminale Fragment secreted amyloid precursor protein f (SAPPB) sowie ein 99 Amino-
sduren langes, membrangebundenes CTF C99 entsteht (Vassar et al. 1999; Zhang et al. 2012).
Im Gegensatz zum nicht-amyloidogenen Weg erfolgt die Spaltung durch die 3-Sekretase
nicht innerhalb der AB-Region, sondern weiter oberhalb ebendieser. Das membrangebun-
dene C99 wird nachfolgend durch y-Sekretaseaktivitit gespalten, wodurch die intrazellulire
AICD sowie verschiedene AB-Peptide, die in ihrer Lange zwischen 37 bis 42 Aminosiuren

variieren konnen, entstehen (Haass et al. 2012).

Die y-Sekretase, welche auch im nicht-amyloidogenen Weg das CTT spaltet, ist ein aus vier

Untereinheiten zusammengesetzter Membranproteinkomplex: PS-1 oder PS-2 (Presenilin-
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2), Nicastrin, anterior pharynx-defective-1 (APH-1) und presenilin enbancer-2 (PEN-2) (Edbauer et
al. 2003; Kimberly et al. 2003; Steiner et al. 2018).

nicht-amyloidogener Weg amyloidogener Weg

sAPPa sAPPB
APP APP

extrazelluldr

CTF (C83) I

AICD

intrazellular

Abbildung 1: Die APP-Prozessierung. Im nicht-amyloidogenen Weg (links) erfolgt eine durch a-Sekreta-
seaktivitit vermittelte Spaltung des APP-Vorlduferproteins innerhalb der AB-Region, wodurch die Spaltpro-
dukte sAPPa und das membrangebundene C83 entstehen. Dieses wird durch eine y-Sekretase in das 15sliche
Fragment p3 und die intrazellulire Domine AICD gespalten. Es entsteht kein AB. Auf dem amyloidogenem
Weg (rechts) wird das APP-Vorlduferprotein hingegen durch eine $-Sekretase oberhalb der AB-Region gespal-
ten. Es entstehen das I6sliche N-terminale Fragment sAPP8 und das membrangebundene C99, welches nach-
folgend durch die Aktivitdt der y-Sekretase in AICD sowie das pathogenetisch bedeutsame Af gespalten wird.
Abbildung erstellt nach Haass et al. (2012).

1.7.3 Die Amyloidhypothese

Ausgehend von den bei Alzheimer- sowie Down-Syndrom-Patienten beschriebenen AB-Ab-
lagerungen entwickelten ] Hardy und Allsop im Jahre 1991 eine Hypothese, welche als Ex-
klarungsansatz der zugrundeliegenden Pathomechanismen der Alzheimererkrankung dienen
sollte. Demnach seien ein veranderter APP-Metabolismus mit nachfolgend gesteigerter Bil-
dung sowie der extrazelluliren Ablagerung von AB der zentrale Ausgangspunkt in der Pa-
thogenese des Morbus Alzheimer (] Hardy und Allsop 1991). Die Formation von AB-Plaques
stehe im zeitlichen Kontext noch vor den anderen mit AD assoziierten pathologischen Pro-
zessen und bedinge sogar die Entwicklung von NFT, Nervenzellverlusten, vaskuldren Schi-
den und die klinische Ausprigung der Demenz (] Hardy und Allsop 1991; JA Hardy und
Higgins 1992).
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Diese Hypothese wird unter anderem dadurch gestiitzt, dass Individuen mit einer autosomal-
dominant vererbten Mutation in Genen, welche das APP-Protein kodieren, sowie Trigern
einer Mutation in PS-1 oder PS-2, wie sie bei der familidgren Form der AD (fAD) vorliegen
konnen, tber eine damit verbundene Erh6hung der AB-Konzentration haufiger die Alzhei-
mer-typischen Pathologien entwickeln (Rademakers und Rovelet-Lecrux 2009; Ricciarelli
und Fedele 2017). Bereits in der Vergangenheit konnten in Mausmodellen, welche Mutatio-
nen fir die fAD aufwiesen, altersabhingige Verinderungen wie Amyloidablagerungen, Neu-
roinflammation oder zerebrale Amyloidangiopathien, wie sie auch bei der fAD vorkommen,
reproduziert werden (Radde et al. 2008). Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass
Patienten mit Down-Syndrom, bei denen eine Triplikation des Chromosoms 21 vorliegt, auf
dem sich unter anderem auch der Genlocus des APP befindet (Kang et al. 1987), vermehrt
an einer AD erkranken (Glenner und Wong 1984a; Pimplikar 2009). Dies ist auf die damit
einhergehende Erh6hung der Gendosis des APP-Proteins sowie der daraus resultierenden

vermehrten AB-Produktion zurtickzuftihren (Pimplikar 2009).

Der urspriinglich von | Hardy und Allsop (1991) proklamierten Amyloidhypothese stehen
jedoch auch diverse Argumente entgegen. So ldsst sich beispielsweise die Ausprigung der
AB-Ablagerungen nicht mit den Nervenzellverlusten oder kognitiven Einschrinkungen eines
Individuums korrelieren (Ricciarelli und Fedele 2017; Terry et al. 1991; Walsh und Selkoe
2007). Auch kann bei einer Belastung mit AB-Plaques, welche in geringerem Ausmal3 auch
wihrend des normalen Alterungsprozesses eines Individuums auftreten kann, die Kognition
vollig uneingeschrinkt sein (Dickson et al. 1992; Pimplikar 2009). In einigen experimentellen
Studien konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass kognitive Einschrinkungen sowie
neuropathologische Verinderungen nachgewiesen werden konnten, noch bevor extrazellu-
lire Plaques auftraten (Lesne et al. 2008; Walsh und Selkoe 2007). Unter anderem Braak und
Braak (1991) postulierten hingegen bereits in den 1990er-Jahren, dass NFT zum einen noch
vor den beschriebenen AB-Ablagerungen auftreten und zum anderen die Menge an NFT
wesentlich besser mit dem klinischen Stadium der Erkrankung korrelieren wiirde als der A§3-
Plagueload (Wirths et al. 2004).

1.7.4 Die modifizierte Amyloidhypothese

Als weiterer Erklirungsansatz der pathophysiologischen Krankheitsprozesse entwickelte
sich eine modifizierte Amyloidhypothese, welche ihren Fokus insbesondere auf das bereits
durch Masters et al. (1985a) vorbeschriebene intraneuronale AR legt (Wirths et al. 2004).
Diese intrazelluliren AB-Ablagerungen scheinen als besonders frithes Ereignis der Forma-
tion von NFT sowie den extrazelluliren Amyloidplaques vorauszugehen (Fernandez-Vizarra
et al. 2004; Wirths et al. 2001). Ferner konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Im-
munreaktivitit gegen dieses intraneuronale Af,,-Protein unter der Zunahme von kognitiven
Einschrinkungen sowie zunehmender Ausprigung der extrazelluliren AB-Ablagerungen
deutlich abnimmt (Gouras et al. 2000). Ahnliches konnte im Folgenden auch im Altersverlauf

von Patienten mit Down-Syndrom bestatigt werden (Gyure et al. 2001; C Mori et al. 2002).
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Diese AB-Peptide, deren intraneuronale Produktion durch Risikofaktoren wie steigendes Le-
bensalter, Vorliegen einer Trisomie 21 sowie durch diverse Mutationen in APP, PS-1 oder
PS-2 zusitzlich erh6ht werden, konnen folglich intrazelluldr akkumulieren oder auch als 16s-
liches AB nach extrazellulir sekretiert werden und die Amyloidplaques bilden (Wirths et al.
2004). Ebenfalls kann durch bestimmte Transportmechanismen eine erneute Aufnahme des
aus den Amyloidplaques freigesetzten Af nach intrazellulir erfolgen, sodass den Plaques als
dynamische Strukturen eine Art Reservoirfunktion zukommt (LaFerla et al. 2007; Wirths et
al. 2004). Losliche AB-Oligomere haben demnach in der Pathogenese der AD eine Schliis-
selrolle inne und wurden in ihrer Wichtigkeit zugunsten der als urspriinglich fir die patholo-
gischen Verinderungen als verantwortlich angesehenen Amyloidplaques in der Vergangen-

heit lange vernachlissigt (Cline et al. 2018).

Risikofaktoren: Alter, Trisomie 21, APP-, PS1-, PS2-Mutationen

2R YN R

erhohtes extrazellulares AB,os2 erhohtes intraneuronales Aﬁaomz‘—l e
lsliches extrazelluldres
ABaoaz

extrazellulare AB4o4-Plaques Akkumulation von 11

intraneuronalem A 442

\ \ / \ / Plague-Bildung /

synaptische und neuronale Dysfunktion

Amyloidhypothese
asayjodAypiojAwy
aM2IZIJIPON

y
Verlust von Synapsen und Neuronen

Atrophie verschiedener Hirnareale

y
Demenz und andere klinische Symptome

Abbildung 2: Vergleich der beiden Amyloidhypothesen. Im Gegensatz zur klassischen Amyloidhypothese
(blau) legt die modifizierte Amyloidhypothese (rot) ihren Fokus auf das intraneuronale A8, dessen Formation
nach neueren Erkenntnissen ein besonders frihes Ereignis in der Pathogenese des Morbus Alzheimer darstellt.
Die genannten Risikofaktoren kénnen die AB-Produktion zusitzlich erh6hen, was letztendlich zu einer Akku-
mulation des intrazelluliren A fithrt. Allerdings kann 16sliches AB auch nach extrazellulir sekretiert werden
und dort Amyloidplaques bilden. Diesen kommt als dynamischen Strukturen eine Art Reservoirfunktion zu, da
aus den Plaques freigesetztes AB erneut nach intrazellulir aufgenommen werden kann. Beide Amyloidhypothe-
sen miinden in einer synaptischen und neuronalen Dysfunktion, welche den Verlust von Synapsen und Neu-
ronen bedingt und tber die Atrophie verschiedener Hirnareale zum Vollbild der Demenz fithrt. Erstellt nach
Wirths et al. (2004).
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1.7.5 Die AB-Varianten und die physiologischen Funktionen des Ap

Die in Absatz 1.7.3 beschriebene Amyloidhypothese stellt das vermehrte Vorhandensein des
Volllingen-Ap,,-Peptids sowie das AB,,/AB,,-Verhiltnis mit daraus folgender Plaqueforma-
tion ins Zentrum der AD-Pathogenese (Dunys et al. 2018). Die Hauptvertreter dieser AB-
Volllingenpeptide sind AB,, und AB,,, welche auch in Individuen ohne eine beschriebene
AD unter physiologischen Bedingungen im amyloidogenen Weg der APP-Prozessierung
durch - und y-Sekretaseaktivitit gebildet werden (siche Absatz 1.7.2.2) (Haass et al. 1992).
Die AB,,-Variante, welche haufiger in den zerebralen Plaques bei AD vorkommt, ist hydro-

phober und neigt im Gegensatz zu A, eher zur Fibrillenbildung (LaFerla et al. 2007).

Die exakten Funktionen der AB-Peptide im Stoffwechsel bleiben aktuell noch weitestgehend
ungeklirt. Es werden dem A in der Literatur jedoch zahlreiche Funktionen zugeschrieben
wie etwa eine gewisse antimikrobielle Aktivitit, eine Unterstiitzung der Rekonvaleszenz nach
traumatischen Hirnverletzungen, eine Abdichtungsfunktion der BHS sowie die Regulation
von synaptischen Funktionen (Brothers et al. 2018). Auch positive Eigenschaften in der
Suppression bzw. Wachstumshemmung von Tumoren werden diskutiert (Brothers et al.
2018).

Neben den genannten AB-Volllingenpeptiden, die aus einer Sequenz von 40 bzw. 42 Ami-
nosiuren zusammengesetzt sind und mit einem Aspartat-Rest an erster Position ihrer Ami-
nosiuresequenz beginnen, wurden unter anderem auch diverse AB-Peptidvarianten mit Ver-
inderungen an ihrem C-Terminus beschrieben, welche in ihrer Sequenzlinge zwischen 37
bis 43 Aminosauren variieren konnten (H Mori et al. 1992; Reinert et al. 2016). Daneben
wurden bereits vor Gber 30 Jahren durch Masters et al. (1985b) AB-Peptide beschrieben,
welche eine Verkiirzung an ihrem N-Terminus aufwiesen. Neueren Untersuchungen zufolge
nehmen diese N-trunkierten AB-Peptide einen GroB3teil (in der durchgefiihrten Analyse
knapp tber 70%) des Gesamtanteils an AB-Varianten in Gehirnen von AD-Patienten ein
(Wildburger et al. 2017). In vitro Experimente konnten dartiber hinaus zeigen, dass diese Ver-
kiirzungen am N-Terminus mit einer erhéhten Aggregationsneigung sowie dadurch bedingt
mit einer erthohten Stabilitit der AB-Peptide einhergingen, welche deren Abbau erschwerte
(Pike et al. 1995b). In Bezug auf die Entstehung der N-trunkierten AB-Varianten werden
unterschiedliche enzymatische Aktivititen einiger Proteasen (u.a. BACE1, Neprilysin und
Meprin-8) mit unterschiedlichen Angriffspunkten diskutiert (TA Bayer und Wirths 2014).
Aber auch posttranslationale Modifikationen wie Oxydierung, Phosphorylierung, Nitrierung,
Racemisierung, Isomerisierung, Pyroglutamylierung sowie Glykosylierung sollen zur Vielfalt
der AB-Peptide beitragen (Kummer und Heneka 2014).

Portelius et al. (2010) konnten nachweisen, dass AR 4, AB 34, APy, und A, 4, die haupt-
siachlich im Gehirn von AD-Patienten vorkommenden AB-Varianten darstellen. Dabei konn-
ten in Bezug auf die Verteilung der AB-Subtypen keine wesentlichen Unterschiede zwischen
der fAD oder der sAD festgestellt werden (Portelius et al. 2010). Im Folgenden soll nun
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niher auf die in den AB-Ablagerungen von AD-Patienten dominierenden AB-Varianten

AB 34 und AR, ,, sowie das allgemeine Aggregationsverhalten eingegangen werden.

1.7.5.1 Das Amyloid-8 54,

Das A ; -Peptid beginnt im Gegensatz zu den Volllingenpeptiden mit einem Pyrogluta-
matrest an der dritten Position seines N-Terminus und wurde erstmals durch H Moti et al.

(1992) massenspektrometrisch nachgewiesen.

Die Entstehung des A 5 4, ist ein mehrstufiger Prozess, bei welchem primar die ersten bei-
den Aminosauren der Aminosiuresequenz entfernt werden missen, um den Glutamatrest
an der dritten Position des AB-Peptids freizulegen (Jawhar et al. 2011). Es wird vermutet,
dass dieser Schritt durch die Aminopeptidase A katalysiert wird (Sevalle et al. 2009). Unter
der Enzymaktivitit der Glutaminylcyclase (QC) kann durch eine Dehydratation von Gluta-
mat das Pyroglutamat gebildet werden (Jawhar et al. 2011; Schilling et al. 2004). Untersttit-
zend konnte sowohl 7z vitro (Cynis et al. 2008) als auch 7z vivo (Schilling et al. 2008) gezeigt
werden, dass eine Reduktion der QC zu einer reduzierten Bildung von A ;. flhrt
(Kummer und Heneka 2014).

Nach Saido et al. (1995) sollten die AR p;-Peptidvarianten mindestens in dquivalenter, wenn
nicht sogar in gréflerer Menge als die AB-Volllingenpeptide in Plaques von AD-Patienten
vorliegen und im Krankheitsverlauf die Ablagerung der A .;-Peptide noch vor der Ablage-
rung der AR, -Varianten beginnen. Ferner scheint das Verhaltnis von A ;- zu A, -Pepti-
den in einem inversen Verhiltnis zueinander zu stehen, wie unter anderem in transgenen
APP/PS1KI-Miusen gezeigt werden konnte (Jawhar et al. 2011; Wirths et al. 2010). Insge-
samt wird A ; im Vergleich zu den AB-Volllingenpeptiden eine héhere Stabilitit, verbun-
den mit einer ausgeprigten Aggregationsneigung sowie eine erhchte Toxizitdt zugesprochen
(Wirths et al. 2010).

1.7.5.2 Das Amyloid-83, ,,

Ein weiterer Vertreter der am N-Terminus verkiirzten AB-Peptide stellt das AB, ,, dar, wel-
ches bereits Mitte der 1980er Jahre von Masters et al. (1985b) beschrieben wurde und mit
einem Phenylalanin an vierter Position der Aminosduresequenz beginnt. Aktuell sind der
genaue Entstehungsprozess der AR, ,,-Variante sowie die hierbei potentiell verantwortlichen
Enzyme noch nicht geklirt. In der Vergangenheit wurde eine Beteiligung der Metalloprotease
Neprilysin (NEP), die unmittelbar das A, -Peptid zwischen den Aminosduren Glutamin
und dem an vierter Position befindlichen Phenylalanin spalten sollte, diskutiert (Wirths und
Zampar 2019). Eine neuere Studie hilt jedoch unter anderem das Enzym a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs 4 (ADAMTS4), welches bei adulten Méusen in Oli-
godendrozyten nachgewiesen werden konnte, fir einen méglichen Erklarungsansatz fiir die
Bildung von A, -Peptiden (Walter et al. 2019).
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Nach Portelius et al. (2010) stellen AB, ,, und AB, ,, die dominierenden AB-Fraktionen im
Hippocampus- sowie Kortexbereich von AD-Patienten dar. Es konnte bereits gezeigt wer-
den, dass AB ;4 und AB,,, im Vergleich zu anderen AB-Peptiden eine stirkere Aggregati-
onsneigung aufwiesen und gemeinsam mit AR, ,, in einer durchgefihrten neuronalen Zell-
kultur unter den betrachteten AB-Varianten tiber die héchste Toxizitit verfiigten (Y Bouter
et al. 2013). In weiterfiihrenden Experimenten konnten von Y Bouter et al. (2013) bei intra-
ventrikuldrer Injektion von AB,,,, AP ;4 sowie AR, signifikante Defizite im Arbeitsge-
dichtnis von Wildtyp (WT)-Midusen nachgewiesen werden. Dariiber hinaus zeigte sich am
Tg4-42-Mausmodell eine Korrelation von ausgeprigter AB, ,-Belastung mit Neuronenver-
lusten in der CA1-Region des Hippocampus und Einschrinkungen des Lernverhaltens sowie
des riumlichen Gedichtnisses (Y Bouter et al. 2013).

1.7.5.3 Das Aggregationsverhalten des A

Die im amyloidogenen Weg der APP-Prozessierung (siche Absatz 1.7.2.2) erzeugten AB-
Monomere kénnen bei Uberschreiten einer kritischen Konzentration, welche durch ein Un-
gleichgewicht zwischen deren Produktion und Abbau entstehen kénnen, durch Selbstaggre-
gation 16sliche Dimere, Trimere oder auch groBere Oligomere bilden (Walsh und Selkoe
2007). Aus diesem pri-fibrilliren Zustand kénnen die 16slichen AB-Oligomere tGber Proto-
fibrillen zu AB-Fibrillen, dem Hauptbestandteil der Amyloidplaques, aggregieren (Benilova
et al. 2012). Zusatzlich kénnen die gebildeten Protofibrillen simultan zurtick in ihre mono-

meren Vorstufen dissoziieren (Grining et al. 2013).

Uber eine lange Zeit hinweg wurden die wihrend des Aggregationsprozesses entstehenden
AB-Fibrillen als eigentlicher Ausléser der AD-Pathologie vermutet, wohingegen aktuell je-
doch angenommen wird, dass bereits die 16slichen Zwischenprodukte in Form der AB-Oli-
gomere ihre toxische Wirkung in einem sehr frithen Stadium der AD entfalten und ein
Hauptausloser der Erkrankung sein konnten (Verma et al. 2015). Ferner konnte gezeigt wer-
den, dass diese l6slichen Oligomere fiir Synapsenverluste mit verstirkter synaptischer De-
pression sowie fur eine Inhibition der Langzeitpotenzierung verantwortlich sind (Mroczko
etal. 2018). Unter anderem zeigten bereits 7z vivo Studien eine bessere Korrelation der Menge
an 16slichen AB-Oligomeren mit der Erkrankungsschwere, als es die zuvor hiufig betrachte-
ten Amyloid-Plaques taten (DaRocha-Souto et al. 2011), daher kénnten diese 16slichen Oli-
gomere auch ein vielversprechendes Ziel weiterer Therapiestrategien darstellen (Hefti et al.
2013).

1.8  Genetik der Alzheimererkrankung

Anhand des Alters der Patienten bei Auftreten der Erkrankung kann zwischen einer ,,early-
onset*-AD (EOAD) und einer , /ate-onsef*-AD (LOAD) unterschieden werden (Mendez
2019). Wahrend die EOAD bereits bei Patienten unter 65 Jahren einsetzt, setzen bei der
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LOAD die ersten Erkrankungszeichen erst nach dem 65. Lebensjahr ein. Beide Erkran-
kungsformen konnen klinisch nicht genau voneinander differenziert werden, auch wenn die
EOAD zumeist einen schneller progredienten Verlauf nimmt als die LOAD (Reitz und

Mayeux 2014). Im Folgenden sollen die beiden Varianten etwas niher beleuchtet werden.

1.8.1 Die ,early-onset“-Alzheimerdemenz

Die im jingeren Lebensalter auftretende EOAD ist anteilig fiir rund 5 — 6% der gesamten
Falle von AD verantwortlich (Mendez 2019). Von diesem prozentualen Anteil kénnen wie-
derum ungefahr 11% auf die fAD zuriickgefithrt werden, der autosomal-dominant vererbte
Mutationen in APP, PS-1 oder PS-2 zugrunde liegen (Kunkle et al. 2017). Bisher konnten
289 verschiedene Mutationen in PS-1, 48 Mutationen in PS-2 sowie 58 Mutationen in APP
identifiziert werden (Jia et al. 2020).

In diesem Zusammenhang wurde durch Goate et al. (1991) als erste Mutation eine Punktmu-
tation (Valin = Isoleucin) in dem auf Chromosom 21 gelegenen APP-Gen beschrieben,
welche fortan als London Mutation bezeichnet wurde. Diese Mutation in der Nahe der y-
Sekretase-Schnittstelle fithrt tiber eine Erhéhung der AB,,-Fraktion zu einem erhéhten
AB,,/ AB,-Verhiltnis (Suzuki et al. 1994). Andere Mutationen in der Nihe der B-Sekretase-
Schnittstelle, wie etwa die sogenannte schwedische Mutation, kénnen hingegen zu einer aus-
gepragten Erhohung des gesamten AJ fihren (Citron et al. 1994; Mullan et al. 1992). Des
Weiteren konnen Mutationen innerhalb der AB-Domine komplizierte Effekte auf die APP-
Prozessierung haben und so durch verinderte Eigenschaften der gebildeten AB-Peptide bei-
spielsweise eine erhohte Aggregationsneigung in AB-Amyloidfibrillen bedingen (Tcw und
Goate 2017).

Die meisten der fAD zugrundeliegenden Mutationen finden sich jedoch, wie oben bereits
erwihnt, im PS-1-Gen. Insgesamt stellen die Preseniline wichtige Bestandteile eines Memb-
ranproteinkomplexes dar, welcher in seiner Gesamtheit die y-Sekretase bildet und damit we-
sentlich an der AB-Produktion beteiligt ist (Steiner et al. 2018). Auftretende Mutationen in
diesen Genen konnen demnach zu einer Beeintrichtigung der y-Sekretaseaktivitat fithren,

die wiederum zu einem erhéhten Verhiltnis von AB,, zu AR, fuhrt (Bettens et al. 2013).

1.8.2 Die ,,late-onset“~-Alzheimerdemenz

Die Mehrheit der Alzheimer-Fille tritt jedoch erst jenseits des 65. Lebensjahres auf und wird
deshalb als LOAD bezeichnet. Dieser Form kénnen anders als bei der fAD keine eindeutigen
Mutationen attribuiert werden, weshalb sie der SAD zugerechnet wird. Auch wenn die ge-
nauen Ursachen der LOAD noch unbekannt sind, wird eine Wechselwirkung aus geneti-

schen und umweltassoziierten Faktoren vermutet (siche auch Absatz 1.3) (Lane et al. 2018).

Als ein bedeutender genetischer Risikofaktor konnte das e4-Allel des Apolipoprotein E
(ApoE), dessen Gen sich auf Chromosom 19q13.2 befindet, identifiziert werden (Chartier-
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Harlin et al. 1994; Strittmatter et al. 1993). ApoE ist ein Plasmaprotein, welches eine wesent-
liche Rolle im Transport von Cholesterol sowie innerhalb des allgemeinen Fettstoffwechsels
einnimmt, dem aber zusitzlich sowohl Funktionen in der Immunregulation als auch die Mo-
dulation von Zellwachstum und -differenzierung zugeschrieben werden (Mahley 1988). Ins-
gesamt werden in der Literatur drei Allelauspragungen des ApoE beschrieben: €2, ¢3 und e4
(Zannis et al. 1981). Die Triger lediglich eines e4-Allels haben im Vergleich zu Nicht-e4-
Alleltragern ein doppelt bis dreifach erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer AD, wohin-
gegen Triger von zwei e4-Allelen sogar ein tiber zwolffach erhohtes Risiko aufweisen (Kim
et al. 2009). Des Weiteren soll das Vorhandensein des e4-Allels auch mit einem friheren
Erkrankungsalter assoziiert sein, wenngleich sich daraus allerdings keine Anderungen der
Progressionsrate der AD ergeben (Gomez-Isla et al. 1996b). Im Gegensatz dazu ist fiir e2-
Alleltrager ein geringeres Risiko fiir das Auftreten einer AD beschrieben (Corder et al. 1994).

1.9 Das Tg4-42-Mausmodell

In der Vergangenheit wurden bereits zahlreiche transgene Mausmodelle entwickelt, um die
Pathogenese der AD-Erkrankung in ihren Zusammenhingen besser verstehen und mogliche
Ansatzpunkte fiir etwaige Therapiemoglichkeiten identifizieren zu kénnen. Die tberwie-
gende Anzahl der entwickelten Mausmodelle schafft es zwar wesentliche neuropathologische
Kennzeichen wie etwa Amyloidplaqueformationen, inflammatorische Prozesse oder Verhal-
tensauffilligkeiten nachzubilden (Wirths und Bayer 2010), jedoch stellt dies zumeist nur ei-
nen Kompromiss dar, welcher die komplexe AD-Pathologie nicht in ihrer Gesamtheit abbil-
den kann (Elder et al. 2010). Zumeist beruhen die generierten neuropathologischen Verin-
derungen in Mausmodellen auf der Uberexpression von Mutationen in APP und/oder PS-
1/2 und replizieren damit die Form der fAD (Duyckaerts et al. 2008; Elder et al. 2010),
welche jedoch nur einen sehr geringen Anteil der auftretenden Erkrankungsfille ausmacht
(siche Absatz 1.8.1). Ein weiterer Kritikpunkt an vielen transgenen Mausmodellen bildet hiu-
fig auch die Abwesenheit eines signifikanten Nervenzellverlustes, welcher jedoch eng mit der
Pathogenese der AD verknupft ist (Wirths und Bayer 2010).

Diese vorgenannten Grundlagen bertcksichtigend, wurde innerhalb unserer Arbeitsgruppe
die transgene Mauslinie Tig4-42 entwickelt, welche durch das vollstindige Fehlen von Muta-
tionen in APP- oder PS-Genen die sAD besser modellhaft reproduzieren soll (Y Bouter et
al. 2013). Dieses Mausmodell exprimiert ausschlief3lich die N-trunkierte AB-Variante A, ,,
(TA Bayer 2021), welche nach Portelius et al. (2010) eine der dominierenden Fraktionen im
Gehirn von AD-Patienten darstellt. Andere charakteristische AD-Pathologien wie etwa ext-
razellulire Amyloidplaques oder die Formation von NFT aus dem Tau-Protein fehlen hin-
gegen (Y Bouter et al. 2014).

Bei der Entwicklung der Tg4-42-Linie wurde eine humane A, ,,-Sequenz mit dem murinen
Thyrotropin-Releasing hormone (TRH)-Signalpeptid fusioniert und unter die Kontrolle durch den

neuronalen Thy-1-Promotor gestellt, der spezifisch im Gehirn exprimiert wird. Durch das
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Pri-Pro-TRH-AB, ,,- Fusionspeptid kann das AB,,, nach weiteren Prozessierungsschritten
im endoplasmatischen Retikulum sowie trans-Golgi-Netzwerk nach extrazellulir freigegeben
werden (Y Bouter et al. 2013). Da die Tg4-42-Mauslinie kein humanes APP exprimiert, kon-
nen die Eigenschaften des AB, ,,-Peptids ohne den stérenden Einfluss von APP oder dessen

Spaltprodukten anhand dieses Mausmodells gezielt untersucht werden.

Y Bouter et al. (2013) konnten in hemizygoten dreimonatigen Tg4-42-Miusen eine ausge-
prigte intraneuronale AB,,-Expression vor allem in der CA1-Region des Hippocampus nach-
weisen, die mit zunehmendem Alter der Tiere stark abnahm. Als weitere Regionen mit Af,,-
Expression konnten unter anderem der okzipitale Kortex, der piriforme Kortex, das Striatum
sowie die Colliculi superiores identifiziert werden (Y Bouter et al. 2013). Auf diese AB,,-
Ablagerungen konnte als Reaktion eine ausgeprigte Mikro- sowie Astrogliose im Hippocam-
pusbereich quantifiziert werden, welche bereits in einem Alter von zwei Monaten bei he-
mizygoten Tieren einsetzte. Dartiber hinaus zeigten hemizygote achtmonatige Tg4-42-Tiere
in der CA1-Region des Hippocampus einen signifikanten Nervenzellverlust von rund 38%
im Vergleich zu gleichalten WT-Tieren, demgegeniiber eine Kohorte aus homozygoten Mau-
sen bereits eine Abnahme der Neuronenzahl um 66% aufwies (Y Bouter et al. 2013). Dieser
ausgeprigte Verlust an Nervenzellen konnte auch in den von Y Bouter et al. (2013) durch-
gefithrten Verhaltensexperimenten nachvollzogen werden. So zeigte sich bereits bei achtmo-
natigen homozygoten Tg4-42-Mausen im Vergleich zur gleichaltrigen WT-Kontrollgruppe
eine signifikante Einschrinkung des raumlichen Gedichtnisses, wohingegen hemizygote
Tiere signifikante Gedichtnisstorungen erst in einem Alter von zwo6lf Monaten aufwiesen (Y
Bouter et al. 2013). Weiterfithrende stereologische Quantifizierungen durch Antonios et al.
(2015) deuteten darauf hin, dass signifikante Nervenzellverluste in der CA1-Region im Al-
tersverlauf homozygoter Tg4-42-Mause bereits in einem Alter von rund finf Monaten ein-
setzen. In der vorgenannten Arbeit zeigten zudem die finfmonatigen homozygoten Tg4-42-
Tiere im Vergleich zu dreimonatigen WT-Miusen einen signifikanten Verlust von rund 43%
ihrer Nervenzellen (Antonios et al. 2015). Ebenfalls zeigten die betrachteten homozygoten
Tg4-42-Miuse mit fiinf Monaten erste Anzeichen eines beeintrichtigten rdumlichen Ge-
dichtnisses, welche sich bei sechs- und siebenmonatigen Tieren als deutlich ausgeprigt her-

ausstellten (Antonios et al. 2015).

Insgesamt lassen sich die im Altersverlauf der Tg4-42-Miuse entwickelten schweren Neuro-
nenverluste im Bereich des Hippocampus sowie die daraus resultierenden Gedichtnisdefizite
gut mit der intraneuronalen Expression des AB,, in diesem Bereich korrelieren (Y Bouter et
al. 2014).
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1.10 Die Antikorpertherapie als Behandlungsansatz

Einen Grofiteil der aktuellen therapeutischen Bemithungen kommt der Entwicklung vielver-
sprechender Antikorpertherapien zu. Grundsitzlich wird hierbei eine aktive von einer passi-
ven Form der Immunisierung unterschieden. Nachfolgend soll auf einige der gegenwirtigen

Entwicklungen in kurzer Form eingegangen werden.

1.10.1 Konzept der aktiven Immunisierung

Bei der aktiven Immunisierung wird das korpereigene Immunsystem durch exogene Anti-
gene zur Bildung von spezifischen Antikorpern angeregt (Brody und Holtzman 2008). So
beimpften Schenk et al. (1999) erstmals transgene PDAPP-Miuse, welche das humane APP
tberexprimierten, mit AB,, und konnten hierdurch bei jingeren immunisierten Tieren die
Plaquebildung, Neuritendystrophie sowie Astrogliose fast ginzlich verhindern. Bei dlteren
mit AB,, immunisierten Mausen konnten die genannten Pathologien ebenfalls deutlich redu-
ziert und in ihrer Progression eingeschrinkt werden (Schenk et al. 1999). Aufgrund dieser
aussichtsreichen Ergebnisse wurde das Prinzip der aktiven Immunisierung mit AB,, auf die
klinische Forschung am Menschen tbertragen und der Impfstoff AN1792 entwickelt, der
auf synthetisch erzeugtem AB,, basierte und nachfolgend im Rahmen einer Phase-I-Studie
getestet wurde (AJ Bayer et al. 2005). Bei einem verstorbenen Probanden dieser Studie wurde
in der Autopsie eine Meningoenzephalitis nachgewiesen, welche als eine Nebenwirkung der
durchgefiihrten Immunisierung betrachtet wurde (Nicoll et al. 2003). Dartiber hinaus konnte
auch bei einigen aktiv immunisierten Patienten der Phase-II-Studie im Verlauf die Entwick-
lung einer Enzephalitis beobachtet werden, sodass die Studie frithzeitig abgebrochen werden
musste (Orgogozo et al. 2003). Aufgrund dieser prigenden Erfahrungen sowie den daraus
resultierenden Sicherheitsbedenken konzentrierten sich die weiteren Forschungsbestrebun-

gen vor allem auf die Entwicklung passiver Immunisierungsansitze.

1.10.2 Konzept der passiven Immunisierung

Unter einer passiven Immunisierung wird hingegen das direkte Einbringen von exogenen
Antikérpern in einen Organismus verstanden, die das Immunsystem bei der Erregerabwehr
unterstiitzen (Brody und Holtzman 2008). Bereits kurz nach Erscheinen der initialen Studie
zur aktiven Immunisierung (siehe Absatz 1.10.1) konnte in zwei voneinander unabhingigen
Publikationen gezeigt werden, dass auch durch eine passive Immunisierung mit monoklona-
len gegen AR gerichteten Antikérpern eine ahnliche Reduktion der Plaquepathologie bei
transgenen Miusen erreicht werden konnte (Bard et al. 2000; DeMattos et al. 2001). Dieser
Ansatz wurde in der weiteren Forschung aufgegriffen und zahlreiche Antikorper gegen un-
terschiedliche Epitope des AB entwickelt, die sich zum aktuellen Zeitpunkt in verschiedenen
Phasen der priklinischen bzw. klinischen Erprobung befinden. Auf eine Auswahl dieser An-

tikorper soll im Folgenden niher eingegangen werden.
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1.10.2.1 Solanezumab

Solanezumab ist ein humanisierter, monoklonaler Antikérper vom Typ Immunglobulin-G1
(IgG), welcher direkt gegen die zentrale Region des AB-Peptids (13-28) gerichtet ist und von
Eli Lilly & Co. entwickelt wurde (Y Bouter et al. 2015; Panza et al. 2019). Der Antikorper
bindet vorwiegend an die 16slichen AB-Monomere anstatt an fibrillires A3 (Watt et al. 2014).
Nach vielversprechenden Ergebnissen aus den Phase-11-Studien (Farlow et al. 2012; Siemers
et al. 2010) folgten zwei gro3angelegte Phase-111-Studien mit insgesamt tiber 2000 Proban-
den mit milder bis moderater AD, welche jedoch keine signifikanten Verbesserungen in Be-
zug auf die Kognition oder funktionelle Fahigkeiten der mit Solanezumab behandelten Ko-
horte im Vergleich zur Placebogruppe erbringen konnten (Doody et al. 2014). Auch in einer
sich anschlieBenden Studie, in welcher das Patientenkollektiv aus Patienten mit einer milden
AD-Verlaufsform bestand, konnte die Therapie mit Solanezumab die kognitiven Einschrin-
kungen nicht signifikant beeinflussen (Honig et al. 2018). Aktuell werden unter anderem im
Rahmen einer weiteren Studie die Auswirkungen der Immunisierung mit Solanezumab auf
kognitiv unauffillige Menschen mit nachgewiesener AB-Akkumulation untersucht (Plotkin
und Cashman 2020).

1.10.2.2 Crenezumab

Bei Crenezumab handelt es sich um einen humanisierten, monoklonalen IgG4-Antikorper,
dessen Zielepitop ebenfalls im zentralen Bereich des AR (12-23) liegt und von Genentech,
einem Unternehmen der Hoffmann-L.a Roche AG, entwickelt wurde (Y Bouter et al. 2015;
Rygiel 2016). Im Gegensatz zu Solanezumab hat dieser Antikorper eine hohe Affinitit fiir
hohermolekulare Formen des AB wie Fibrillen, Oligomere oder auch Plaques und eine ent-
sprechend geringere Affinitit fir Monomere (Plotkin und Cashman 2020). In diversen
Phase-1I-Studien konnte Crenezumab keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Pla-
cebogruppe in neuropsychologischen Tests erbringen und auch keine kognitiven sowie kli-
nischen Verbesserungen hervorrufen (Panza et al. 2019). Die anschlieBenden Phase-I111-Stu-
dien wurden im Januar 2019 durch La Roche abgebrochen, da sie voraussichtlich nicht ihre
primiren Endpunkte erreicht hitten (Plotkin und Cashman 2020). Gegenwirtig werden noch
potenzielle Effekte einer Behandlung auf asymptomatische PS1-Mutationstriger untersucht
(Tariot et al. 2018).

1.10.2.3 Bapineuzumab

Bapineuzumab ist ein humanisierter, monoklonaler IgG1-Antikorper, der gegen den N-Ter-
minus des AR gerichtet ist und die AB, ;-Region erkennt (Rygiel 2016). Er wurde durch die
Pharmakonzerne Pfizer und Johnson & Johnson entwickelt. Im Gegensatz zu den anderen
hier erwiahnten Antikérpern werden durch Bapineuzumab keine N-trunkierten bzw. modifi-
zierten AB-Formen gebunden (Y Bouter et al. 2015). Bapineuzumab war der erste monoklo-
nale Antikérper, der nach Einstellung der Studien zu AN1792 am Menschen getestet wurde

(Plotkin und Cashman 2020). Allerdings zeigten die folgenden Studien keine signifikanten
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Ergebnisse in Bezug auf die kognitive Funktion und ergaben sogar Hinweise auf ein erhShtes
Risiko zur Ausbildung eines vasogenen Hirnédems bei der behandelten Patientengruppe
(Salloway et al. 2009). Auch spitere Phase-III-Studien ergaben keine vielversprechenden
Vorteile der Therapie, sodass die Weiterentwicklung daraufhin eingestellt wurde (Salloway et
al. 2014).

1.10.2.4 Gantenerumab

Gantenerumab (Hoffmann-La Roche/Genentech) ist ein vollstindiger humaner, monoklo-
naler IgG1-AntikOrper, der vorzugsweise an fibrillires Af, jedoch nicht an die 16slichen AB-
Formen bindet und eine Phagozytose durch hirneigene Mikrogliazellen auslésen soll (Rygiel
2016). Es konnte gezeigt werden, dass Gantenerumab an zwei nicht zusammenhingende
Regionen des AB-Peptids mit der hochsten Affinitit zu AB,,; sowie AB,4,, binden kann
(Bohrmann et al. 2012; Plotkin und Cashman 2020). Zwei grof3e Phase-I11-Studien scheiter-
ten an einer vorliufigen Futility-Analyse und wurden zu Open-label-Studien umgestaltet
(Ostrowitzki et al. 2017; Panza et al. 2019). Neueren Ergebnissen einer daraus entstandenen
Substudie zufolge, deren Patienten sich in einem prodromalen bis moderaten AD-Stadium
befanden, konnte Gantenerumab die mittels Amyloid-PET objektivierte AB-Plaquebelastung

dieser Probanden nachweislich verringern (Klein et al. 2019).

1.10.2.5 Aducanumab

Bei Aducanumab (Neurimmune/Biogen) handelt es sich ebenfalls um einen vollstindigen
humanen, monoklonalen IgG1-Antikorper, der 16sliche AB-Aggregate und unlosliche Fibril-
len bindet und nur schwach mit AB-Monomeren interagiert (Plotkin und Cashman 2020).
Der Antikorper soll ein lineares Epitop des AB-Peptids binden, welches durch die Amino-
sauren 3-7 geformt wird (Arndt et al. 2018). In einer durchgefihrten Phase-Ib-Studie konnte
durch die Applikation von Aducanumab die mittels PET-Diagnostik ermittelte A3-Belastung
der Studienteilnehmer reduziert und signifikante Verbesserungen der kognitiven Leistungs-
fahigkeit erzielt werden (Sevigny et al. 2016). Zwei daraufhin gestartete Phase-III-Studien
(ENGAGE und EMERGE) wurden allerdings bereits im Marz 2019 vorerst durch Biogen
abgebrochen, da bei einer Zwischenanalyse deutlich wurde, dass beide Studien ihre primiren
Endpunkte zur Verlangsamung des kognitiven Abbaus vermutlich nicht erreichen wiirden
(Plotkin und Cashman 2020). Nachtriglich zeigte jedoch die Auswertung eines gro3eren Da-
tensatzes, dass die initiale Fufility-Analyse fehlerhaft gewesen sein musste und EMERGE
entgegen der vorherigen Annahme doch den primiren Endpunkt erreicht hitte (Plotkin und
Cashman 2020). SchlieBlich reichte Biogen Anfang Juli 2020 einen Zulassungsantrag fiir
Aducanumab bei der US-amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) ein (Fagan
2020), welcher jedoch im November 2020 fast einstimmig abgelehnt wurde (Esang und
Gupta 2021). Trotz weiterhin anhaltender Diskussionen genehmigte die FDA im Juni 2021
im Rahmen eines beschleunigten Zulassungsverfahrens die vorzeitige therapeutische An-

wendung des Antikorpers, dessen klinische Wirksamkeit jedoch innerhalb von neun Jahren
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in einer entsprechenden Phase-IV-Studie nachgewiesen werden muss (Esang und Gupta
2021; Musiek et al. 2021).

1.10.2.6 NT4X

Der NT4X-Antikorper ist ein muriner, monoklonaler IgG2b-Antikorper, welcher in unse-
rem Labor entwickelt wurde und sich aktuell in der priklinischen Testung befindet (T'A Bayer
2021; Y Bouter et al. 2015). Die Entwicklungsschritte des Antikorpers wurden bereits um-
fassend durch Antonios et al. (2013) beschrieben. Der NT4X-Antikorper bindet die oligo-
meren, N-trunkierten Formen AB, ,, sowie A ; 4, jedoch nicht das Volllingenpeptid AB;.
» (Y Bouter et al. 2015). Diese Bindungsfahigkeit basiert im Wesentlichen auf einem Phe-
nylalaninrest an vierter Position der Aminosiuresequenz der AB-Peptide, wie durch Engymze-
linked Immunosorbent Assay-Verfahren demonstriert werden konnte (Antonios et al. 2013). In
humanem Gewebe zeigt NT4X eine dullerst geringe Bindungsaffinitit zu Amyloidplaques,
detektiert jedoch vorhandene Amyloidangiopathien (Y Bouter et al. 2015). Eine relevante
Kreuzreaktivitit zu zerebralen Proteinablagerungen anderer neurodegenerativer Erkrankun-
gen weist NT4X nicht auf (Antonios et al. 2013). Anhand von 7 vitro durchgefithrten Toxi-
zititsbestimmungen konnten die potenziell protektiven Eigenschaften des NT4X-Antikor-
pers durch eine spezifische Reduktion der von AB, ,, sowie AR p;,, ausgehenden Toxizitit
belegt werden (Antonios et al. 2015; TA Bayer 2021). I» vivo konnten bei sechsmonatigen
homozygoten Tg4-42-Miusen durch eine Immunisierung mit NT4X wesentliche Einschrin-
kungen im raumlichen Gedichtnis verhindert und eine signifikante Verminderung des Ner-

venzellverlustes in der CA1-Region des Hippocampus erreicht werden (Antonios et al. 2015).

1.11  Zielsetzung und Fragestellung dieser Arbeit

Der modifizierten Amyloidhypothese zufolge bilden intraneuronale AB-Ablagerungen ein
besonders frihes Ereignis in der Pathogenese der AD (siche Absatz 1.7.4). Insbesondere
AB, 34 sowie AB,,, konnten neben den AB-Volllingenpeptiden als dominierende Fraktio-
nen in den Gehirnen von AD-Patienten nachgewiesen werden (Portelius et al. 2010). In um-
fassenden Studien zeigten Y Bouter et al. (2013) anhand des Tg4-42-Mausmodells, welches
selektiv die AR, ,,-Variante exprimiert, deutliche Nervenzellverluste in der CA1-Region des
Hippocampus mit daraus resultierenden Einschrinkungen des Lernverhaltens sowie des
raumlichen Gedichtnisses der Tiere, welche primar auf die ausgeprigte AR, ,,-Belastung zu-
ruckgefithrt werden konnten. I vitro konnte der toxische Effekt dieses AB, ,,-Peptids durch
den monoklonalen Antikérper NT4X vermindert werden (Antonios et al. 2013). Auch 7
vivo-Experimente an homozygoten Tg4-42-Miusen zeigten deutliche Behandlungseffekte ei-
ner Immunisierung mit dem NT4X-Antikérper hinsichtlich des Arbeits- sowie raumlichen
Gedichtnisses der Tiere. Ferner konnten die zuvor beschriebenen Neuronenverluste in der
CA1-Region bei diesen Tieren durch die Behandlung signifikant gemildert werden (Antonios
et al. 2015).
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Die nachfolgende Arbeit widmet sich insbesondere der weiteren Evaluation des therapeuti-
schen Potenzials des NT4X-Antikorpers sowie des Tg4-42-Mausmodells. Zunichst soll das
Areal des Hippocampus von homozygoten Tg4-42-Tieren detailliert auf eine Expression von
AB,, untersucht werden. AnschlieBend werden junge, dreimonatige homozygote Tg4-42-
Miuse hinsichtlich der Auswirkungen des Transgens in Bezug auf die Nervenzellzahl sowie
das Volumen des GD im Vergleich zu gleichalten WT-Tieren analysiert. Das therapeutische
Potenzial des NT4X-Antikorpers soll folglich anhand von sechs Monate alten homozygoten
Tg4-42-Miusen im Vergleich zu gleichalten Kontrollkohorten evaluiert werden. Hierzu wer-
den als Parameter ebenfalls die Neuronenzahl sowie das Volumen im Bereich des GD und
der CA2/3-Region des Hippocampus betrachtet. AuBerdem erfolgt eine vergleichende Ana-
lyse der Neurogeneserate der NT4X-immunisierten Tiere mit unbehandelten Tg4-42-Miu-
sen. AbschlieBend sollen noch die transgenen Tiere beziiglich neuroinflammatorischer Pro-
zesse (Mikrogliose und Astrogliose) im Hippocampusbereich untersucht und ein moglicher

Einfluss der Immunisierung mit NT4X beurteilt werden.
Zusammenfassend soll diese Arbeit detailliert auf folgende Fragestellungen eingehen:

1. Zeigen neben der CA1-Region weitere Areale des Hippocampus eine Expression von AB,,

in homozygoten Tg4-42-Miusen?

2. Kommt es bereits bei jungen, dreimonatigen homozygoten Tg4-42-Tieren zu Verinde-

rungen der Neuronenzahl oder des Volumens im Bereich des GD?

3. Wie wirkt sich die Immunisierung mit NT4X auf die Nervenzellzahl und das Volumen im

Bereich des GD sowie der CA2/3-Region bei homozygoten Tg4-42-Miusen aus?

4. Wie beeinflusst die Gabe von NT4X die Neurogeneserate in der SGZ des GD bei diesen

Tieren?

5. Welchen Einfluss hat der NT4X-Antikérper auf neuroinflammatorische Prozesse im Hip-

pocampusbereich bei homozygoten Tg4-42-Miusen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.11 Chemikalien, Reagenzien und Kits

In der nachfolgenden Tabelle 1 werden alle Chemikalien, Reagenzien und Kits, welche fiir
die beschriebenen Experimente verwendet wurden, in alphabetischer Reihenfolge aufge-
fuhrt.

Tabelle 1: Chemikalien, Reagenzien und Kits

Chemikalie /Reagenz/Kit Hersteller, Stadt, Land

100 bp Desoxyribonukleinsiure (DNA) Ladder Bioron GmbH, Ludwigshafen, D

10x Reaktionspuffer Axon, Kaiserslautern, D

30% D(+)Saccharose-Losung Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Agarose SeaKem® LE Biozym Scientific GmbH, Oldendotf, D
Ameisensdure (Methansiure) Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D
Avidin-Biotin-Complex (ABC) — Vectastain Kit Vector Laboratories, Butlingame, USA
Borsiure Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D
Citronensaure Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D
Diaminobenzidin (DAB)-Peroxidase-Substrate-Kit SK-4100 Vector Laboratories, Burlingame, USA
Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D
Hssigsiure (100%) Merck, Darmstadt, D

Ethanol 99% vergillt ChemSolute GmbH & Co. KG, Renningen, D
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA) AppliChem GmbH, Darmstadt, D
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Chemikalie /Reagenz/Kit

Hersteller, Stadt, Land

Fetales Kilberserum (FCS)

Biochrom GmbH, Berlin, D

Himatoxylin-Losung

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

HD Green Plus DNA Stain

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Géttin-

gen, D
Isopropanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D
Kresylviolett Fluka Chemie, Minchen, D
Lysepuffer Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

Magnesiumchlorid (MgClp)

Axon Labortechnik GmbH, Kaisetrslautern, D

Milchpulver

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

Natriumacetat-Trihydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

Paraffin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)

Biochrom GmbH, Berlin, D

Primer AB3-42 for2 5’3’ - TCCGGCCAGAACGTCGATTC

Eurofins Genomics, Ebersberg, D

Primer AB3-42 rev2 5’3" - GGAGAAGCAAGACCTCTGC

Eurofins Genomics, Ebersberg, D

Proteinase K

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

Reinstwasser (dH20)

AG Bayer, Géttingen, D

Roti® Histofix (4%ige phosphatgepufferte Formaldehydlésung,
PFA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

Roti®-Histokit (Einbettmedium)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D
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Chemikalie /Reagenz/Kit

Hersteller, Stadt, Land

Roti®-Mount FluorCare DAPI (Fluoreszenz-Einbettmedium)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

Taq-Polymerase

Axon Labortechnik GmbH, Kaisetrslautern, D

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Merck, Darmstadt, D

Triton™ X-100 (Alkylphenylpolyethylenglykol)

Merck, Darmstadt, D

Wasserstoffperoxid (H202)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

Xylol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Katlsruhe, D

2.1.2 Technische Apparaturen

In Tabelle 2 werden alle verwendeten technischen Apparaturen alphabetisch und mit ihren

jeweiligen Herstellerinformationen aufgelistet.

Tabelle 2: Geriteliste

Gerit Hersteller, Stadt, Land

BlueCube 300 SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Heraeus Wirmeschrank ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
HistoCore Arcadia C (Kiihlplatte) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D
LEICA CM1850 UV (Kryostat) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D
LEICA EG 1140H (Paraffin-Einbett-Station) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, D
MEDAX Wirmebad Nagel GmbH, Kiel, D

Microm HM335 (Mikrotom) Microm, Walldorf, D

Mikrowelle NN-E201 WM Panasonic, Kadoma, JPN
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Gerit

Hersteller, Stadt, Land

MoticamPro 282B Digitalkamera

Motic Asia, Kowloon, Hong Kong, CHN

NanoDrop™ One C Photospektrometer

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Nikon DS-Qi2 Kamera

Nikon Corporation, Tokio, JPN

Nikon ECLIPSE Ti Mikroskop

Nikon Corporation, Tokio, JPN

Olympus BX51 Mikroskop

Olympus, Shinjuku, JPN

Thermocycler

SensoQuest, Hamburg, D

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg, D

UNO-Thermoblock

Biometra GmbH, Géttingen, D

2.1.3 Weitere Utensilien

In Tabelle 3 werden weitere Utensilien und Produkte alphabetisch aufgelistet, die im Rahmen

der durchgefthrten Experimente eine Verwendung fanden.

Tabelle 3: Weitere Utensilien und Produkte

Produkt

Hersteller, Stadt, Land

Corning Costar Netwell Plates (12-Lochplatte)

Corning, New York, USA

Deckglischen (24 x 60 mm)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Elektrophoresekammer BlueMarine™ 100 + 8 Kammer-

Gelkamm 1 mm

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D

Eppendorfgefil

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, D

IVC-Kifig

Tecniplast, Hohenpeifienberg, D

Microtome Blades C35

Feather, Osaka, JPN

Pap Pen (Lipidstift)

Kisker Biotech, Steinfurt, D
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Produkt Hersteller, Stadt, Land
PCR-Gefil3e Greiner Bio One GmbH, Kremsmunster, A
Pipetten Eppendorf, Wesseling-Berzdotf, D

Rotilabo® Einbettkassetten

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Superfrost® Objekttriger

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Tissue-Tek® O.C.T Compound Gewebekleber

Sakura Finetek GmbH, Staufen, D

Transferpipetten (3,5 ml)

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, D

2.1.4 Antikorper

In Tabelle 4 (Primare Antikérper) sowie Tabelle 5 (Sekundire Antikérper) werden die ver-

wendeten Antikérper in alphabetischer Reithenfolge aufgefithrt. Diesen werden in den nach-

folgenden Tabellen ihre jeweilige Verwendung sowie die eingesetzte Konzentration zugeord-

net.

Tabelle 4: Primire Antikorper

Antikorper Host Epitop Hersteller Verwendung/Konzentration
Abeta42 Hase ABs7.42 Synaptic Systems, | IH (1:500)
Géttingen, D
Doublecortin Hase Doublecortin Synaptic Systems, | FF (1:4000)
DCX) Géttingen, D
GFAP Hase GFAP Synaptic Systems, | IH (1:1000),
. Géttingen, D
(Astroglia) fl. IH (1:1000)
IBA-1 Meerschwein | IBA-1 Synaptic Systems, | IH (1:1000),
. . Géttingen, D
(Mikroglia) fl. IH (1:500)
NT4X Maus ABp1-42, ABprsx, ABax | AG Bayer, Géttingen, | 1 (1:100)
D
Solanezumabps | humanisiert Mittlere AB-Domine Bl Lilly and fl. IH (1:2500)
(biosimilar)
Company,
Indianapolis, USA

*“1: (Antonios et al. 2013)

Verwendung: (I) Immunisierung, (IH) Immunhistochemie, (FF) Free-floating Verfahren, (fl. IH) Fluoreszenz-Immunhis-

tochemie
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Tabelle 5: Sekundire Antikorper

Antikorper Host Verbindung Hersteller Verwendung/Konzentration
Anti-Hase Schwein biotinyliert FF (1:250), IH (1:200)

Jackson

Immunoresearch

Laboratories,

Sulfolk, UK

Anti-Hase (488 nm) Esel fluoreszierend ThermoFisher Sci- | fl. IH (1:200)
entific, Waltham,
USA

Anti-Human (594 nm) | Esel fluoreszierend ThermoFisher Sci- | fl. IH (1:200)
entific, Waltham,
USA

Anti-Meerschwein Esel biotinyliert Jackson IH (1:200)
Immunoresearch
Laboratories,

Sulfolk, UK

Anti-Meerschwein Ziege fluoreszierend ThermoFisher Sci- | fl. IH (1:200)
(650 nm) entific, Waltham,
USA

Verwendung: (IH) Immunhistochemie, (FF) Free-floating Verfahren, (fl. IH) Fluoreszenz-Immunhistochemie

2.1.5 Tiere

2.1.5.1 Allgemeines und Haltungsbedingungen

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Versuchstiere entstammten der Spezies der
Hausmaus (Mus musculus). Als Vergleichskohorte dienten WT-Tiere aus der Mauslinie
C57Bl/6] (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA). Die Tiere wurden nach den Vot-
gaben der ,,Gesellschaft fiir Versuchstierkunde® (GV-SOLAS) sowie der ,,Federation of Eu-
ropean Laboratory Animal Science Associations® (FELASA) behandelt. Simtliche experi-
mentelle Studien an den Versuchstieren wurden vom Niedersichsischen Landesamt fiir Ver-
braucherschutz und Lebensmittelsicherheit bewilligt und von speziell ausgebildeten Mitglie-
dern der Arbeitsgruppe durchgefithrt. Die Miuse wurden unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen (SPF) in der zentralen tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitits-
medizin Géttingen (UMG) in einzeln belifteten IVC-Kifigen gehalten. Diese Kifige wiesen
die Abmessungen 32 cm Linge x 15 cm Breite x 14,5 cm Hohe auf. Sowohl Futter als auch

Wasser standen den Tieren zu jeder Zeit in ausreichender Menge zur freien Verfigung.

2.1.5.2 Immunisierungsprotokoll

Um das therapeutische Potential des monoklonalen Antikorpers NT4X zu evaluieren, wur-
den homozygote Tg4-42-Mause mit diesem Antikorper passiv immunisiert (Antonios et al.

2015). Ab einem Lebensalter von drei Monaten erhielten die homozygoten Tg4-42-Mause
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tber einen Zeitraum von zwolf Wochen je eine wochentliche intraperitoneale Injektion des
NT4X-Antikorpers (Antonios et al. 2015). Die Dosierung erfolgte gewichtsadaptiert mit
10 mg/kg Korpergewicht NT4X verdiinnt in einer sterilen PBS-Losung mit einem pH von
7,4 (Antonios et al. 2015). Als eine der Kontrollgruppen dienten homozygote Tg4-42-Tiere,
welche anstatt des NT4X-Antikorpers im gleichen Zeitintervall gewichtsadaptierte, intrape-
ritoneale Injektionen ausschlief3lich mit steriler PBS-Losung erhielten (nachfolgend als ,,PBS-
Tiere* bezeichnet). Eine weitere Kontrollkohorte bildeten unbehandelte, gleichaltrige WT-
Miuse aus der C57Bl/6]-Mauslinie.

2.1.6 Aufbereitung des Hirngewebes

Die Versuchstiere wurden nach der letzten intraperitonealen Injektion beziehungsweise nach
sechs Lebensmonaten mittels CO,-Anisthesie betdubt und durch zervikale Dislokation ge-
totet. AnschlieBend erfolgte die Priparation des Schidels sowie die Teilung des Gehirns in
beide GroBhirnhemisphiren. Die linke Hemisphire wurde nach der Fixierung in PFA fir
bis zu drei Tage in 30%iger Saccharoseldsung bei rund 4°C gelagert. AnschlieBend wurde
das Priparat eingefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die rechte
GroBhirnhemisphire wurde hingegen direkt in speziellen Einbettkassetten verpackt und fiir
mindestens 72 Stunden in einer 4%igen PFA-L6sung gelagert, ehe das Gewebe nachfolgend
in Paraffin fixiert werden konnte. Simtliche Handlungen erfolgten ausschlief3lich durch spe-

ziell geschultes und autorisiertes Personal unserer Arbeitsgruppe.

2.2 Methoden

2.2.1 Genotypisierung von Tg4-42-Miusen

Um das Transgen in Tg4-42-Miusen nachzuweisen wurde exemplarisch aus Mausschwanz-
biopsien die DNA isoliert und die entsprechenden Genabschnitte durch eine Polymerase-
Kettenreaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR) amplifiziert und gelelektrophoretisch diffe-

renziert.

2.2.1.1 DNA-Extraktion aus Schwanzbiopsien

Eine Mausschwanzbiopsie wurde in ein Eppendorfgefal mit 200 pl Lysepuffer [100 mM
Tris/HCI (pH 8,5), 5 mM EDTA, 0,2% Natriumdodecylsulfat (SDS), 100 mM NaCl] und
Proteinase K [10 ul/ml in wisstiger Losung] gegeben. Darauf wurde das Gewebe fiir ca.
20 Stunden bei 56°C im Thermomixer (~450 U/min) lysiert. AnschlieBend wurde die Probe
fir 20 Minuten bei 17.000 U/min und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefil3 mit 200 ul kaltem Isopropanol gegeben. Die Probe wurde geschwenkt, bis
ein DNA-Prizipitat sichtbar war und erneut fir 10 Minuten bei 13.000 U/min bei Raum-
temperatur zentrifugiert. Nachfolgend wurde der Uberstand abgegossen und das Pellet mit

200 ul kaltem 70%igem Ethanol gewaschen und nochmals bei 13.000 U/min zentrifugiert.
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Nach einem erneuten Waschschritt wurde der Uberstand verworfen und eventuelle Ethanol-
reste vorsichtig abpipettiert. Darauthin wurde das Pellet bei 56°C fiir etwa eine Stunde auf
dem Thermoblock getrocknet. Das Pellet wurde anschlieBend in 30 ul Reinstwasser gelost

und uber Nacht bei 56°C im Thermomixer inkubiert.

2.2.1.2 Quantifizierung der DNA Konzentration

Die Konzentration der zuvor isolierten DNA wurde mittels Nano Drop One C Photometer
gemessen. Hierzu wurden jeweils 2 ul der Proben nacheinander auf den Messarm pipettiert
und quantifiziert. Als Leerwert diente hierbei der gemessene Wert fiir das verwendete Reinst-
wasser, in dem die DNA zuvor gelost wurde. Die Konzentrationen der Nukleinsiuren
[ng/ul] sowie deren Reinheit (260/280) wurde notiert und die jeweiligen Proben auf eine

einheitliche Konzentration von 20 ng/ul verdinnt.

2.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion

Von den verdinnten DNA-Proben (20 ng/ul) wurden jeweils 2 ul mit 18 pl eines PCR-
Mastermixes (siche Tabelle 0) in spezielle PCR-Gefif3e (0,2 ml) gegeben und anschlieBend

nach dem in Tabelle 7 dargestellten Protokoll in einem Thermocycler amplifiziert.

Tabelle 6: Mastermix fiir eine Tg4-42-PCR

Reagenz Volumen [pl]
APB3-42 for2 Primer 1,0

AB3-42 rev2 Primer 1,0

dNTPs 2,0

MgCl; (25 mM) 1,6

10x Reaktionspuffer 2,0

H,O 10,2

Taq Polymerase 0,2

Tabelle 7: Protokoll der Temperaturzyklen im Thermocycler

Schritt Dauer [s] Temperatur [°C]
1. 180 94

2. 45 94

3. 60 58

4. 60 72

5. Wiederholen von Schritt 2.-4. (35 Mal)

6. 300 72

7. oo 4
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2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung eines 2%igen Agarose-Gels wurden 50 ml 5x TBE-Puffer pH 8,3 [54,5 g/1
Ttis, 27,8 g/1 Borsiure, 20 ml 0,5 M Na,EDTA pH 8,0] mit 200 ml Wasser gemischt. Hiervon
wurden 35 ml mit 0,7 g Agarose in der Mikrowelle bei ~300 W aufgekocht und der Rest in
cine Elektrophoresekammer gefillt. AnschlieBend wurde das Gemisch auf 65°C abkiihlen
gelassen, mit 2 ul HD Green Plus DNA Stain versetzt und in eine Gie3schale gegossen, die
mit einem Kammer-Gelkamm besttickt wurde. Das abgekiihlte Agarose-Gel wurde darauf-
hin vorsichtig in die mit TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer gelegt. Dann wurden
die Taschen des Gels jeweils mit 10 pul der DNA-Proben aus der PCR, gemischt mit 2 ul
Ladepuffer, befillt. Als Referenz diente ein 100 bp DNA Ladder, der ebenfalls in eine der
Taschen pipettiert wurde. Nachfolgend wurde fir etwa 30 Minuten eine Spannung von
135 Volt angelegt. AbschlieSend wurde das Gel in dem BlueCube 300 unter UV-Licht mit

einer Wellenlinge von 312 nm analysiert.

2.2.2 Analyse der AB,,-Expression in Tg4-42-Miusen

Zur Analyse des AB,,-Expressionsverhaltens in Tg4-42-Miusen wurden Gewebeschnitte
von drei Monate alten, homozygoten Tieren der Tg4-42-Mauslinie mikroskopisch unter-
sucht. Dafiir wurden mit dem AB,,-spezifischen Antikérper Abeta42 (siche Tabelle 4) im-
munhistochemisch angefirbte Priparate verwendet. Diese gefirbten Gewebeschnitte wur-
den freundlicherweise von PD Dr. rer. nat. Yvonne Bouter zur Verfiigung gestellt und dirfen
im Rahmen dieser Dissertation verwendet werden. Die Aufnahme der dargestellten Bilder
erfolgte mithilfe eines Olympus BX51-Mikroskops, das mit einer MoticamPro 282B Digital-

kamera ausgestattet war.

2.2.3 Quantifizierung der Neuronenzahl und des Volumens

2.2.3.1 Herstellung histologischer Schnitte am Kryostat

Mittels eines Kryostaten wurden jeweils die linken GrofBhirnhemisphiren der Mause in
30 um dicke Schnitte zerteilt. Hierzu wurden die Hemisphiren in vertikaler Ausrichtung mit
Gewebekleber auf dem Schneideblock des Kryostaten fixiert. Die gesamte Gehirnhilfte
wurde in koronarer Ebene geschnitten und die Gewebeschnitte in fester Reihenfolge auf
zehn beschriftete Glaschen verteilt. Folglich befand sich jeder zehnte Schnitt des Gehirns in
demselben Gefaf3. Schlieflich wurden die Gewebeschnitte bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

2.2.3.2 Kresylviolett-Fiarbung

Mit der nachfolgend beschriebenen Kresylviolett-Farbung wurden in den nach Absatz
2.2.3.1 angefertigten Gewebeschnitten die Nervenzellen angefiarbt, um diese spiter stereolo-

gisch quantifizieren zu kénnen. Die gefrorenen Gehirnschnitte wurden dazu in kalter 0,01 M
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PBS-Lésung rehydriert, vorsichtig auf Objekttriger aufgezogen und tber Nacht bei 37°C

getrocknet.

Am Vortag der eigentlichen Firbung wurden die benétigten Losungen angesetzt. Zuerst
wurden 13,61 g Natriumacetat-Trihydrat in 100 ml destilliertem Wasser gel6st und somit eine
1 M Natriumacetatlosung hergestellt (genannt Stammlésung 1A). Von dieser Stammlésung
1A wurden 40 ml mit 9,6 ml 100%iger Essigsidure vermischt und mit destilliertem Wasser
auf ein Gesamtvolumen von 1000 ml aufgefillt, wodurch die Arbeitslésung 1B entstand. Zur
Herstellung der Firbelosung wurden 0,1 g Kresylviolett in 1000 ml der Arbeitslosung 1B
gelost und tber Nacht auf einer Magnetrihrplatte verrithrt. Die Lésung wurde durch Alu-
miniumfolie vor direktem Lichteinfall geschiitzt und unmittelbar vor Gebrauch gefiltert. Fir
die Delipidierung wurde aus 0,2 ml Triton X-100 und 9,8 ml destilliertem Wasser unter ein-
stindigem Rihren die Stamml6sung 3A hergestellt. Aus 2,5 ml Stammlosung 3A, 50 ml des-
tilliertem Wasser sowie 150 ml 100%igem Ethanol entstand wiederum die benotigte Arbeits-

l6sung 3B.

Am darauffolgenden Tag wurden die Gewebeschnitte zuerst durch folgenden Ablauf entfet-
tet: zweimal 10 Minuten in Arbeitslésung 1B, darauf 20 Minuten in Arbeitslésung 3B und
erneut zweimal 10 Minuten in Arbeitslésung 1B. Nach abgeschlossener Delipidierung er-
folgte zweimal fur je 8 Minuten die Firbung mittels gefilterter Kresylviolett-Losung. Danach
wurden die Schnitte dreimal fiir jeweils 1 Minute in Arbeitslésung 1B gewaschen und mit
einer Alkoholreihe dehydriert: zuerst fiir 3 Minuten in 100%igem Ethanol, gefolgt von 10 Mi-
nuten in Isopropanol und zweimal fiir je 5 Minuten in Xylol. AbschlieSend wurden die Ge-
webeschnitte unter Verwendung eines synthetischen Einschlussmittels mit Deckglischen

eingebettet.

2.2.3.3 Design-basierte Stereologie

Zur Ermittlung der Nervenzellzahl wurde die design-basierte Stereologie angewendet. Ver-
wendet wurde dafiir ein Olympus BX51-Mikroskop mit einem motorisierten Objekttisch
sowie die Software Stereo Investigator 7. Die design-basierte Stereologie ermoglicht es auf
Basis von zweidimensionalen Bildaufnahmen Aussagen iiber die dreidimensionale Struktur
eines Gewebes zu treffen (West 2012) und damit diverse Parameter wie etwa Volumen oder
Zellzahl zu errechnen. Dies kann unabhingig von Grofe, Form, raumlicher Orientierung
oder riumlicher Verteilung des Gewebes geschehen (West 2002). Mithilfe der optical fractio-
nator-Methode kann ausgehend von einer systematischen Stichprobe reprisentativ und er-
wartungsgetreu (#nbiased) auf die Gesamtzellzahl einer bestimmten Hirnregion geschlossen
werden (Schmitz und Hof 2005; West et al. 1991). Diese Systematik spiegelt sich in der zu-
falligen Auswahl der nach Absatz 2.2.3.1 erstellten Glidschen mit Hirngewebe wieder, deren
Schnitte einen festen Abstand von 300 pm zueinander aufwiesen, da nur jeder Zehnte der
30 um dicken Gewebeschnitte fir die folgende stereologische Auswertung herangezogen

wurde.
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Die stereologische Quantifizierung erfolgte anhand der nach Absatz 2.2.3.2 mit Kresylviolett
angefirbten Hirnschnitte fur die granulire Zellschicht des GD sowie die CA2- und CA3-
Region des Hippocampus. Zur Eingrenzung sowie Differenzierung der vorstehend genann-

ten Hirnregionen wurde der Maushirnatlas von Franklin und Paxinos (2001) verwendet.

/ﬂ w Bregma -2,92 Bregma -3,80

- fi
D 3 ) f
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Abbildung 3: Ubersicht iiber den Bereich des GD. Das Zihlgebiet fiir den GD wurde auf einen Bereich
zwischen Bregma -1,34 mm bis -3,80 mm eingegrenzt. Der GD ist auf der Abbildung rot hervorgehoben. Die

Bildausschnitte entstammen dem Maushirnatlas von Franklin und Paxinos und wurden entsprechend modifi-
ziert (Franklin und Paxinos 2001).

Bregma -0,94 Bregma -3,16 Bregma -3,52
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Abbildung 4: Ubersicht iiber die CA2- und CA3-Region des Hippocampus. Die Auswertung der CA2-

und CA3-Region erfolgte aufgrund der ungenauen Abgrenzbarkeit voneinander in kombinierter Form von

Bregma -0,94 mm bis -3,52 mm, wobei die CA2-Region bis einschlieBlich etwa Bregma -2,70 mm berticksichtigt
wurde. Das Zihlgebiet ist in der Abbildung griin dargestellt. Die Bildausschnitte entstammen dem Maushirn-

atlas von Franklin und Paxinos und wurden entsprechend modifiziert (Franklin und Paxinos 2001).

Zunichst wurde die entsprechende Hirnregion in vierfacher VergroBerung des Mikroskops
manuell umrandet. AnschlieBend wurde die umrandete Region durch die Software mit einem
Raster (sampling grid), welches nach zuvor festgelegten und fiir die jeweilige Hirnregion spe-
zifischen Parametern (siche Tabelle 8) erzeugt wurde, iiberzogen und zufillig Zahlrahmen
(counting frames) gleichmil3ig auf die zu quantifizierende Flache verteilt. Hierbei wurde die 100-
fache VergroBerung des Mikroskops verwendet. Fur jeden der auszuwertenden Zahlrahmen
wurde folglich die Schnittdicke individuell gemessen und durch eine zuvor festgelegte gptical

disector height von 5 pm zu einem dreidimensionalen Gebilde erginzt. Als #op guard zome wurden
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2 um gewihlt. Eine schematische Darstellung des Zihlrahmens sowie eine kurze Erlduterung

der angewandten stereologischen Zahlregeln findet sich nachfolgend in Abbildung 5.

Tabelle 8: Parameter der stereologischen Analysen

Parameter Gyrus dentatus CA2/3-Region
Sampling Grid (X) (um) 133 80
Sampling Grid (Y) (um) 75 120
Sampling Grid Area (XY) (um?) 9975 9600
Counting Frame Width (X) (um) 14 14
Counting Frame Height (Y) (um) 14 14
Counting Frame Area (XY) (um?) 196 196
Disector Height (Z) (um) 5 5
Disector Volume (XYZ) (um?) 980 980
Thickness of mounted tissue (um) 30 30
Section Periodicity 10 10

.“un

Abbildung 5: Schematische Veranschaulichung des Zihlrahmens sowie kurze Erlduterung der Stere-

14 pm

ologie-Regeln. Es wurden ausschliefllich Nervenzellen mit scharfen Zellkernen gezihlt, die sich innerhalb
des vorgegebenen Zihlrahmens befanden oder zumindest die griinen Begrenzungslinien beriihrten (4, 5). Nicht
gezihlt wurden Zellen, welche sich auBlerhalb des Zihlrahmens (2) befanden oder in Kontakt zu den roten

Begrenzungslinien standen (1, 3). Abbildung erstellt nach Schmitz und Hof (2005).

Die entsprechenden Nervenzellzahlen wurden anhand der nachfolgenden Formeln errech-
net (Schmitz und Hof 2005). Die Gleichung 1) stellt die Gesamtgleichung dar. Die Gleichun-

gen 2), 3) und 4) veranschaulichen die Berechnung der einzelnen Faktoren.
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1) P =asf xssf xtsf

sampling grid area (xy)

2) asf =

sampling frame area (xy)

3) ssf =10 (nur jeder 10.Schnitt wird verwendet)

__ number weighted mean section thickness

4) tsf =

disector height (z)

Die aus der Gesamtgleichung berechnete Zahl P wurde mit der ermittelten Neuronenzahl
(total markers connted) multipliziert, sodass sich folglich die Nervenzellzahl des untersuchten

Gewebeschnittes Ng,.i.. x ergab.

5)  Nschnieex = P X #otal markers connted

AbschlieBend wurden die Neuronenzahlen der jeweiligen Abschnitte (Ng,. x) addiert, um

die Gesamtnervenzellzahl (N, zu erhalten.

6) Ngesamt = NSchnitt 1 T Nschaite 2 + NSchaiee 3 + ...

Zur Berechnung des Volumens der jeweiligen Hirnregion wurde die Formel ,,Cavalieri’s E-
stimator of Morphometric Volume V. verwendet, die nachfolgend dargestellt ist (Rosen
und Harry 1990).

Ve=d [Z(yz)] = (1) Ymax

d: Abstand zwischen den analysierten Schnitten (300 pm)
y;: Flache von Schnitt; [pm?]
t: jeweilige Schnittdicke [pm]

Vinax: grofite gemessene Flache [pm?]

Das Produkt (t)Ymay wird zur Korrektur einer moglichen Uberschitzung von der oben

angefithrten Formel subtrahiert.
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2.2.4 Quantifizierung der Neurogenese

2.2.4.1 Free-floating-Immunhistochemie

Um die Neurogenese in transgenen Tg4-42-Miusen genauer zu untersuchen, wurden die mit
dem Kryostaten hergestellten Gewebeschnitte (siche Abschnitt 2.2.3.1) mit einem Antikor-
per gegen DCX im free-floating-Verfahren immunhistochemisch angefirbt. Da diese scho-
nende Firbemethode die Diffusion der Reagenzien erleichterte, konnte das Gewebe gleich-

miBig von allen Seiten und unter gutem Erhalt der Morphologie angefirbt werden.

Zuerst erfolgte die zufillige Auswahl eines der bei -80°C tiefgefrorenen Gldschen aus der
Schnittserie eines Mdusehirns, welches jeden Zehnten Schnitt des Hirngewebes einer Maus
enthielt. Die Gewebeschnitte wurden nachfolgend direkt in ihrem Glas mit 4°C kaltem
0,01 M PBS hydriert und glischenweise separat in spezielle free-floating-Siebe Gberfihrt, in
denen sie zundchst fiir insgesamt 15 weitere Minuten mit kaltem 0,01 M PBS rehydriert wur-
den. Zur Blockade endogener Peroxidaseaktivitit erfolgte ein 30-miniitiger Block in einer
Losung aus 0,01 M PBS und 30%igem H,O,. AnschlieSend folgten drei je zehnmintitige
Waschschritte mit 0,01 M PBS und 0,1% Triton zur Permeabilisierung der Zellmembranen,
gefolgt von 1 Minute in 0,01 M PBS. Unspezifische Bindestellen wurden durch die nachfol-
gende einstiindige Inkubation in einer Losung aus 10% FCS mit 4% Milchpulver in 0,01 M
PBS bei Raumtemperatur blockiert. Daraufhin erfolgte schlief3lich die Inkubation mit dem
primiren Antikorper gegen DCX (siche Tabelle 4) in einer Konzentration von 1:4000 mit
10% FCS in 0,01 M PBS iiber Nacht bei Raumtemperatur.

Am nichsten Tag wurden die Schnitte erneut drei Waschgingen von je 10 Minuten in 0,01 M
PBS mit 0,1% Triton unterzogen. Nach einer weiteren Minute in 0,01 M PBS wurden die
Gewebeschnitte mit dem entsprechenden biotinylierten sekundiren Antikérper (siehe Ta-
belle 5) in einer Konzentration von 1:250 mit 10% FCS in 0,01 M PBS fir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Vor Inkubation mit der ABC-Losung, welche aus 10% FCS, Lo6-
sung A (1:100) und Lésung B (1:100) in 0,01 M PBS nach Herstellervorgaben pripariert und
fir mindestens 30 Minuten bei 4°C gelagert wurde, wurden die Schnitte dreimal fiir jeweils
10 Minuten in 0,01 M PBS gereinigt. Insgesamt verblieben die free-floating-Siebe fur 1,5 Stun-
den bei Raumtemperatur in der ABC-Losung, ehe nochmals drei Waschschritte in 0,01 M
PBS folgten, um die Riickstinde der ABC-Losung zu entfernen. Darauthin wurden die Ge-
webeschnitte fiir 2 Minuten mit DAB-Losung, welche mittels DAB Peroxidase Substrate Kit
gemal3 Gebrauchsanweisung hergestellt wurde, gefirbt und erneut dreimal je 10 Minuten in
0,01 M PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte auf Objekttriger gezogen und

tber Nacht im Trockenschrank getrocknet.

Am letzten Tag der Farbung wurden die Priparate zunachst fir 10 Minuten in 0,01 M PBS
hydriert und daraufhin fir 40 Sekunden mit Himatoxylin-Losung gegengefirbt. Im An-
schluss wurden sie kurz in destilliertes Wasser eingetaucht und fir 5 Minuten unter fliefen-

dem Leitungswasser abgesptlt. Die Gewebeschnitte wurden dann mit einer aufsteigenden
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Alkoholreihe aus 1 Minute 70%igem Ethanol, 5 Minuten 95%igem Ethanol und 10 Minuten
100%igem Ethanol dehydriert. Nach zweimal jeweils 5 Minuten in Xylol wurden die Pripa-
rate abschlieBend mit synthetischem Einschlussmittel eingebettet und mit Deckglaschen ver-

sehen.

2.2.4.2 Analyse der Neurogenese

Zur Analyse der Neurogenese wurden die nach Abschnitt 2.2.4.1 mit dem DCX-Antikorper
angefirbten Gewebeschnitte verwendet. Die Auswertung erfolgte mithilfe eines Olympus
BX51-Mikroskops mit motorisiertem Objekttisch und der Software Stereo Investigator 7.
Zunichst wurden in vierfacher Vergrof3erung des Mikroskops die Anschnitte des GD loka-
lisiert und wie in Abbildung 6A beispielhaft dargestellt umrandet. Die umrandete Fliche
wurde folglich in 100-facher Vergro3erung mithilfe des Meander Scan-Modus der Software

systematisch abgefahren und die briaunlich angefirbten Neurone manuell markiert (siche Ab-
bildung 6B).

Abbildung 6: Schematische Darstellung zur Methodik der stereologischen Quantifizierung der Neu-
rogenese. Die Abbildung A zeigt exemplarisch die Markierung des GD, in dessen SGZ sich die in Abbildung
B dargestellten braunlich angefirbten Zellen befanden. Bei diesen Zellen handelte es sich um die zur Analyse

markierten Perikarya der DCX-positiven Neurone.

Die Anzahl an DCX-positiven Neuronen pro einzelnem Gewebeschnitt (Ny;,.) wurden
nachfolgend addiert, sodass sich daraus die Anzahl aus allen betrachteten Schnitten (Nguie)
ergab. Da jedoch nur jeder zehnte Gewebeschnitt eines Maushirns zur Analyse verwendet
wurde, musste die Summe aller betrachteten Schnitte (Ng,,o) mit dem Faktor 10 multipli-
ziert werden, um die Gesamtzahl DCX-positiver Neurone (N, in der SGZ des GD in-

nerhalb einer Hirnhemisphire zu erhalten.
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2.2.5 Quantifizierung der Mikro- und Astrogliose

2.2.5.1 Schneiden am Mikrotom

Fir die durchgefihrten immunhistochemischen Firbungen wurden die bei -80°C tiefgefro-
renen rechten Grofhirnhemisphiren der Mause in Paraffin eingebettet und mithilfe eines

Rotationsmikrotoms geschnitten.

Hierftr wurden die Paraffinblocke zuerst fiir einige Minuten auf einer Kihlplatte herunter-
gekihlt und anschlieBend ins Mikrotom eingespannt. Das Gewebe wurde nachfolgend in
sagittaler Ebene mit einer Schnittdicke von 4 um geschnitten und die einzelnen Paraffin-
schnitte vorsichtig in ein kaltes Wasserbad beférdert. Darin wurde das Gewebe auf Objekt-
triger gezogen und zur Faltenglittung in ein 53°C heilles Wasserbad tberfiihrt. Bevor die

Schnitte nun gefirbt werden konnten, wurden sie iber Nacht bei 37°C getrocknet.

2.2.5.2 3,3’-Diaminobenzidin-Immunhistochemie

Die nach Abschnitt 2.2.5.1 erstellten Paraffinschnitte wurden zur Quantifizierung der Mikro-
bzw. Astrogliose mit den primiren Antikérpern IBA-1 und GFAP (sieche Tabelle 4) ange-
farbt.

Daftr wurden die Gewebeschnitte zunichst zweimalig in Xylol fiir jeweils 5 Minuten depa-
raffiniert und anschlieBend mittels absteigender Alkoholreihe hydriert: anfangs fir 10 Minu-
ten in 100%igem Ethanol, gefolgt von jeweils 5 Minuten in 95%igem und 70%igem Ethanol.
Darauf folgte 1 Minute in destilliertem Wasser. Zur Blockade endogener Peroxidasen er-
folgte ein 30-minttiger Peroxidaseblock aus 200 ml 0,01 M PBS mit 2 ml 30%igem H,O,
und darauf erneut 1 Minute in destilliertem Wasser. Zur Antigendemaskierung wurden die
Schnitte fir 10 Minuten in 10 mM Citratpuffer in der Mikrowelle erhitzt (2 Minuten bei
800 W; 8 Minuten bei 80 W) und dann 15 Minuten bei Raumtemperatur abkiihlen gelassen.
Es folgten Waschschritte von 1 Minute in destilliertem Wasser, gefolgt von 15 Minuten in
0,01 M PBS mit 0,1% Triton zur Permeabilisierung der Zellmembran und abschlieBend 1 Mi-
nute in 0,01 M PBS. Als nichstes wurden die Gewebeschnitte fiir 3 Minuten mit 88%iger
Ameisensiure behandelt und erneut zwei Waschvorgingen mit 0,01 M PBS unterzogen. An-
schlieBend wurden die einzelnen Schnitte mit einem Fettstift umkreist und nicht-spezifische
Proteinbindestellen fiir mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur durch einen unspezifi-
schen Block aus 4% Milchpulver und 10% FCS in 0,01 M PBS geblockt. Die Schnitte wurden
nachfolgend mit den primiren Antikérpern IBA-1 bzw. GFAP, die jeweils in einer Konzent-
ration von 1:1000 mit 10% FCS in 0,01 M PBS eingesetzt wurden, tiber Nacht bei Raum-

temperatur inkubiert.

Am nichsten Tag wurden die Gewebeschnitte zuerst fiir 15 Minuten in 0,01 M PBS mit 0,1%
Triton und eine weitere Minute in 0,01 M PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Inku-

bation mit den entsprechenden biotinylierten sekundiren Antikérpern (sieche Tabelle 5) in
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einer Konzentration von 1:200 mit 10% FCS in 0,01 M PBS fiir 1 Stunde bei 37°C im Tro-
ckenschrank. Wihrend dieser Inkubationszeit wurde die nachfolgend benétigte ABC-L6-
sung bestehend aus 10% FCS, Losung A (1:100) und Lésung B (1:100) in 0,01 M PBS nach
Gebrauchsanweisung des Herstellers pripariert und fiir mindestens 30 Minuten bei 4°C ge-
lagert. Auf einen weiteren 15-miniitigen Waschschritt mit 0,01 M PBS erfolgte nun die In-
kubation mit der vorbereiteten ABC-Losung fur 1,5 Stunden bei 37°C. Nachdem die Schnitte
erneut fiir etwa 15 Minuten in 0,01 M PBS gewaschen wurden, um die Riickstinde der ABC-
Losung zu entfernen, erfolgte die Fiarbung mit der DAB-Losung, welche mittels DAB Per-
oxidase Substrate Kit gemil} Gebrauchsanweisung hergestellt wurde. Die Schnitte wurden
dabei unter mikroskopischer Kontrolle mit etwa 100 ul DAB-L6ésung inkubiert, bis die ge-
wunschte Firbung der Zielstrukturen auftrat. Die ermittelte individuelle Farbedauer wurde
nachfolgend auf Gewebeschnitte mit derselben Antikérperfirbung tGbertragen. Anschlie-
Bend wurden die Schnitte einem erneuten 15-minttigen Waschschritt in 0,01 M PBS unter-
zogen und fir 40 Sekunden mit Himatoxylin gegengefirbt. Darauthin wurden sie kurz in
destilliertes Wasser eingetaucht und fir 5 Minuten mit flieBendem Leitungswasser abgesptilt.
Mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe aus 1 Minute 70%igem Ethanol, 5 Minuten 95%i-
gem Ethanol und 10 Minuten 100%igem Ethanol wurden die Schnitte dehydriert und nach
zweimal 5 Minuten in Xylol abschlieBend mit synthetischem Einschlussmittel eingebettet

und mit Deckglaschen abgedeckt.

2.2.5.3 Analyse der Mikro- und Astrogliose

Die Mikro- bzw. Astrogliose wurde in den nach Abschnitt 2.2.5.2 angefirbten Paraffinschnit-
ten im Bereich des Hippocampus mithilfe eines Olympus BX51-Mikroskops, das mit einer
MoticamPro 282B Digitalkamera ausgestattet war, untersucht. Durch die Auswahl der pri-
miren AntikOrper (sieche Tabelle 4) konnten die betreffenden Strukturen gezielt angefirbt
werden: Der Antikérper IBA-1 ist gegen ein Mikroglia-spezifisches Calcium-Bindeprotein
gerichtet (Ohsawa et al. 2004), wohingegen sich der Antikorper GFAP gegen das saure Gli-
afaserprotein richtet, welches als Bestandteil von Intermediarfilamenten im Zytoplasma von
Gliazellen vorkommt (Eng et al. 2000).

Zur Quantifizierung wurden pro Maushirn fir jede Antikérperfiarbung drei gefirbte Schnitte
ausgewahlt, die einen Abstand von etwa 30 um zueinander aufwiesen. Von jedem Gewebe-
schnitt wurden nachfolgend in 20-facher VergroBerung Bilder von unterschiedlichen Regio-
nen des Hippocampus aufgenommen (siche Abbildung 7): GD, CA2- und CA3-Region so-
wie von der CA1-Region. Die Bilder fiir den jeweiligen Antikorper wurden dabei unter kon-

stanten Mikroskop- und Belichtungseinstellungen aufgenommen.
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Abbildung 7: Schema der Bildaufnahme zur Quantifizierung der Neuroinflammation. Die Abbildung
zeigt exemplarisch anhand eines mit dem Antikdrper IBA-1 angefirbten Gewebeschnittes eine Ubersicht des
Hippocampus. Die nummerierten Rechtecke stehen fiir die Bildausschnitte, welche der Auswertung zugrunde
gelegt wurden: (1) GD, (2) CA2/3-Region und (3) CA1-Region. MafB3stab: 200 um.

AnschlieBend wurden die Aufnahmen mithilfe der Software Image] in ein 8-bit schwarz-
weill Format konvertiert und ein an das DAB-Signal angepasster Schwellenwert (nachfol-
gend Threshold genannt) fir die beiden Antikérperfirbungen festgelegt (sieche Abbildung 8).
Folglich konnte so der von positiver DAB-Firbung bedeckte prozentuale Anteil an der Ge-
samtfliche eines jeden Bildes ermittelt werden. Aufnahmen mit Artefakten, welche nicht
durch den gewihlten Threshold ausgeglichen werden konnten, waren von den weiteren Be-

r echnungen ausgenomimen.

Abbildung 8: Schwellenwert zur Quantifizierung der neuroinflammatorischen Prozesse. Die linke Ab-
bildung stellt exemplarisch die in ein 8-bit schwarz-weil3 Format konvertierte Aufnahme eines mit GFAP an-
gefirbten Gyrus dentatus-Bereichs dar. Zur Analyse der Astrogliose wurde ein Schwellenwert (Threshold) von
110 angewandt. Die rotmarkierte Fliche in der rechten Abbildung zeigt das positive D AB-Signal, welches als
prozentualer Anteil der Gesamtfliche die Grundlage fiir die sich anschlieBenden Berechnungen bildete. Fiir die
Evaluation der Mikrogliose wurde ein Threshold von 120 festgelegt (hier nicht bildlich veranschaulicht).
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Fir die nachfolgende Kalkulation wurden die aus Image] erhaltenen Rohdaten auf die Ver-
gleichsgruppe aus WT-Tieren normalisiert. Dazu wurde aus den Werten aller WT-Miuse ein
Mittelwert (Normalisierungsfaktor) gebildet, durch den die einzelnen Werte der transgenen
Miuse dividiert und mit dem Faktor 100 multipliziert wurden. AnschlieSend wurden aus den
normalisierten Prozentwerten der drei Gewebeschnitte pro Tier jeweils ein Mittelwert fir die
untersuchten Regionen (GD, CA2/3 und CA1) gebildet. Folglich wurden drei Mittelwerte
pro Tier, die jeweils fiir eine der oben genannten Regionen des Hippocampus stehen, der

Auswertung mit GraphPad Prism zugrunde gelegt.

2.2.5.4 Immunfluoreszenzfirbung von Paraffinschnitten

Um die neuroinflammatorischen Prozesse in transgenen Mausen besser visualisieren zu kon-
nen, wurden die nach Abschnitt 2.2.5.1 mittels Rotationsmikrotom erstellten Paraffinschnitte
einer Fluoreszenzfirbung unterzogen. Verwendet wurden hierzu die primiren AntikOrper

IBA-1 und GFAP (siche Tabelle 4), um die Mikro- bzw. Astrogliose anzufirben sowie der

humanisierte AB-Antikérper Solanezumabyg (ebenfalls Tabelle 4).

Zu Beginn erfolgte die Deparaffinierung des Gewebes durch zweimal 5 Minuten in Xylol.
AnschlieBend wurden die Schnitte mittels absteigender Alkoholreihe hydriert (10 Minuten in
100%igem Ethanol, 5 Minuten in 95%igem Ethanol, 5 Minuten in 70%igem Ethanol) und
fir 1 Minute in destilliertes Wasser gestellt. Um die Immunreaktivitit des Gewebes zu erho-
hen wurden die Priparate zur Epitop-Demaskierung fir 10 Minuten in 10 mM Citratpuffer
in der Mikrowelle erhitzt (etwa 2 Minuten bei 800 W, dann 8 Minuten bei 80 W) und im
Anschluss fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur abkithlen gelassen. Darauffolgend wurden
die Gewebeschnitte zuerst 1 Minute in destilliertem Wasser gewaschen und fir 15 Minuten
einer Losung aus 0,01 M PBS mit 0,1% Triton ausgesetzt. Nach 1 Minute in 0,01 M PBS-
Losung erfolgte eine dreimintitige Inkubation in 88%iger Ameisensaure, der sich eine weitere
Minute in 0,01 M PBS anschloss. Als nichstes wurden unspezifische Proteinbindestellen
durch die einstiindige Inkubation mit 4% Milchpulver und 10% FCS in 0,01 M PBS geblockt.
Im Anschluss wurden die jeweiligen primiren Antikérper mit 10% FCS in 0,01 M PBS auf
die entsprechenden Gewebeschnitte gegeben. Hierbei wurde sowohl IBA-1 (1:500) als auch
GFAP (1:1000) mit dem humanisierten AB-Antikérper Solanezumabyg (1:2500) kombiniert.
Folglich konnten sich die primiren Antikorper tiber Nacht bei Raumtemperatur an ihre Ziel-

strukturen anlagern.

Am darauffolgenden Tag wurde das Gewebe zunichst einem 15-mintitigen Waschschritt in
0,01 M PBS mit 0,1% Triton gefolgt von einem weiteren in 0,01 M PBS zugefiihrt. Dann
schloss sich die Inkubation mit den entsprechenden fluoreszierenden sekundiren Antikor-
pern (sieche Tabelle 5), die jeweils in einer Konzentration von 1:200 mit 10% FCS in 0,01 M
PBS verwendet wurden, fiir 1,5 Stunden bei 37°C an. Es folgten drei weitere Waschvorginge
zu je 5 Minuten in 0,01 M PBS unter lichtgeschiitzten Bedingungen. Die Praparate wurden

anschlieBend mittels Roti®-Mount FluorCare DAPI, einem speziellen Einschlussmedium
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fir Fluoreszenzfirbungen, unter gleichzeitiger Gegenfirbung mit 4',6-Diamidin-2-phenylin-
dol (IDAPI) eingebettet.

Die verwendeten Bilder der Immunfluoreszenzfirbungen wurden mit einem Nikon E-
CLIPSE Ti Mikroskop, das mit einer DS-Qi2 Kamera ausgestattet war, aufgenommen und
nachfolgend mithilfe der Software Nikon NIS-Elements AR bearbeitet.

2.3  Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mithilfe der Software GraphPad
Prism 6. Neben einfachen Varianzanalysen (ome-way ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur

wurden auch ungepaarte t-Test-Analysen durchgefiihrt.

Die Signifikanzniveaus werden jeweils bei den betreffenden Analysen wie nachfolgend ge-
nannt angegeben: ****p < 0,0001; ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05. Alle Daten werden
dargestellt als Mittelwert = Standardfehler (standard error of the mean, SEM). Die Anzahl der

verwendeten Versuchstiere (n) wird unter den jeweiligen Abbildungen angegeben.

2.4  Software

In der nachfolgenden Tabelle 9 werden die verwendeten Computerprogramme aufgefiihrt.

Tabelle 9: Verwendete Software

Software

Hersteller

GraphPad Prism 6

GraphPad Software, San Diego, USA

Image Studio Version 3.1

LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA

Image] 1.51s

National Institutes of Health, Bethesda, USA

Microsoft Office 2016

Microsoft, Redmond, USA

Motic Images Plus 2.0

Motic Asia, Kowloon, Hong Kong, CHN

Nikon NIS-Elements AR Imaging Software

Nikon Corporation, Tokio, JPN

Stereo Investigator 7

MicroBrightField Bioscience, Williston, USA
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3  Ergebnisse

3.1 Nachweis des Transgens in homozygoten Tg4-42-Miusen

Um sicherzustellen, dass es sich bei den verwendeten Mausen um homozygote Tiere aus der
Tg4-42-Mauslinie handelte, wurde stichprobenartig bei einigen von ihnen das Transgen, wie
in Absatz 2.2.1 beschrieben, gelelektrophoretisch nachgewiesen. Die Abbildung 9 zeigt
exemplarisch die nachweisbaren Nukleinsiurebanden im Bereich von 248 bp bei homozy-

goten Tg4-42-Miusen.

Ta4-42

Abbildung 9: Gelelektrophoretischer Nachweis des Transgens bei homozygoten Tg4-42-Miusen. Die
Tg4-42-Tiere zeigen eine fir ihre DNA-Sequenz charakteristische Nukleinsdurebande bei 248 bp. KBL =
100 bp DNA Ladder; Tg4-42 = typische Bande fiir einzelne homozygote Tg4-42-Miuse; N = Negativkontrolle.

3.2 AB,,-Expression in Regionen des Hippocampus im Tg4-42-

Mausmodell

Die AB,,-Expression wurde, wie in Absatz 2.2.2 beschrieben, mithilfe des AB,,-spezifischen
Antikérpers Abetad2 (siche Tabelle 4) untersucht. In Abbildung 10 ist diese Expression
exemplarisch fir einige Hippocampusregionen einer drei Monate alten homozygoten Tg4-

42-Maus dargestellt.

Vor allem die CA1-Region des Hippocampus wies eine sehr starke Immunreaktivitit gegen-
tber AB,, auf (Abbildung 10E und F), wie bereits durch Y Bouter et al. (2013) in jungen,
hemizygoten Tg4-42-Mausen gezeigt werden konnte. Dariiber hinaus zeigte sich vereinzelt
auftretendes intraneuronales A im Bereich des GD (Abbildung 10B und C). Auch in der
CA3-Region des Hippocampus konnten schwach angefirbte Af,,-Ablagerungen nachgewie-
sen werden (Abbildung 10D).
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Abbildung 10: ABs-Expression im Bereich des Hippocampus bei Tg4-42-Miusen. Dargestellt ist die
intraneuronale Ansammlung von A4 in einem dreimonatigen homozygoten Tier der Tg4-42-Mauslinie. (A)
Ubersicht des Hippocampus. Vereinzelt auftretendes AB im GD (B-C) und der CA3-Region (D). (E-F) In der
CA1-Region des Hippocampus zeigt sich eine starke ABs-Expression. Antikorper: Abeta42 (1:500). MaB3stab:
(A) = 200 um; (B, E) = 100 um; (C, D, F) = 33 um. Einzelne Bildausschnitte wurden bereits durch C Bouter
et al. (2018) publiziert und werden hier in modifizierter Form dargestellt.

3.3 Vergleichende Analyse der Neuronenzahl sowie des Volumens im
Bereich des GD von dreimonatigen Tg4-42-Miusen mit

gleichalten WT-Tieren

In vorangegangenen Untersuchungen konnte insbesondere in der CA1-Region des Hippo-
campus ein ausgepragter altersabhingiger Neuronenverlust bei homozygoten Tg4-42-Mau-
sen nachgewiesen werden, welcher ab einem Mausalter von fiinf Monaten signifikant gegen-
tber dreimonatigen WT-Tieren war (Antonios et al. 2015). Zur weiteren Evaluation des ge-
nannten Mausmodells mit Fokus auf den Bereich des GD wurden die Neuronenzahl sowie
das Volumen des GD von dreimonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen mit gleichalten WT-

Tieren stereologisch, wie in Abschnitt 2.2.3.3 beschrieben, vergleichend analysiert.

Bei dieser stereologischen Auswertung konnte zwischen den beiden Kohorten in Bezug auf
die Nervenzellzahl kein signifikanter Unterschied (ungepaarter t-Test, p = 0,7343) ermittelt
werden (Abbildung 11A, Mittelwerte: WT = 845890, = SEM 19797; Tg4-42 = 832770, SEM
T 30124). Nachfolgend fanden sich ebenfalls keine signifikanten Volumenabweichungen des
GD in den oben genannten Gruppen (Abbildung 11B, ungepaarter t-Test, p = 0,9244, Mit-
telwerte: WT = 5,239 x 10°, £ SEM 1,318 x 10" um’ Tg4-42 = 5,275 x 10°, £ SEM 3,379
X 107 um’).
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Abbildung 11: Vergleich von Neuronenzahl und Volumen des GD bei dreimonatigen homozygoten
Tg4-42-Miusen mit gleichalten WT-Tieren. Die Abbildung A zeigt eine Gegentiberstellung der stereolo-
gisch ermittelten Nervenzellzahl im GD der transgenen Mauslinie mit gleichaltrigen WT-Tieren. In Abbildung
B werden die oben genannten Gruppen hinsichtlich ihres Volumens des GD verglichen. In beiden Analysen
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Jeweils ungepaarter t-Test. n = 3 pro Gruppe (WT: n = 3, Tg4-
42: n = 3). Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM.

3.4 Einfluss der Immunisierung mit dem monoklonalen Antikérper
NT4X auf die Neuronenzahl und das Volumen im Tg4-42-

Mausmodell

In vorangegangenen Experimenten konnte bereits ein therapeutischer Effekt der Immuni-
sierung gezeigt werden, indem mittels NT4X behandelte sechsmonatige homozygote Tg4-
42-Miuse signifikant mehr Neurone in der CA1-Region des Hippocampus aufwiesen als eine
gleichalte Kontrollgruppe aus PBS-Tieren (Antonios et al. 2015). Um das therapeutische Po-
tenzial des Antikorpers am Tg4-42-Mausmodell weiter zu evaluieren wurde die Nervenzell-
zahl sowie das Volumen des GD und der CA2/3-Region des Hippocampus quantifiziert.
Diese Quantifizierung erfolgte mithilfe der in Abschnitt 2.2.3.3 beschriebenen Methodik der
design-basierten Stereologie. Dabei wurde die Neuronenzahl bzw. das Volumen in den oben
genannten Regionen von sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Mausen, die mit dem
NT4X-Antikorper immunisiert wurden, und einer Kontrollgruppe aus PBS-Tieren mit un-

behandelten gleichaltrigen WT-Mausen verglichen.

3.4.1 Neuronenzahl und Volumen des GD

Die Analyse der Nervenzellzahl im Bereich des GD zeigte signifikante Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Gruppen (Abbildung 12A, Einfache Varianzanalyse, p < 0,0001). Im
Vergleich zu den unbehandelten WT-Tieren, welche die meisten Neurone im GD aufwiesen,
lagen bei der Kontrollgruppe aus PBS-Miusen signifikant weniger Nervenzellen vor
(p < 0,0001, Mittelwerte: WT = 695651, £ SEM 9029; PBS = 595016, = SEM 11308).
Ebenso konnte ein geringerer Unterschied von den WT-Madusen gegeniiber den mit NT4X
immunisierten Tieren beobachtet werden (p = <0,01, Mittelwert: NT4X = 637763, £ SEM
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9219). Ausgehend von den unbehandelten WT-Madusen zeigte sich bei den mit PBS behan-
delten Miusen ein prozentualer Nervenzellverlust von 14,47%, wohingegen die mit NT4X
immunisierten Tieren nur rund 8,32% weniger Neurone aufwiesen. Innerhalb der transgenen
Gruppen lief sich im Mittel eine absolute Differenz von 42720 Neuronen von PBS- zu

NT4X-Midusen nachweisen, was einem prozentualen Unterschied von ca. 7% entsprach.

In der nachfolgenden Auswertung wurden die jeweiligen Volumina des GD der oben ge-
nannten Gruppen miteinander verglichen (Abbildung 12B, Einfache Varianzanalyse,
p = 0,0004). Dabeti ergab sich ein signifikanter Unterschied des Volumens von der unbehan-
delten WT-Kohorte zu den PBS-Tieren (p < 0,001, Mittelwerte: WT = 6,389 x 10°, + SEM
1,623 x 10" um’; PBS = 5,141 x 10°, + SEM 1,681 X 10" um’). Die Volumendifferenz von
WT-Tieren zu immunisierten NT4X-Miusen war vergleichsweise geringer ausgeprigt
(p < 0,05, Mittelwert: NT4X = 5,577 x 10°, £ SEM 2,137 x 10" um”). Insgesamt zeigten die
PBS-Tiere ausgehend von den WT-Tieren eine relative Volumenreduktion von 19,52%, wo-
gegen diese bei den mit NT4X behandelten Miusen nur ca. 12,71% betrug. Zwischen den
beiden transgenen Gruppen konnte jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied des Vo-

lumens erhoben werden.

A 8x105-
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Neuronenzahl des GD
Volumen des GD [um?]
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Abbildung 12: Behandlungseffekt der passiven Immunisierung mit NT4X auf die Nervenzellzahl und
das Volumen des GD bei sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen. Die Quantifizierung der Ner-
venzellzahl sowie des jeweiligen Volumens erfolgte mittels design-basierter Stereologie. Dargestellt ist in Ab-
bildung A ein Vergleich der Neuronenzahl im GD von unbehandelten WT-Tieren mit immunisierten N'T4X-
Miusen und einer transgenen Kontrollgruppe, der PBS injiziert wurde. Es zeigten sich signifikante Unter-
schiede zwischen der WT-Kohorte und den beiden anderen Mausgruppen. Die mittels NT4X behandelten
transgenen Miuse wiesen rund 7% mehr Nervenzellen im GD auf als ihre PBS-Vergleichsgruppe. Die Abbil-
dung B stellt die verglichen mit den WT-Miusen bei den transgenen Tieren zu verzeichnenden Volumendefizite
dar, die sich im Mittel in der PBS-Gruppe ausgeprigter zeigten. Zwischen den transgenen Mausgruppen konnte
jedoch kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Volumens ermittelt werden. Jeweils einfache Varianzana-
lyse mit Bonferroni-Korrektur. n = 7-8 pro Gruppe (WT: n = 7, NT4X: n = 7, PBS: n = 8). Daten dargestellt
als Mittelwert = SEM.
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Abbildung 13: Vergleichende Ubersicht des GD. Die abgebildeten Gewebeschnitte wurden zur Darstel-
lung der Neuronen mit Kresylviolett angefarbt (siche Absatz 2.2.3.2). Die Bildausschnitte zeigen jeweils einen
dhnlichen Anschnitt des Gyrus dentatus bei einem sechsmonatigen WT-Tier (hier WT), einem gleichalten
NT4X-immunisierten Tier (hier NT4X) sowie einem gleichalten PBS-Tier (hier PBS). Im direkten Vergleich
wirkt der GD bei dem WT-Tier deutlich volumin&ser ausgeprigt und mit einem dichter erscheinenden Neuro-
nenverband. Dies steht in guter Korrelation mit den stereologisch erhobenen Befunden. Zwischen den beiden
transgenen Mausgruppen zeigen sich bildmorphologisch allenfalls marginale Unterschiede in der Nervenzell-

dichte zugunsten der NT4X-immunisierten Tiere. Maf3stab: 100 um.

3.4.2 Neuronenzahl und Volumen in der CA2/3-Region des Hippocampus

Die Auswertung der Neuronenzahl im Bereich der CA2/3-Region des Hippocampus ergab
in der einfachen Varianzanalyse (Abbildung 14A, p = 0,0317) einen signifikanten Unter-
schied zwischen den WT-Miusen und den mit dem NT4X-Antikorper behandelten Tieren
(p < 0,05, Mittelwerte: WT = 510492, = SEM 36819; NT4X = 376901, = SEM 31719;
PBS = 398338, = SEM 34074). Sowohl die immunisierten NT4X-Mause (t-Test, p = 0,0205)
als auch die PBS-Kontrollgruppe (ungepaarter t-Test, p = 0,0494) zeigten in erginzend
durchgefiihrten ungepaarten t-Tests signifikante Nervenzellverluste gegeniiber den gleichal-
ten unbehandelten WT-Tieren (siche Abbildung 14B und C). Die Nervenzellzahl war ausge-
hend von den WT-Tieren bei der PBS-Kontrollgruppe im Mittel um fast 22% reduziert; bei
den NT4X-Miusen sogar um rund 26%. Zwischen den beiden transgenen Kohorten konnte
direkt jedoch kein statistisch signifikanter Neuronenunterschied erhoben werden (ungepaar-

ter t-Test, p = 0,6550, hier nicht dargestellt).
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Abbildung 14: Reduzierte Nervenzellzahl in der CA2/3-Region des Hippocampus bei sechsmonati-
gen homozygoten Tg4-42-Miusen. Die Abbildung A vergleicht die stereologisch quantifizierte Neuronen-
zahl der WT-Gruppe mit den beiden transgenen Kohorten. In der durchgefiihrten einfachen Varianzanalyse
ergab sich hierbei ein signifikanter Unterschied zwischen den WT-Miusen und den NT4X-Tieren. In Abbil-
dung B und C sind etginzend die jeweiligen t-Tests dargestellt. Beide transgene Gruppen weisen in der CA2/3-
Region signifikant weniger Nervenzellen als die gleichalten WT-Mduse auf. (A) Einfache Varianzanalyse mit
Bonferroni-Korrektur. (B) und (C) Ungepaarter t-Test. n = 6 pro Gruppe (WT: n = 6, NT4X: n = 6, PBS:
n = 06). Daten jeweils dargestellt als Mittelwert = SEM.

Zur Beurteilung des Volumens in der CA2/3-Region der oben genannten Kohorten wurde
ebenfalls eine einfache Varianzanalyse durchgefihrt (Abbildung 15, p = 0,0382). Hierbei
konnten unter Bonferroni-Korrektur zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des Volumens festgestellt werden (Mittelwerte: WT = 7,575 X 108,
+ SEM 4,859 x 107 um’; NT4X = 5,608 x 10°, £ SEM 4,549 x 10" um’; PBS = 5,973 X 10°,
+ SEM 5,995 x 107 um”?). Es zeigte sich lediglich ein statistisch signifikanter Unterschied in
einem nachfolgend durchgefiihrten ungepaarten t-Test zwischen den WT-Tieren und den

NT4X-immunisierten Mdusen (ungepaarter t-Test, p = 0,0144, nicht abgebildet).
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Abbildung 15: Vergleich des Volumens in det CA2/3-Region des Hippocampus. In der durchgefiihrten
einfachen Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur zeigten sich zwischen den Gruppen keine statistisch signi-
fikanten Unterschiede. n = 6 pro Gruppe (WT: n = 6, NT4X: n = 6, PBS: n = 6). Daten jeweils dargestellt als
Mittelwert = SEM.

Abbildung 16: Gegeniiberstellende Darstellung der CA2/3-Region des Hippocampus. Die abgebilde-
ten Gewebeschnitte wurden ebenfalls zur Veranschaulichung der Nervenzellen mit Kresylviolett angefirbt
(siche Absatz 2.2.3.2). Die Bildausschnitte stellen jeweils einen dhnlichen Anschnitt der CA2/3-Region des
Hippocampus sowohl bei einem sechsmonatigen WT-Tier (hier WT), einem gleichalten NT4X-immunisierten

Tier (hier NT4X) als auch einem gleichalten PBS-Tier (hier PBS) dar. Insbesondere in der CA1-Region des

Hippocampus zeigt sich bei den beiden transgenen Mdusen ein deutlich schmaler und dinner erscheinendes
Neuronenband im Vergleich zu dem WT-Tier. Hinsichtlich der CA2/3-Region lassen sich bildmorphologisch

hingegen keine eindeutigen Unterschiede evaluieren. Maf3stab: 200 um.



Ergebnisse 53

3.5 Neurogenese in der SGZ des GD unter der passiven

Immunisierung mit NT4X

Um den Einfluss der passiven Immunisierung mit dem monoklonalen Antikérper NT4X auf
die Neurogenese bei sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen zu evaluieren, wurden
die Gewebeschnitte, wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, mit einem Antikérper gegen DCX
(siehe Tabelle 4) angefirbt. Die Quantifizierung der DCX-positiven Zellen ermdglicht eine

valide Aussage tiber die jeweils vorliegende Neurogeneserate (Couillard-Despres et al. 2005).

In der nachfolgenden Auswertung wurden die beiden transgenen Mausgruppen (bestehend
aus NT4X-immunisierten Médusen und der PBS-Vergleichsgruppe) einander gegeniiberge-
stellt. Es zeigte sich zwischen den Kohorten ein statistisch signifikanter Unterschied in Bezug
auf die Anzahl der DCX-positiven Zellen (ungepaarter t-Test, p = 0,0050). Die mit PBS
behandelten Tiere wiesen im Vergleich eine signifikant ausgeprigtere Neurogenese in der
SGZ des GD auf als die mit dem Antikérper NT4X immunisierten Mause (Mittelwerte:
PBS = 8075, = SEM 325,4; NT4X = 6.846, £ SEM 175,5). Ausgehend von der PBS-Gruppe
entsprach dies einer absoluten mittleren Differenz von 1229 DCX-positiven Zellen und ei-

nem relativen Unterschied von rund 15%.
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Abbildung 17: Analyse der Neurogenese unter der Immunisierung mit dem Antikérper NT4X. Die
Abbildung zeigt die stereologisch quantifizierte Zahl der DCX-positiven Zellen in der SGZ des GD bei immu-
nisierten NT4X-Miusen und der PBS-Vergleichskohorte. Die mit PBS behandelte Gruppe aus homozygoten
sechsmonatigen Tg4-42-Miusen exprimierte fast 18% mehr DCX-positive Zellen als die mit dem NT4X-An-
tikérper immunisierten Tiere. Ungepaarter t-Test. n = 8 pro Gruppe (NT4X: n = 8, PBS: n = 8). Daten darge-
stellt als Mittelwert = SEM.
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Abbildung 18: Exemplarische bildliche Gegeniiberstellung der Neurogenese in der SGZ des GD. Die
Abbildung stellt exemplarisch die mittels DCX-Antikérper angefirbten Zellen im Bereich des GD bei den oben
genannten transgenen Mausgruppen vergleichend dar. Insbesondere die Detailaufnahmen des PBS-Tieres zei-
gen deutlich mehr briunlich angefirbte Perikarya mit ihren weitliufigen Axonen als die Aufnahmen der mit
NT4X immunisierten Maus. Antikérper: Doublecortin (1:4000). Maf3stab: (A, B) = 100 um; (C, D) = 33 um;

(E, F) = 20 um.

3.6 Neuroinflammatorische Prozesse im Bereich des Hippocampus

Um den Einfluss der passiven Immunisierung mit dem monoklonalen Antikérper NT4X auf
die neuroinflammatorischen Prozesse im Hippocampusbereich von sechsmonatigen ho-
mozygoten Tg4-42-Miusen zu evaluieren, wurde die Mikro- und Astrogliose in den transge-
nen Tieren, wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, quantifiziert. Hierzu wurden einer Kohorte
aus unbehandelten sechsmonatigen WT-Tieren die beiden gleichalten transgenen Tiergrup-
pen, bestehend aus den mit NT4X behandelten Mausen sowie den PBS-Vergleichstieren,
gegeniibergestellt. Die Werte der WT-Mause wurden in den nachfolgenden Analysen auf
100% normalisiert, sodass von ihnen ausgehend der therapeutische Effekt beurteilt werden

konnte.
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3.6.1 Analyse der Mikrogliose

Zur Analyse der Mikrogliose wurde der Antikérper IBA-1 (sieche Tabelle 4) verwendet, wel-
cher gegen ein Mikroglia-spezifisches Calcium-Bindeprotein gerichtet ist (Ito et al. 1998;
Ohsawa et al. 2004).

Bei der Auswertung der relativen Mikrogliose konnten statistisch signifikante Unterschiede
erhoben werden (Abbildung 19, Einfache Varianzanalyse, p = 0,0013). So zeigte die PBS-
Vergleichskohorte ausgehend von den WT-Miusen eine signifikant ausgeprigtere Mikrog-
liaaktivitit mit einer um fast +112% gesteigerten Mikrogliose (p < 0,01, Mittelwerte:
WT = 99,46, £ SEM 4,641; PBS = 211,3 = SEM 35,45). Weiterhin ergab sich im Vergleich
zur PBS-Kohorte eine signifikant verringerte Mikrogliose der mit NT4X-immunisierten
Miuse (p < 0,05, Mittelwert: NT4X = 136,0 = SEM 10,22). Insgesamt konnte durch die
Behandlung mit NT4X eine Abnahme der reaktiven Mikrogliose von rund -75% erreicht

werden.
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Abbildung 19: Effekt der passiven Immunisierung mittels NT4X-Antikorper auf die Mikrogliose im
Hippocampus. Es zeigte sich bei den mit NT4X behandelten transgenen Miusen eine deutliche Reduktion
der reaktiven Mikrogliose im Hippocampusbereich um rund -75%. Fir die durchgefithrte Analyse wurden
simtliche Daten auf die Gruppe der WT-Tiere normalisiert. Einfache Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrek-
tur. n = 9-10 pro Gruppe (WT: n = 9, NT4X: n = 10, PBS: n = 9). Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 20: Vergleichende Darstellung der reaktiven Mikrogliose. Die Abbildung veranschaulicht die
immunhistochemisch angefirbten Mikrogliazellen der betrachteten drei Vergleichskohorten jeweils in den un-
terschiedlichen Regionen des Hippocampus. Die Mikrogliose ist besonders bei den betrachteten Gewebsschnit-
ten des PBS-Tieres deutlich ausgeprigt (rechte Abbildungsspalte; C, F, I und L). Zwischen den dargestellten
Gewebeschnitten des WT-Tieres (linke Abbildungsspalte; A, D, G und J) und des NT4X-immunisierten Tieres
(mittlere Abbildungsspalte; B, E, H und K) lassen sich bildmorphologisch hingegen keine relevanten Unter-
schiede im Ausprigungsgrad der Mikrogliaaktivitit feststellen. Antikérper: IBA-1 (1:1000). MaBstab: (A-
C) = 200 pm; (D-L) = 100 um.
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Abbildung 21: Immunfluoreszenzfirbung der Mikrogliaaktivitit. Exemplarisch werden in dieser Abbil-

dung mittels Fluoreszenz-Immunhistochemie angefirbte Gewebeschnitte eines WT-Tieres (oberer Bildab-
schnitt) mit denen eines PBS-Tieres (unterer Bildabschnitt) verglichen. Es werden jeweils erneut sowohl der
GD (A, D), cin Ausschnitt der CA2/3-Region (B, E) sowie die CA1-Region des Hippocampus (C, F) darge-
stellt. Zur Visualisierung der Mikrogliaaktivitit wurden die Zellen mit dem primiren Antikérper IBA-1 und
einem entsprechenden sekundiren Antikérper angefirbt, sodass sich bei einer Wellenlinge von 650 nm (pink)
ein fluoreszierendes Signal ergab. Die AB-Expression wurde durch den Einsatz des primiren Antikrpers So-
lanezumabgs bei einer Wellenlinge von 594 nm (rot) veranschaulicht. Die Zellkerne der Neuronen erscheinen
durch das verwendete Einschlussmedium blau. Insgesamt zeigten die PBS-Tiere auch bildmorphologisch eine
starker ausgeprigte Mikrogliaaktivitit, welche vor allem in der CA1-Region dargestellt werden konnte (F). Das
Neuronenband der CA1-Region des Hippocampus erscheint im Vergleich zu den WT-Tieren (C) bei der PBS-
Kohorte deutlich verschmilert und ausgediinnt. Dartiberhinaus lassen sich in direkter Nihe zu dem vereinzelt
exprimierten AB kleine Ansammlungen von Mikrogliazellen erkennen (F). Antikérper: IBA-1 (1:500), Solane-
zumabgs (1:2500). Maf3stab: (A,B,D,E) = 100 um; (C,F) = 50 um.
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3.6.2 Analyse der Astrogliose

Die Grundlage fir die Quantifizierung der Astrogliose bildete die immunhistochemische
Farbung mit dem Antikérper GFAP (siehe Tabelle 4), der gegen das saure Gliafaserprotein
gerichtet ist, welches als Bestandteil der Intermedidrfilamente im Zytoplasma von Astrozyten

vorkommt (Eng et al. 2000).

Die durchgefiihrte einfache Varianzanalyse zeigte sich insgesamt knapp statistisch signifikant
(Abbildung 22A, Einfache Varianzanalyse, p = 0,0424). Die Gruppe der NT4X-immunisier-
ten Mause wies eine signifikant ausgeprigtere Astrogliaaktivitat auf (rund +32%) als die WT-
Kohorte (p < 0,05, Mittelwerte: WT = 98,09, £ SEM 3,966; NT4X = 129,9 = SEM 11,57).
Zwischen den beiden transgenen Tiergruppen konnte kein statistisch signifikanter Unter-
schied gefunden werden (Mittelwert: PBS = 117,1 = SEM 8,497). Nachfolgende ungepaarte
t-Tests bestitigten im Vergleich zu den WT-Mausen jeweils die stirker ausgeprigte Astrog-
liose sowohl bei den NT4X-immunisierten Tieren (Abbildung 22B, ungepaarter t-Test,
p = 0,0158) als auch in der PBS-Vergleichsgruppe (Abbildung 22C, ungepaarter t-Test,
p = 0,0475). In einer zusitzlich durchgefithrten t-Test-Analyse konnte zwischen der NT4X-
und PBS-Kohorte kein statistisch signifikanter Unterschied und somit kein Behandlungsef-

fekt ethoben werden (ungepaarter t-Test, p = 0,3865, hier jedoch nicht bildlich dargestellt).
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Abbildung 22: Analyse der Astrogliose im Bereich des Hippocampus. Die Abbildung A stellt das Ergeb-
nis der durchgefiihrten einfachen Varianzanalyse graphisch dar. Die Kohorte der NT4X-immunisierten Mause
zeigte in der Analyse eine statistisch signifikant um rund +32% ausgeprigtere Astrogliose als die WT-Tiere.
Zwischen den transgenen N'T4X- und PBS-Tieren konnte hierbei jedoch kein signifikanter Unterschied erho-
ben werden. In den Abbildungen B und C werden der WT-Kohorte jeweils die mittels ungepaartem t-Test
erhobenen Ergebnisse fir die transgenen Tiergruppen gegeniibergestellt. Sowohl die mit NT4X behandelte
Mausgruppe (B) als auch die Vergleichsgruppe aus PBS-Tieren (C) zeigte gegeniiber den WT-Miusen eine
stirkere Ausprigung der Astrogliaaktivitit. Fir die durchgefihrten Analysen wurden simtliche Daten jeweils
auf die Gruppe der WT-Tiere normalisiert. (A) Einfache Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur. (B) und
(C) jeweils ungepaarter t-Test. n = 9-10 pro Gruppe (WT: n = 9, NT4X: n = 10, PBS: n = 9). Daten jeweils
dargestellt als Mittelwert £ SEM.
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Abbildung 23: Vergleichende Darstellung der Astrogliose. Die Abbildung verbildlicht exemplarisch die
mittels DAB-Immunhistochemie angefirbten Astrogliazellen der WT- und PBS-Kohorte in den jeweils analy-
sierten Regionen des Hippocampus. Im Beteich des GD (A und D) sowie der CA2/3-Region (B und E) lassen
sich bildmorphologisch keine ausgeprigten Unterschiede in Bezug auf die Astrogliose ausmachen. Betrachtet
man jedoch die Astrogliaaktivitit in der CA1-Region des Hippocampus, so zeigen sich im Vergleich zum WT-
Tier (C) deutlich mehr angefirbte Astrogliazellen im Gewebeschnitt des transgenen PBS-Tieres (F). Antikor-
per: GFAP (1:1000). Maf3stab: (A-F) = 100 pwm.

Abbildung 24: Immunfluoreszenzfirbung der Astrogliose. In dieser Abbildung werden exemplarisch mit-

hilfe von Fluoreszenz-Immunhistochemie angefirbte Gewebeschnitte eines WT-Tieres (oberer Bildab-
schnitt) mit denen eines PBS-Tieres (unterer Bildabschnitt) verglichen. Es werden hierbei jeweils erneut der
GD (A, D), cin Ausschnitt der CA2/3-Region (B, E) sowie die CA1-Region des Hippocampus (C, F) darge-
stellt. Die Astrogliazellen wurden mit dem primiren Antikérper GFAP und einem entsprechenden sekundiren
Antikdrper angefirbt. Bei einer Wellenlinge von 488 nm (griin) ergab sich so ein fluoreszierendes Signal. Die

AB-Expression wurde abermals durch Einsatz des primidren Antikorpers Solanezumabgs bei einer Wellenlinge



Ergebnisse 60

von 594 nm (rot) veranschaulicht. Die Nuclei der Nervenzellen erscheinen durch das verwendete Einschluss-
medium blau. Bildmorphologisch kann in allen analysierten Arealen bei den PBS-Tieren (D, E und F) eine
deutlich ausgeprigtere Aktivitit der Astrogliazellen beobachtet werden, wohingegen diese bei den WT-Tieren
(A, B und C) nur duBlerst schwach darstellbar ist. Betrachtet man die CA1-Region des Hippocampus, so lisst
sich im Gewebeschnitt des PBS-Tieres vereinzelt exprimiertes Af darstellen, welches sowohl mit den Neuronen
als auch mit den Astrogliazellen in topographischer Verbindung zu stehen scheint (F). Das CA1-Nervenzell-
band der transgenen PBS-Miuse prisentiert sich erneut verschmilert und ausgedinnt (F). Antikérper: GFAP
(1:1000), Solanezumabsgs (1:2500). MaB3stab: (A,B,D,E) = 100 pm; (C,F) = 50 pm.
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4 Diskussion

Der Morbus Alzheimer ist eine chronische neurodegenerative Erkrankung, welche in ihrem
Verlauf zahlreiche zerebrale histopathologische Verinderungen wie Amyloidablagerungen,
NFT, neuroinflammatorische Prozesse sowie Neuronenverluste aufweist und zu progredien-
ten kognitiven Einschrinkungen des betroffenen Individuums fithren kann. Als ein grund-
legender Erklirungsansatz galt lange die von Hardy und Allsop im Jahre 1991 entwickelte
Amyloidhypothese, wonach ein verinderter APP-Metabolismus zu einer konsekutiv gestei-
gerten Bildung von AR fiihrt, das sich folglich im Extrazellularraum ablagert (J] Hardy und
Allsop 1991). Eine spatere Weiterentwicklung dieses Konzepts stellt die modifizierte Amy-
loidhypothese dar (siche Absatz 1.7.4), welche die bereits durch Masters et al. (1985a) vor-
beschriebenen intraneuronalen AB-Ablagerungen als einen zentralen Ausgangspunkt der
Alzheimer-Pathogenese betrachtet (Wirths et al. 2004). Insbesondere den zuvor weitestge-
hend unbeachteten 16slichen Formen der AB-Oligomere kommt hierbei eine Schlisselrolle
zu (Cline et al. 2018). Neben den AB-Volllingenpeptiden existieren eine Vielzahl von N-
trunkierten AB-Varianten (siche Absatz 1.7.5), die sich durch eine ausgeprigte Aggregations-
neigung mit daraus resultierender erhohter Stabilitit sowie Toxizitdt auszeichnen (Masters et
al. 1985b; Pike et al. 1995b). Nach Portelius et al. (2010) stellen AR, 45, AB k340, APyy, SOWiE

AB, 4 die hauptsichlich im Gehirn von AD-Patienten vorkommenden AB-Varianten dar.

4.1 AR-Expression im Bereich des Hippocampus bei jungen
homozygoten Tg4-42-Miusen

Um die neurotoxischen Effekte von N-trunkiertem AB, ,, tiefgreifender analysieren zu kon-
nen wurde die transgene Mauslinie Tg4-42 entwickelt, welche ausschlieBlich die AR, ,,-Vari-
ante exprimiert (siche Absatz 1.9). Die Tg4-42-Mauslinie kann im Gegensatz zu anderen
transgenen Mausmodellen (Duyckaerts et al. 2008) wesentliche Elemente der AD-Pathologie
ohne das Vorhandensein bekannter Mutationen in APP- oder PS-Genen abbilden, indem
eine humane AB, ,,-Sequenz mit dem murinen TRH-Signalpeptid fusioniert wurde und unter
Kontrolle des neuronalen Thy-1 Promotors durch den entsprechenden Sekretionsweg gelei-
tet wird (Y Bouter et al. 2013). Wenngleich das Tg4-42-Mausmodell im Stande ist einige
charakteristische AD-Pathologien wie etwa signifikante Neuronenverluste in bestimmten
Hirnregionen, inflammatorische Prozesse sowie Gedichtnisstérungen und Verhaltensauffal-
ligkeiten zu reproduzieren, so fehlen hingegen beispielsweise extrazellulire Amyloidplaques
oder die Formation von NFT (Y Bouter et al. 2014).

Bislang konnte eine ausgeprigte intraneuronale AB,,-Expression vor allem in der CA1-Re-
gion des Hippocampus bei dreimonatigen hemizygoten Tg4-42-Miusen nachgewiesen wer-
den, welche mit zunehmendem Alter der Tiere jedoch stark abnahm, was auf den ausgedehn-

ten Nervenzellverlust in dieser Hirnregion zuriickgefiihrt wurde (Y Bouter et al. 2013). Fer-
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ner konnten Y Bouter et al. (2013) bei diesen Miusen auch eine AB,,-Expression im okzipi-
talen Kortex, im piriformen Kortex, dem Striatum sowie im Bereich der Colliculi superiores
bestitigen. Als Reaktion auf diese Ablagerungen konnte vor allem im Hippocampusbereich
eine ausgepragte Mikro- sowie Astrogliose quantifiziert werden, welche bereits bei zweimo-
natigen hemizygoten Tieren einsetzte (Y Bouter et al. 2013). Ein eindeutiger Nachweis von
AB-Ablagerungen innerhalb von Neuronen des GD konnte bisweilen jedoch nicht in einem

transgenen Mausmodell erfolgen (Wirths 2017).

Im Rahmen dieser Dissertation wurden junge, dreimonatige homozygote Tg4-42-Miuse ge-
zielt auf ihr AB,,-Expressionsmuster im Bereich des Hippocampus untersucht (siche Absatz
3.2). Vor allem die CA1-Region wies in der immunhistochemischen Firbung eine deutliche
Immunreaktivitit gegeniiber AB,, auf. Dartiber hinaus konnte auch vereinzelt auftretendes
intraneuronales AB im Bereich des GD sowie in der CA3-Region des Hippocampus nachge-
wiesen werden. Weitere Analysen zeigten neben einer AB,,-Expression im piriformen Kortex
und Striatum auch AB-Ablagerungen im Subiculum, den Colliculi inferiores sowie den mo-

torischen und sensorischen Kortexbereichen (C Bouter et al. 2018).

In der Vergangenheit wurden intraneuronale AB-Ablagerungen bereits in diversen transge-
nen AD-Mausmodellen wie beispielsweise der 3xTg-Mauslinie (Oddo et al. 2003), dem
APP/PS1KI-Modell (Casas et al. 2004) oder auch in 5xFAD-Miusen (Oakley et al. 2000)
nachgewiesen. Diese intraneuronalen AB-Ablagerungen, denen eine wesentliche Rolle in der
AD-Pathologie zugeschrieben wird (TA Bayer und Wirths 2011), scheinen der Formation
von NFT und extrazelluliren Amyloidplaques vorauszugehen (Fernandez-Vizarra et al. 2004;
Wirths et al. 2001). Ferner scheint das intrazellulire A in einem inversen Verhiltnis zu den
extrazelluliren AB-Anteilen zu stehen, denn mit zunehmender Menge extrazellulirer Plaques
sowie den damit verbundenen kognitiven Einschrinkungen des Individuums konnte eine
Abnahme des intrazelluldren Anteils des AB-Peptids beobachtet werden (Gouras et al. 2000).
Auch Oddo et al. (2006) konnten im 3xTg-Mausmodell mittels immuntherapeutischer Ver-
fahren eine dhnliche dynamische Balance zwischen dem intraneuronalen sowie dem extra-
zelluliren AB-Pool nachweisen. Diese Erkenntnisse stehen auch im Einklang mit der modi-
fizierten Amyloidhypothese (Wirths et al. 2004).

Insgesamt stiitzt der Nachweis von intraneuronalem AB im Bereich des GD sowie der CA3-
Region des Hippocampus die weiteren im Rahmen dieser Forschungsarbeit erbrachten Er-
gebnisse eines signifikanten Nervenzellverlustes sowie einer deutlichen Zunahme inflamma-
torischer Prozesse bei homozygoten Tg4-42-Tieren in den AfB-exprimierenden Bereichen.
Allerdings nimmt die Dichte der intrazellulires AB enthaltenden Neurone auch mit fort-
schreitendem Alter des Individuums ab, wihrend die kognitiven Einschrinkungen weiter
zunehmen, sodass intraneuronales Af nicht als alleiniger oder als der bedeutsamste Faktor
der AD-Pathogenese angenommen werden sollte (Duyckaerts et al. 2008). Fraglich ist auch,

warum in einer vorangegangenen Studie bei dreimonatigen hemizygoten Tg4-42-Miusen un-
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ter Verwendung des gleichen AB,,-Antikorpers in diesen Arealen keine AB-Expression nach-
gewiesen werden konnte (Y Bouter et al. 2013). Méglicherweise lasst sich dies auf den he-
mizygoten Genotyp der untersuchten Tiere und einer potenziell damit verbundenen geringer
ausgepriagten AB-Expression zuriickfithren. Ebenfalls kénnte eine quantitativ geringe AfB-
Belastung innerhalb des dichten Nervenzellverbandes des GD mittels des verwendeten im-

munhistochemischen Verfahrens nicht adiquat darzustellen sein.

4.2  Einfluss des NT4X-Antikérpers auf die Neuronenzahl und das
Volumen des GD sowie der CA2/3-Region des Hippocampus von

sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen

Ausgeprigte Nervenzellverluste sowie eine progrediente zerebrale Atrophie gelten als wich-
tige neuropathologische Charakteristika des Morbus Alzheimer (Coleman und Flood 1987;
Simic et al. 1997). Bereits Mitte der 1990er Jahre gelang mithilfe stereologischer Analysen
eine Differenzierung zwischen gesunden und an AD erkrankten Individuen anhand der er-
mittelten Neuronenzahl in der CAl-Region des Hippocampus, wobei die AD-Erkrankten

signifikant weniger Neurone in dieser Hirnregion aufwiesen (West et al. 1994).

In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl transgener Mausmodelle entwickelt, welche zwar
die wichtigsten neuropathologischen Kennzeichen der AD widerspiegeln, jedoch nur wenige
dieser Modelle einen signifikanten Nervenzellverlust abbilden konnen (Wirths und Zampar
2020). Das APP23-Modell (Sturchler-Pierrat et al. 1997) war eines der ersten transgenen
Mausmodelle in dem Neuronenverluste vor allem in der CAl-Region beschrieben werden
konnten (Calhoun et al. 1998). Auch bei APP/PS1KI-Miusen konnte eine deutliche Reduk-
tion der Neuronenzahl im Bereich des Frontalkortex sowie der CA1-Region festgestellt wer-
den, welche auf eine ausgeprigte intraneuronale AB-Belastung der jeweiligen Hirnregion zu-
ruckgefithrt wurde (Casas et al. 2004; Christensen et al. 2010; Christensen et al. 2008). Ferner
lieBen sich auch im hidufig betrachteten 5xFAD-Mausmodell Neuronenverluste in Lamina 17
des Kortex sowie im Subikulum nachweisen (Oakley et al. 2006). Auch in diesem Mausmo-
dell konnten intraneuronale AB-Ablagerungen, welche bei 5xFFAD-Madusen den extrazellula-
ren Plaqueablagerungen vorausgehen, in den Hirnarealen mit relevanter Neurodegeneration
bestitigt werden (Eimer und Vassar 2013; Jawhar et al. 2012). In der CA1-Region dieser
Tiere zeigte sich kein signifikanter Nervenzellverlust, da intraneuronale AB-Ablagerungen

trotz einer vergleichbaren APP-Expression in diesem Hirnareal fehlten (Jawhar et al. 2012).

Bei dem im Rahmen dieser Forschungsarbeit betrachteten Tg4-42-Mausmodell konnte in
vorangegangenen Analysen in der CAl-Region von achtmonatigen hemizygoten Tieren
ebenfalls ein signifikanter Neuronenverlust von rund 38% im Vergleich zu gleichalten WT-
Tieren erhoben werden, der bei einer homozygoten Vergleichskohorte sogar 66% betrug (Y
Bouter et al. 2013). Die daraus resultierenden Einschrinkungen des Lernverhaltens sowie

des raumlichen Gedichtnisses traten bei den hemizygoten Tieren ab einem Mausalter von
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rund zwo6lf Monaten auf, wihrend die homozygoten Tg4-42-Miuse erste Einschrinkungen
bereits in einem Lebensalter von acht Monaten zeigten (Y Bouter et al. 2013). Insgesamt
lieen sich auch hier die schweren Nervenzellverluste sowie Gedichtnisdefizite mit der oben

genannten intraneuronalen AB-Expression in diesem Areal korrelieren (Y Bouter et al. 2014).

Nachfolgend soll der Einfluss der unter Absatz 4.1 diskutierten intraneuronalen AB-Expres-
sion sowie einer passiven Immunisierung mit dem NT4X-Antikorper auf die Neuronenzahl
und das Volumen des GD sowie der CA2/3-Region des Hippocampus von sechsmonatigen

homozygoten Tg4-42-Miusen niher beleuchtet werden.

4.2.1 NT4X kann den Nervenzellverlust bei homozygoten Tg4-42-Miusen im GD

signifikant reduzieren

Neben der CA1-Region des Hippocampus konnten mittels stereologischer Quantifizierun-
gen auch Nervenzellverluste im Bereich des GD anhand von humanen Gewebeschnitten
von AD-Patienten erhoben werden, wenngleich sich diese jeweils in einem unterschiedlichen
Ausmal darstellten (Simic et al. 1997; West et al. 1994). Dartber hinaus bestitigten unter
anderem auch Cotel et al. (2008) altersabhingige, signifikante Neuronenverluste im transge-
nen APP/PS1KI-Mausmodell bei zwolfmonatigen Miusen in der Kornerzellschicht des GD,
welche jedoch nicht auf eine detektierbare intraneuronale AB-Expression in diesem Areal
zurtickgefithrt werden konnten. Vorangehende stereologische Studien unserer Arbeits-
gruppe am Tg4-42-Mausmodell zeigten eine signifikante Steigerung der Gesamtneuronen-
zahl im GD-Bereich, welche durch eine Exposition der transgenen Mause gegeniiber einem
Lebensumfeld mit vielfaltigen stimulatorischen Reizen (enriched environmeni) sowie der Mog-
lichkeit zur ausgepriagten physischen Aktivitit erzielt werden konnte (Hiittenrauch et al.
2016). Ahnliche Ergebnisse konnten jedoch in einer anschlieBenden Studie, in welcher allein
der Finfluss einer gesteigerten korperlichen Aktivitit ohne weitere soziale oder umweltbezo-
gene Stimulationen auf sechsmonatige homozygote Tg4-42-Miuse untersucht wurde, nicht
reproduziert werden (Gerberding et al. 2019). Weder die intermittierende noch die kontinu-
ierliche korperliche Aktivitit zeigte Auswirkungen auf die Gesamtneuronenzahl im Bereich
des GD bei den WT- sowie transgenen Miusen (Gerberding et al. 2019).

Antonios et al. (2015) wiesen mittels stereologischer Quantifizierungen bereits einen alters-
abhingigen Nervenzellverlust in der CA1-Region von homozygoten Tg4-42-Mausen nach,
welcher bereits ab einem Mausalter von vier Monaten einsetzte (Reduktion von 17%) und
sich ab einem Lebensalter von rund fiinf Monaten mit einem Neuronenverlust von 43% im
Vergleich zu dreimonatigen WT-Madusen als statistisch signifikant erwies. Erste Anzeichen
eines beeintrichtigten rdumlichen Gedichtnisses konnten bei diesen Tieren ab einem Alter
von rund fiinf Monaten beschrieben werden, welche sich bei sechs- und siebenmonatigen
Tieren als deutlich ausgeprigt herausstellten (Antonios et al. 2015). Aufgrund dieser Ergeb-
nisse wahlten Antonios et al. (2015) ein Mausalter von drei Monaten als geeigneten Start-

punkt fur die Immunisierung mit dem NT4X-Antikérper. Die homozygoten Tg4-42-Mause
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erhielten folglich Gber einen Zeitraum von zwolf Wochen je eine wochentliche intraperitone-
ale Injektion des monoklonalen NT4X-Antikorpers (Immunisierungsprotokoll siehe Absatz
2.1.5.2). Durch diesen praventiven Immunisierungsansatz konnte bei den mit NT4X behan-
delten Tg4-42-Miusen der Neuronenverlust in der CAl-Region im Vergleich zu diversen
gleichalten Kontrollgruppen (u.a. auch PBS-Tieren) signifikant vermindert und die oben be-

schriebenen Verhaltensdefizite deutlich abgeschwicht werden (Antonios et al. 2015).

Auch die im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit durchgefithrten Analysen konnten
bei dreimonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen noch keine Unterschiede hinsichtlich der
Nervenzellzahl und des Volumens im Areal des GD im Vergleich zu einer gleichalten WT-
Kohorte erheben (siche Absatz 3.3). Basierend auf dieser Erkenntnis sowie den Ergebnissen
von Antonios et al. (2015) sollte auch fiir die durchgefithrten stereologischen Quantifizie-
rungen im GD-Bereich von einem geeigneten priventiven Behandlungszeitpunkt auszuge-
hen sein, um einen etwaigen Behandlungseffekt der NT4X-Immunisierung beurteilen zu
konnen. Die Analyse der Gesamtneuronenzahl im Areal des GD ergab einen prozentualen
Nervenzellverlust von ca. 14% bei den mit PBS behandelten sechsmonatigen homozygoten
Tg-4-42-Miusen im Vergleich zu unbehandelten, gleichalten WT-Tieren. Die mit NT4X be-
handelten Tg4-42-Miuse wiesen in der Quantifizierung rund 7% mehr Neurone im GD-
Bereich auf als die PBS-Vergleichsgruppe, womit sich bezogen auf die Reduktion des Ner-
venzellverlustes ein signifikanter Behandlungseffekt der NT4X-Immunisierung ergab (siehe
Absatz 3.4.1).

Um das therapeutische Potenzial einer passiven Immunisierung mit Anti-AB-Antikorpern i
vivo zu eruieren wurde in diversen priklinischen Studien eine Verminderung der zerebralen
Amyloidplaque-Belastung in transgenen AD-Mausmodellen quantifiziert und ein Therapie-
erfolg anhand dessen bemessen (Bard et al. 2000; Demattos et al. 2012; Frost et al. 2012).
Jedoch ist weithin bekannt, dass der Ausprigungsgrad der AB-Ablagerungen nicht unbedingt
mit den kognitiven Einschrinkungen eines Individuums in Korrelation steht (Ricciarelli und
Fedele 2017; Walsh und Selkoe 2007), sodass in den Analysen der vorliegenden Forschungs-
arbeit die Reduktion des Neuronenverlustes als Kriterium zur Validierung des therapeuti-

schen Effektes der NT4X-Immunisierung betrachtet wurde.

Die erhobenen Ergebnisse stehen in nachvollziehbarem Einklang mit dem Nachweis der in
Absatz 3.2 beschriebenen intraneuronalen AB-Expression im GD-Bereich. Beide betrachte-
ten transgenen Mausgruppen wiesen verglichen mit den WT-Tieren einen signifikanten Ner-
venzellverlust im GD-Bereich auf, welcher am ehesten auf eine AB-induzierte Neurodege-
neration zuriickgefiihrt werden kann. Es ist anzunehmen, dass der verwendete NT4X-Anti-
korper iiber eine Reduktion dieser AB-Belastung wirkt, da der Antikérper unter anderem
gezielt gegen A, ,, gerichtet ist und diese AB-Variante selektiv im Tg4-42-Mausmodell ex-
primiert wird. Ebenfalls wire auch der Einfluss tber eine Modulation neuroinflammatori-
scher Prozesse, wie beispielsweise tiber eine durch NT4X-Immunisierung herunterregulierte

Mikrogliaaktivitit (siche dazu Absatz 3.6.1), und eine potenziell damit im Zusammenhang
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stehende abgeschwichte Neurodegeneration denkbar. Auf die in der aktuellen wissenschaft-
lichen Literatur diskutierten Wirkmechanismen von Immunisierungstherapien soll unter Ab-
satz 4.3 nachfolgend gesondert eingegangen werden. Insgesamt zeigen die erhobenen Ergeb-
nisse, dass sich der durch Antonios et al. (2015) fiir die CA1-Region beschriebene positive
therapeutische Effekt der NT4X-Immunisierung auch auf den GD-Bereich Gibertragen lasst.

4.2.2 Homozygote Tg4-42-Miuse weisen im Vergleich zu WT-Tieren eine
reduzierte Neuronenzahl in der CA2/3-Region des Hippocampus auf

Neben dem GD sowie der CA1-Region bildet auch die nachfolgend betrachtete CA2/3-
Region einen Teil der bei Lern- sowie Gedichtnisprozessen mal3geblich beteiligten Hippo-
campusformation, welche die relevanten Informationen mittels Neurotransmission vom EK
erhilt. Die Kornerzellen des GD projizieren tiber Moosfasern in die CA3-Region, von der
wiederum Pyramidenzellen zu kollateralisierenden Axonen in die CA1-Region ziehen, wel-
che unidirektional zuriick zum Kortex projiziert (Amaral und Witter 1989; Avchalumov und
Mandyam 2021). Der CA2-Region, die sich zwischen der CA1- und CA3-Region befindet,
wurde bisweilen keine eindeutige Funktion zugewiesen, allerdings deuten neuere Studien auf
einen viel groB3eren Beitrag zur hippocampalen Informationsverarbeitung hin als initial ver-
mutet wurde (Middleton und McHugh 2020). Im Rahmen der durchgefithrten stereologi-
schen Analysen dieser Forschungsarbeit wurde die CA2/3-Region jedoch aufgrund ihrer

schweren Abgrenzbarkeit als zusammenhingendes Areal betrachtet (siche Abbildung 4).

Frihe stereologische Quantifizierungen durch West et al. (1994) konnten einen Neuronen-
vetlust in der CA2/3-Region von AD-Patienten nachweisen, wenngleich sich dieser gegen-
tber einer gleichaltrigen Kontrollgruppe als nicht statistisch signifikant herausstellte und in
einer spiteren Studie dieser Arbeitsgruppe nicht bestitigt werden konnte (West et al. 2004).
Dartber hinaus berichteten Padurariu et al. (2012) anhand von humanen Gewebeschnitten
tber eine Abnahme der Nervenzelldichte in der CA3-Region des Hippocampus bei AD-

Patienten.

Auch die sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Maduse wiesen in den durchgefithrten ste-
reologischen Quantifizierungen der vorliegenden Forschungsarbeit in ungepaarten t-Tests
jeweils signifikante Nervenzellverluste gegeniiber einer gleichalten Kohorte aus unbehandel-
ten WT-Tieren auf (siche Absatz 3.4.2). Die Neuronenzahl zeigte sich ausgehend von den
WT-Miusen bei der PBS-Kontrollgruppe im Mittel um fast 22% reduziert. Bei den mit dem
NT4X-Antikorper behandelten Tieren betrug dieser Nervenzellverlust sogar rund 26%. Zwi-
schen den beiden transgenen Mausgruppen konnte jedoch kein statistisch signifikanter Un-
terschied in der Neuronenzahl erhoben werden. Somit zeigte sich in dieser Analyse kein sig-

nifikanter Einfluss der NT4X-Immunisierung auf die Nervenzellzahl der CA2/3-Region.

Ausgeprigte Neuronenverluste in der CA3-Region konnten bereits bei APPy;,-Tg-Midusen
beschrieben werden, welche eine altersabhingige Akkumulation von intraneuronalen AJ-

Oligomeren in diesem Bereich aufwiesen, ohne jedoch extrazellulire AB-Ablagerungen zu
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entwickeln (Tomiyama et al. 2010). Zeitgleich mit dem Nachweis der intraneuronalen AB-
Ablagerungen zeigten die APPy,;,-Tg-Mduse ab einem Alter von rund acht Monaten eine
signifikante Abnahme des prisynaptischen Markers Synaptophysin, der wiederum zeitlich im
Zusammenhang mit einer Beeintrichtigung der synaptischen Plastizitit sowie der Gedacht-
nisleistung der betrachteten Tiere zu stehen schien (Tomiyama et al. 2010). Auch im Tg4-42-
Mausmodell konnte bereits mittels Synaptophysin-Farbung ein verindertes synaptisches
Muster in der CA3-Region nachgewiesen werden, was auf eine mégliche Stérung innerhalb
des Neuronennetzwerkes hindeuten koénnte und bei den homozygoten Tieren deutlich stir-

ker ausgepriagt war (Y Bouter et al. 2013).

Ferner konnte auch in der CA2/3-Region der Tg4-42-Miuse eine, wenngleich geringe, in-
traneuronale AB-Expression bestitigt werden (sieche Absatz 3.2), welche zu einer AB-indu-
zierten Neurodegeneration fithren, und so die beschriebenen Neuronenverluste in diesem
Areal bei den transgenen Tieren auslosen kann. Da der NT4X-AntikOrper unter anderem
gezielt gegen die im Tg4-42-Mausmodell exprimierte AB, ,,-Variante gerichtet ist, deren Ex-
pression in der CA2/3-Region verglichen mit der CA1-Region nur relativ gering ist, konnten
sich damit im Verhiltnis zur quantifizierten Fliche des CA2/3-Areals auch nur wenige An-
griffspunkte fiir eine Anti-AB-Antikérpertherapie bieten. Dies kénnte als ein moglicher Exr-
klarungsansatz fir einen ausbleibenden Behandlungseffekt der NT4X-Immunisierungsthe-
rapie fir dieses Areal betrachtet werden. Neben dem Einfluss der AB-Belastung kénnte in
diesem Zusammenhang auch eine Aktivierung bzw. Modulierung inflaimmatorischer Pro-
zesse eine Rolle spielen, auf die nachfolgend niher eingegangen wird (siche Absatz 4.5). Ins-
gesamt konnten weitere Quantifizierungen der Neuronenzahlen im CA2/3-Areal zu untet-
schiedlichen Zeitpunkten im Altersverlauf der betrachteten Tg4-42-Maduse zur Charakteri-
sierung der Neurodegeneration in diesem Bereich beitragen, um den genauen Alterszeitpunkt
des Beginns der Nervenzellverluste zu identifizieren. Gegebenenfalls konnte durch einen

friheren Beginn der Immuntherapie ein Behandlungseffekt erzielt werden.

4.2.3 Sechsmonatige homozygote Tg4-42-Miuse zeigen eine signifikante

Volumenreduktion im Bereich des GD

Neben den geschilderten Neuronenverlusten konnte bei AD-Patienten auch eine ausge-
prigte zerebrale Atrophie beobachtet werden, die im Krankheitsverlauf vor allem den medi-
alen Temporallappen, den Hippocampusbereich, die Amygdala sowie den EK betrifft
(Bottino et al. 2002). Als kausale Faktoren dieser Gehirnatrophie werden sowohl NFT-Ab-
lagerungen (Serrano-Pozo et al. 2011a) als auch die intrazellulire AB-Belastung (TA Bayer
und Wirths 2010) diskutiert, welche zu immensen Neuronenverlusten fiihren kénnen. Aller-
dings konnten auch ausgeprigte Synapsenverluste, welche in der AD-Pathogenese zeitlich
noch vor den Nervenzellverlusten auftreten, einen weiteren Einflussfaktor darstellen
(Serrano-Pozo et al. 2011a). Auch anhand von volumetrischen Quantifizierungen mittels des
Cavalieri-Prinzips konnte eine deutliche Volumenreduktion der gesamten Hippocampusfor-

mation bei AD-Patienten nachgewiesen werden (Simic et al. 1997).



Diskussion 68

Ebenfalls wurden bereits in diversen transgenen AD-Mausmodellen Volumeninderungen in
Bereichen der Hippocampusformation beschrieben, wenngleich mit teils widerspriichlichen
Ergebnissen. So konnte beispielsweise bei sechsmonatigen APP/PS1KI-Miusen im Vet-
gleich zur gleichalten PS1KI-Kontrollgruppe eine Volumenreduktion der Pyramidenzell-
schicht der CA1-Region von rund 30% erhoben werden, welche mit einem signifikanten
Nervenzellverlust in diesem Areal assoziiert war (Breyhan et al. 2009). Trotz deutlicher Neu-
ronenvetluste im GD-Bereich zeigten sich jedoch bei zwolfmonatigen APP/PS1KI-Tieren
keine Volumenunterschiede im Areal des GD (Cotel et al. 2008). Im PDAPP-Mausmodell
konnte durch volumetrische Quantifizierungen mittels des Cavalieri-Prinzips bei 100 Tage
alten PDAPP-Tieren im Vergleich zu gleichalten WT-Miusen eine Reduktion des GD-Vo-
lumens um ca. 28% festgestellt werden, wohingegen andere hippocampale Bereiche wie
CA1- sowie CA3-Region oder das Subiculum keine signifikanten Volumeninderungen auf-
wiesen (Redwine et al. 2003). Fur homozygote Tg4-42-Miuse konnte in der Vergangenheit
bereits eine signifikante Reduktion des Volumens der CA1-Region beschrieben werden, wel-
che sich ebenfalls mit einem deutlichen Verlust an Nervenzellen in diesem Areal assoziierbar
zeigte (C Bouter et al. 2018; Sichler et al. 2019).

Im Rahmen der durchgefihrten volumetrischen Analysen dieser Forschungsarbeit konnte
eine eindeutige Volumenreduktion bei sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen im
GD-Bereich belegt werden (siche Absatz 3.4.1). So wiesen die mit NT4X immunisierten
Tiere im Verhiltnis zu gleichalten WT-Mausen eine relative Volumenreduktion von fast 13%
auf, wohingegen die mit PBS behandelten Miuse sogar einen Volumenverlust von rund
19,5% in diesem Areal aufwiesen. Zwischen den beiden transgenen Kohorten konnten je-
doch keine statistisch signifikanten Unterschiede des Volumens und damit kein signifikanter
Behandlungseffekt der NT4X-Immunisierung erthoben werden. Fir die CA2/3-Region lie-
Ben sich in der durchgefithrten einfachen Varianzanalyse keine statistisch signifikanten Vo-
lumenunterschiede zwischen den betrachteten Mausgruppen ermitteln, wenngleich sich in
einem nachfolgend durchgefithrten ungepaarten t-Test eine signifikante Volumenreduktion
der mit NT4X-immunisierten Méuse verglichen mit den WT-Tieren zeigte (siche Absatz
3.4.2).

Diese Ergebnisse stltzen grundsitzlich die Assoziation von Volumenreduktionen in Hirn-
arealen mit ausgeprigten Nervenzellverlusten, denn auch im GD- sowie CA2/3-Bereich
konnten signifikante Neuronenverluste bei den transgenen Tg4-42-Mausgruppen beschrie-
ben werden (sieche dazu Absatz 3.4.1 sowie Absatz 3.4.2). Da das Tg4-42-Modell keine NFT-
Ablagerungen und keine extrazelluliren AB-Plaques aufweist (Y Bouter et al. 2013), kénnen
diese hingegen nicht als kausaler Erkliarungsansatz fir die Gehirnatrophie angenommen wer-
den. Vielmehr scheint die durch intraneuronale AB-Ablagerungen hervorgerufene Neurode-
generation ein Hauptausloser der Volumenverluste bei den Tg4-42-Miusen zu sein. Den-
noch kénnten sich zusitzlich auch andere Faktoren, wie z.B. Synapsenverluste in den betref-
fenden Hirnarealen, auf die Gehirnatrophie auswirken. Auch wenn durch die NT4X-Immu-

nisierung der Nervenzellverlust im GD-Bereich der Tg4-42-Miuse signifikant abgeschwicht
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werden konnte, zeigten sich in diesem Hirnareal zwischen den beiden transgenen Tiergrup-
pen keine statistisch signifikanten Volumendifferenzen. Der Behandlungseffekt von NT4X
auf die Neuronenzahl im GD konnte sich aufgrund der geringen quantitativen Auspragung
nicht als statistisch signifikante Volumendifferenz abbilden, wenngleich fir das GD-Areal
dieser Tiere unter dem Einfluss der Immunisierungstherapie ein gewisser statistischer Trend
fir einen geringeren Volumenverlust besteht (sieche Abbildung 12B). Schlussendlich wire es
spannend, ob sich die praventive NT4X-Immunisierung nachhaltig auf das Volumen im wei-
teren Altersverlauf der betrachteten Tg4-42-Tiere auswirken kann — eine grundsatzliche pro-

grediente Gehirnatrophie in den betrachteten Hirnarealen vorausgesetzt.

4.3 Therapieansatz der passiven Immunisierung mit dem
monoklonalen NT4X-Antikérper

Bereits vor tiber 20 Jahren leisteten Schenk et al. (1999) mit ihren Experimenten zur aktiven
AB-Immunisierung Pionierarbeit auf dem Gebiet der Immunisierungstherapien als mogli-
chen kausalen Behandlungsansatz des Morbus Alzheimer (T'A Bayer und Wirths 2014). Ins-
besondere dem Konzept der passiven Immunisierung wird mit der Entwicklung und Erpro-
bung von zahlreichen Antikérpern gegen unterschiedliche AB-Epitope (siche Absatz 1.10.2)
besondere Aufmerksamkeit entgegengebracht. Die genauen Wirkmechanismen der Immu-
nisierungstherapien sind auch gegenwirtig weitestgehend unklar und Gegenstand aktueller
Forschung (Mantile und Prisco 2020; Zampar und Wirths 2020). Nachfolgend sollen einige

dieser méglichen allgemeinen Wirkungsweisen diskutiert werden.

Als ein potenzieller Wirkmechanismus wird beispielsweise ein katalytischer Effekt der Anti-
korper vermutet (T'A Bayer und Wirths 2014), welche durch direkte Antikérperbindung AB-
Aggregate spalten und das Gleichgewicht zwischen aggregierten AB-Formen und monome-
rem A zugunsten der leichter abzubauenden monomeren AB-Formen verschieben kénnen
(Brody und Holtzman 2008). Bereits frith konnte durch 7z vitro-Analysen nachgewiesen wer-
den, dass Anti-AB-Antikorper sowohl eine Aggregation von AB-Fibrillen verhindern
(Solomon et al. 1996), als auch deren Aggregation riickgangig machen und die damit verbun-
dene Neurotoxizitit vermindern kénnen (Solomon et al. 1997). Aus einer gegen die AB-Ag-
gregate gerichteten Therapie, welche diese in 16sliche AB-Formen tberfiihrt, konnten jedoch
auch toxische Wirkungen resultieren, denn insbesondere 16sliche AB-Oligomere fithren nach
neueren Erkenntnissen zur Neurodegeneration (Benilova et al. 2012; Cline et al. 2018), wo-
hingegen den AB-Plaques der modifizierten Amyloidhypothese zufolge eher eine Reservoir-
funktion zukommt (Wirths et al. 2004). Jedoch kann in Anbetracht der anhand der Tg4-42-
Mauslinie durchgefithrten Analysen dieser Wirkmechanismus fir den NT4X-Antikorper
weitestgehend ausgeschlossen werden, da in diesem Mausmodell keine Amyloidplaques aus-
gebildet werden (Y Bouter et al. 2013).

Ein weiterer diskutierter Mechanismus stellt eine durch Anti-AB-Antikérper ausgeloste und

Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose von AB-Ablagerungen durch Mikrogliazellen dar (Bard
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et al. 2003; Bard et al. 2000). In weiterfithrenden Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass
diese Phagozytose auch unabhingig vom Fc-Rezeptor erfolgen kann (Bacskai et al. 2002;
Das et al. 2003). So demonstrierten beispielsweise Das et al. (2003) anhand von Fc-Rezeptor-
Knockout-Miausen der Tg2576-Mauslinie, dass die intrazerebralen AB-Ablagerungen dieser
Tiere durch die passive Immunisierung auf vergleichbare Werte einer Tg2576-Kontroll-
gruppe gesenkt werden konnten. Auch in Versuchsreihen mit dem NT4X-Antikérper konnte
durch eine Immunisierung mit einem entsprechenden Fab-Fragment des NT4X-AntikOrpers
bei Tg4-42-Mausen der Neuronenverlust reduziert und das Lernverhalten verbessert werden
(Antonios et al. 2015). Damit scheint auch die Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose durch

Mikrogliazellen nicht als Wirkmechanismus des NT4X-Antikérpers in Frage zu kommen.

Durch einige Autoren wurde in der Vergangenheit die Peripheral Sink-Hypothese propagiert,
wonach sich die l6slichen AB-Spiegel im Gehirn sowie im peripheren Blut in einem Gleich-
gewicht befinden und eine Bindung oder der Abbau des AB im Blutkreislauf den Ausfluss
des AB aus dem Gehirn erhoht und sich damit die AB-Belastung des Gehirns verringert
(Mantile und Prisco 2020). Demnach konnten applizierte AB-Antikérper als eine Art peri-
pherer AB-, Sink’ fungieren, wodurch ein Konzentrationsgradient erzeugt wird, der mono-
meres AR uber passive Diffusionsmechanismen aus dem ZNS ziehen kann (Zampar und
Wirths 2020). So konnte im transgenen PDAPP-Mausmodell durch eine passive Immunisie-
rung mit dem monoklonalen Antikérper m266, der gegen das zentrale AB-Epitop gerichtet
ist und eine hohe Affinitit zu l6slichen AB-Peptiden besitzt, ein Anstieg des AB-Plasmaspie-
gels sowie eine Reduktion der AB-Ablagerungen im Gehirn beobachtet werden, obwohl
m266 kein aggregiertes AP bindet (DeMattos et al. 2001). Weiterfithrende Versuchsreihen
berichteten sogar tiber eine akute Verbesserung der Lern- und Gedachtnisfunktionen immu-
nisierter PDAPP-Tiere, welche jedoch ohne wesentliche Verinderungen der AB-Belastung
des Gehirns auftraten und von den Autoren auf eine erhohte petiphere Clearance und/oder
Sequestrierung 16slicher AB-Spezies zurtickgefithrt wurde (Dodart et al. 2002). Yamada et al.
(2009) konnten hingegen nachweisen, dass der peripher applizierte monoklonale Antikérper
m266 innerhalb des ZNS an I6sliche, monomere AB-Formen bindet und diese stabilisiert,
wodurch eine intrazerebrale AB-Aggregation verhindert und die damit verbundene erhohte
Neurotoxizitit neutralisiert wird. Auch transgene APP23-Miuse, denen die AB-abbauende
Metalloprotease NEP intravenos appliziert wurde, zeigten trotz konsekutiv reduzierten Af3-
Plasmaspiegeln keine Abnahme der zerebralen Amyloidbelastung (Walker et al. 2013). Eine
dhnliche Studie an Tg2576-Miusen, Ratten und Affen bestitigte die unverinderten AB-Spie-
gel im Gehirn sowie im Liquor bei peripherer Applikation von NEP (Henderson et al. 2014).
Insgesamt ldsst sich also der Perjpheral Sink-Mechanismus als Erklirungsansatz fiir die Wir-

kungsweise des untersuchten NT4X-Antikorpers eher nicht annehmen.

Eine weitere Theorie zu Wirkungsmechanismen legt den Fokus auf 16sliche AB-Oligomere
als direkten Angriffspunkt der Antikérpertherapie, welche als potenzieller Hauptausloser der
AD-Erkrankung diskutiert werden (Verma et al. 2015). Zudem scheint die Menge an 16sli-

chen AB-Oligomeren im Vergleich zu den hiufiger untersuchten Amyloid-Plaques besser
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mit der eigentlichen Erkrankungsschwere zu korrelieren (DaRocha-Souto et al. 2011), wes-
halb diese ein vielversprechendes Ziel neuerer Therapieansitze darstellen kénnten (Hefti et
al. 2013). Verschiedene Studien zeigten bereits, dass die hippocampale Langzeitpotenzierung
vor allem durch 16sliche AB-Oligomere inhibiert werden kann (Townsend et al. 2006; Walsh
et al. 2002; HW Wang et al. 2002). Klyubin et al. (2005) konnten eine durch intrazerebro-
ventrikulire Injektion von menschlichen AB-Oligomeren in den Hippocampus von Ratten
hervorgerufene Beeintrichtigung der Langzeitpotenzierung durch die sofortige Gabe eines
monoklonalen AB-Antikorpers weitestgehend verhindern. Ferner zeigte die passive Immu-
nisierung von transgenen Tg2576-Miusen mit dem monoklonalen Antikorper NABG61, wel-
cher ein fiir oligomere AB-Formen spezifisches Konformationsepitop erkennt und bindet,
in Versuchsreihen eine signifikante Verbesserung des riumlichen Lernens sowie der Ge-
dichtnisfunktion (EB Lee et al. 2006). Auch fiir den NT4X-Antikorper wire dieses Wirk-
prinzip uber eine direkte Bindung der AB-Oligomere mit konsekutiver Neutralisierung ihrer
toxischen Effekte denkbar. Der monoklonale NT4X-Antikorper bindet die oligomeren, N-
trunkierten AB-Formen A, ,, sowie AB 34, (Antonios et al. 2015; Antonios et al. 2013; TA
Bayer 2021). Passend zu diesem Bindungsprofil konnte NT4X in neuronalen Zellkulturen
die durch AB,,, sowie AR s, induzierte Toxizitit inhibieren ohne jedoch Einfluss auf die
durch das Volllingenpeptid AB, 4, vermittelte Toxizitit zu nehmen (Antonios et al. 2015).
Dartber hinaus verhinderte die passive Immunisierung mit NT4X bei sechsmonatigen ho-
mozygoten Tg4-42-Miusen das Auftreten wesentlicher Einschrinkungen im rdumlichen Ge-
dichtnis sowie einen signifikanten Nervenzellverlust in der CA1-Region des Hippocampus
(Antonios et al. 2015). Zudem konnte im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens durch die
Behandlung mit NT4X ebenfalls eine signifikante Findimmung der Neuronenverluste im
Bereich des GD bei den transgenen Miusen beschrieben werden. Eine wesentliche Grund-
voraussetzung fur das angenommene Wirkungsprinzip bildet jedoch die Penetration des
NT4X-Antikorpers durch die BHS, um vom peripheren Applikationsort an den zerebralen

Wirkungsort zu gelangen.

4.4  Auswirkungen der Behandlung mit dem monoklonalen
Antikérper NT4X auf die Neurogenese im Tg4-42-Mausmodell

Bei adulten Individuen konnte die Neurogenese im ZNS vor allem in der SVZ des lateralen
Ventrikels sowie in der SGZ des GD lokalisiert werden (LC Abbott und Nigussie 2020). Sie
ist ein komplexer, mehrstufiger Prozess, der sich aus verschiedenen Phasen zusammensetzt
und maf3geblich zur neuronalen Plastizitit beitrdgt, indem sie bei vielen Lern- und Gedicht-
nisprozessen beteiligt ist (Kempermann et al. 2015). Demzufolge kénnen Einschrinkungen
in diesen Prozessen, wie sie etwa auch bei der fortgeschrittenen AD vorkommen, zumindest
ansatzweise auf eine eingeschrinkte Neurogenese zurtickgefithrt werden (Hollands et al.
2016). Um den eigentlichen Prozess sowie etwaige Verinderungen der Neurogenese immun-

histochemisch darzustellen, erfolgt haufig neben weiteren mdéglichen Nachweismethoden
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eine Antikérperfirbung gegen DCX, welches als Mikrotubuli-assoziiertes Protein spezifisch
in nahezu allen migrierenden neuronalen Vorlauferzellen exprimiert wird (Couillard-Despres
et al. 2005) und sich in der Vergangenheit als ein valider Parameter zur Quantifizierung der

Neurogenese etabliert hat.

Es ist bereits lange bekannt, dass eine gesteigerte korperliche Aktivitit sowie eine Umgebung
mit vielfaltigen stimulatorischen Reizen einen positiven Finfluss auf die Neubildung von
Neuronen und die damit verbundene allgemeine kognitive Performance eines Individuums hat
(Hittenrauch et al. 2016; van Praag et al. 1999; van Praag et al. 2005). Demgegentiber haben
beispielsweise Stress, der nattrliche Alterungsprozess und die progrediente Neurodegenera-
tion einen negativen Einfluss auf die adulte Neurogenese (Gould und Tanapat 1999; HG
Kuhn et al. 1996).

Beziiglich der adulten Neurogenese im humanen Organismus gibt es nur wenige, zum Teil
auch widerspriichliche Studien (Winner und Winkler 2015). So konstatiert beispielsweise eine
neuere wissenschaftliche Arbeit, dass die humane hippocampale Neurogenese im Altersver-
lauf auf nahezu nicht nachweisbare Werte abfillt (Sorrells et al. 2018), wohingegen andere
Autoren eine bis ins hohe Lebensalter anhaltende kontinuierliche Neubildung von Neuronen
proklamieren (Spalding et al. 2013). Bei AD-Erkrankten konnte jedoch im Vergleich zu ge-
sunden Individuen eine stark progrediente Abnahme der adulten Neurogenese beobachtet

werden (Moreno-Jimenez et al. 2019).

Insbesondere den verschiedenen transgenen Mausmodellen kommt so bei der Betrachtung
und Analyse der Neurogenese im Rahmen der AD-Pathologie eine bedeutsame Rolle zu
(Wirths 2017). In diversen transgenen AD-Mausmodellen konnten Verinderungen der Neu-
rogeneserate beschrieben werden, wobei die Mehrzahl der Analysen eine reduzierte Neuro-
genese ergab und nur wenige Tiermodelle eine gesteigerte Neurogeneserate zeigten (Babcock
et al. 2021; Lazarov und Marr 2010; Marlatt und Lucassen 2010). Generell scheint jedoch in
den meisten Studien eine vermehrte altersabhiangige Akkumulation von AB-Peptiden in ei-
nem engeren Zusammenhang mit einer Abnahme der Neurogeneserate zu stehen (Wirths
2017), wobei einzuwenden ist, dass Nagetiere grundsitzlich einer altersabhingigen Reduk-
tion der Neurogeneserate zu unterliegen scheinen (HG Kuhn et al. 1996). So konnte im
3xTg-Mausmodell, welches Mutationen in PS-1, APP sowie Tau aufweist (Oddo et al. 2003),
bei weiblichen viermonatigen Tieren eine signifikant verminderte Neurogeneserate nachge-
wiesen werden, welche maf3geblich auf die zunehmenden intraneuronalen AB-Ablagerungen
in der CAl-Region des Hippocampus zuriickgefiihrt wurde, denn eine signifikante extrazel-
lulire AB-Plaquepathologie setzte bei diesen Miusen erst ab einem Alter von rund zwolf
Monaten ein (Rodriguez et al. 2008). Auch im APP/PS1KI-Mausmodell, das auf einer PS-1-
Mutation mit Uberexpression eines mutierten humanen APP basiert (Casas et al. 2004),
zeigte sich eine mit intraneuronalen AB-Akkumulationen assoziierbare Reduktion der Neu-

rogeneserate (Cotel et al. 2012; Faure et al. 2011). Diese intrazelluliren AB-Ablagerungen
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konnten hierbei bislang jedoch nur in der CA1-Region und nicht im Bereich des GD im-
munhistochemisch nachgewiesen werden (Cotel et al. 2008). Gegensitzlich dazu berichtet
eine andere Studie iiber eine gesteigerte hippocampale Neurogenese in AD-Patienten, welche
sich in einer hochregulierten Expression neuronaler Markerproteine (unter anderem auch
DCX) in der SGZ des GD sowie der CA1-Region dullerte (K Jin et al. 2004b). Diese Stu-
dienergebnisse konnten im transgenen PDGF-APPgy, ;, -Mausmodell, das zwei APP-Mutati-
onen aufweist, reproduziert werden, sodass hierbei ein moglicher Einfluss klinischer Storva-
riablen weitestgehend ausgeschlossen werden sollte (K Jin et al. 2004a). K Jin et al. (2004a)
sahen in dieser erhohten Neurogeneserate einen Kompensationsmechanismus, um die im

Rahmen der AD-Pathogenese degenerierten Nervenzellen zu ersetzen.

Ferner wird dem AR, ,-Peptid in der Literatur sowohl 7z vitro als auch zn vivo ein neurogener
Effekt zugeschrieben, der die Neurogenese in der SVZ iiber den p75-Neurotropin-Rezeptor
stimulieren kann (Sotthibundhu et al. 2009). Altere Studien zeigten bereits eine durch AB,,-
Oligomere induzierte Erhohung der Neurogenese (Lopez-Toledano und Shelanski 2004),
welche spiter auch 7z vivo am PDGF-APPgy,,,-Mausmodell nachvollzogen werden konnte
(Lopez-Toledano und Shelanski 2007). Nach Lopez-Toledano und Shelanski (2007) sei die-
ser Effekt jedoch insbesondere vom Aggregationsstatus der AB-Peptide abhingig und nur
durch die oligomeren AB-Formen bedingt.

Auch neuroinflammatorische Prozesse, die im Rahmen der AD-Erkrankung charakteristi-
scherweise auftreten, konnen die Neurogenese durch verschiedene Entziindungskomponen-
ten wie Immunzellen, Zytokine oder Chemokine beeinflussen und das Uberleben, die
Proliferation und die Reifung neuronaler Stammzellen beeinflussen (Sung et al. 2020). Bei-
spielsweise werden fiir Mikrogliazellen in diversen Studien sowohl proneurogene als auch
antineurogene Effekte beschrieben (Fuster-Matanzo et al. 2013). So tragt etwa die Phagozy-
tose apoptotischer neugebildeter Neurone durch Mikroglia zur Aufrechterhaltung der Ho-
moostase der neurogenen Kaskade bei (Sierra et al. 2010). Durch Mikroglia sekretierte Fak-
toren unterstiitzen die neuronale Zelldifferenzierung, wie durchgefithrte 7z vitro-Analysen
nachweisen konnten (Walton et al. 2006). Allerdings werden durch aktivierte Mikrogliazellen
auch (chronische) entziindliche Prozesse unterhalten, welche die hippocampale Neurogenese
einschrinken, indem sie das Uberleben von Neuroblasten reduzieren (Belarbi et al. 2012;
Ekdahl et al. 2003).

Eine signifikant verminderte Neurogeneserate in der SGZ des GD konnte bereits bei naiven
sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen im Vergleich zu einer gleichalten WT-Ko-
horte beschrieben werden (Gerberding et al. 2019). Um jedoch einen Effekt der Behandlung
mit dem NT4X-Antikorper auf die Neurogeneserate der Tg4-42-Miuse zu untersuchen,
wurden im Zuge dieses Forschungsprojekts sechsmonatige homozygote mit NT4X-immu-
nisierte Tg4-42-Mause einer mit PBS behandelten Vergleichsgruppe gegeniibergestellt und
die DCX-positiven Neuronen quantifiziert (siche Absatz 3.5). Die PBS-Kohorte exprimierte
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dabei fast 18% mehr DCX-positive Nervenzellen als die mit dem NT4X-Antikorper immu-
nisierten Tiere. Auch mikroskopisch zeigte die mit PBS behandelte Gruppe deutlich ausge-
prigtere Perikarya mit weitliufigeren Axonen (siche Abbildung 18).

Der in der vorliegenden Arbeit erbrachte Nachweis einer intraneuronalen A,,-Expression
im Bereich des GD (siche Absatz 3.2) steht im Einklang mit der von Gerberding et al. (2019)
beschriebenen reduzierten Neurogeneserate in transgenen Tg4-42-Tieren, die mit der AB-
Belastung assoziiert wurde. Dieser Erkliarungsansatz steht jedoch der héheren Neurogenese-
rate bei der mit PBS behandelten Mausgruppe entgegen. Der NT4X-Antikorper richtet sich
vor allem gegen die oligomeren, N-trunkierten AB, ,,-Peptide (Y Bouter et al. 2015), welche
im Tg4-42-Mausmodell ausschlieBlich exprimiert werden, sodass bei den mit NT4X behan-
delten Tieren von einer niedrigeren AB-Belastung und damit einer weniger beeintrichtigten

Neurogeneserate auszugehen wire.

Eine Immunisierung mit dem NT4X-Antikérper konnte signifikant den Nervenzellverlust
im Bereich des GD bei homozygoten Tg4-42-Miusen vermindern (siche Absatz 3.4.1). Die
erhohte Neurogeneserate in der PBS-Kohorte konnte dhnlich den Ergebnissen von K Jin et
al. (2004a) als Kompensationsmechanismus gewertet werden, um die genannten Neuronen-
verluste zu kompensieren. Die beschriebene erheblich reduzierte Neurogeneserate bei trans-
genen Tg4-42-Tieren im Vergleich zu einer gleichalten WT-Kontrollgruppe (Gerberding et
al. 2019) steht jedoch einem solchen Erklirungsansatz entgegen. Fraglich ist zudem auch, ob
ein solcher Kompensationsmechanismus ausreichen wiirde, um die Nervenzellverluste aus-

zugleichen.

In einem weiteren Experiment der vorliegenden Forschungsarbeit zeigte sich bei den be-
trachteten Tg4-42-Miusen in der mit NT4X-immunisierten Tiergruppe im Vergleich zur
PBS-Kohorte eine signifikant verringerte Mikrogliose (siche Absatz 3.6.1). Eine Reduktion
der Mikrogliaaktivitit kann wiederum zu einer Abnahme neuroinflammatorischer Prozesse
fithren, die sich negativ auf die Neurogenese auswirken kénnen, wenngleich auch proneuro-

gene Effekte der Mikrogliazellen beschrieben werden (Fuster-Matanzo et al. 2013).

Insgesamt kann die adulte Neurogenese auch durch ihre vielschichtigen Modulationsmog-
lichkeiten als ein weiterer Ansatzpunkt fir zukiinftige therapeutische Strategien in der Alz-

heimertherapie betrachtet werden (Hollands et al. 2016).

4.5 Neuroinflammatorische Prozesse im Bereich des Hippocampus

unter der Immuntherapie mit NT4X

Neben den AB-Ablagerungen und der Formation von NFT stellen inflammatorische Pro-
zesse ein weiteres histopathologisches Charakteristikum des Morbus Alzheimer dar. Bereits
durch Alois Alzheimer konnten reaktive Gliazellen innerhalb neuritischer Plaques beschrie-
ben werden (Alzheimer 1907) und weitere Studien identifizierten reaktive Astrozyten und

Mikrogliazellen vor allem in der Nihe von AB-Ablagerungen (Hemonnot et al. 2019). Es
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kommt im Rahmen einer reaktiven Gliose zur konsekutiven Hochregulation von Komple-
mentfaktoren, Zytokinen, Akute-Phase-Proteinen und weiteren entziindungsfordernden
Mediatoren (Akiyama et al. 2000). Dartiber hinaus scheint der Ausprigungsgrad der Glia-
zellaktivierung mit dem Ausmal} der Hirnatrophie sowie den kognitiven Beeintrichtigungen
zu korrelieren (Chun et al. 2018). Trotz grof3er wissenschaftlicher Fortschritte wird jedoch
weiterhin intensiv diskutiert, ob diese Glia-vermittelte Immunantwort eine Folge oder den
Grund fur eine progrediente Neurodegeneration darstellt (Fakhoury 2018). In den anhand
des Tg4-42-Mausmodells durchgefiihrten Analysen sollte nachfolgend der Einfluss einer Im-
munisierung mit dem NT4X-Antikorper auf entziindliche Prozesse im Hippocampusbereich

untersucht werden.

4.5.1 Die passive Immunisierung mit dem Antikérper NT4X fiihrt bei
sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen zu einer signifikanten

Reduktion der Mikrogliose

Mikroglia sind ortsstindige Makrophagen und repriasentieren rund 10% der Zellen des ZNS
(Fakhoury 2018). Sie tiberwachen konstant ihre Umgebung und kontrollieren ebendiese auf
das Vorkommen von Krankheitserregern oder Zelltrimmern und migrieren nach Aktivie-
rung durch Pathogene zum Infektionsherd und kénnen dort eine Immunantwort auslésen
(Heneka et al. 2015). Abhingig von ihrem Aktivititszustand lassen sich die Mikrogliazellen
in einen proinflaimmatorischen M1-Phinotyp sowie einen antiinflammatorischen M2-Phi-
notyp einteilen (Tang und Le 2016). Diese starre Einteilung wird jedoch zunehmend hinter-
fragt, da hierbei komplexe Prozesse zu weit vereinfacht dargestellt sein wiirden (Ransohoff
2016). Den Mikroglia kommt in ihrer Funktion als Gewebsmakrophagen auch eine wesent-
liche Rolle bei der Phagozytose sowie beim Abbau von AB-Peptiden zu, wobei die Auspri-
gung der Entziindungsreaktion sowie die Mikrogliaaktivitit diese Fahigkeiten beeinflussen
konnen (CY Lee und Landreth 2010). Andererseits konnten mit AD assoziierbare kognitive
Beeintrichtigungen anhand spezieller 7z vzvo PET-Bildgebungen, welche bei AD-Patienten
durchgefiihrt wurden, eher mit einer erhéhten Mikrogliaaktivitit als mit der AB-Belastung
korreliert werden (Edison et al. 2008). Ausgehend von der aktuellen Studienlage lasst sich
die Mikroglia-vermittelte Inflammation insgesamt als ,,zweischneidiges Schwert* betrachten,
die sowohl schidliche als auch vorteilhafte Funktionen im Rahmen der AD-Erkrankung
tbernehmen kann (Fakhoury 2018).

Klassischerweise wurden bislang vornehmlich extrazellulire AB-Plaques, NFT oder auch ge-
schiadigte Nervenzellen als Stimuli fiir neuroinflammatorische Prozesse angenommen
(Akiyama 1994; Akiyama et al. 2000). So zeigten etwa extrazellulire AB-Plaques umgebende
Mikrogliazellen eine erhohte Expression entziindungsfordernd wirkender Faktoren wie bei-
spielsweise Interleukin-1 (Cherry et al. 2014; Griffin et al. 1995). In jiingster Vergangenheit
konnten jedoch auch Amyloidplaque-unabhingige Entziindungsreaktionen in APP transge-
nen Ratten beschrieben werden, welche eine durch intraneuronale AB-Akkumulationen aus-

geloste Mikrogliaaktivierung aufwiesen (Welikovitch et al. 2020). Im zeitlichen Kontext der
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AD-Pathogenese gehen die intrazelluliren AB-Ablagerungen der Formation von NFT sowie
extrazelluliren AB-Plaques voraus (Fernandez-Vizarra et al. 2004; Wirths et al. 2001). Pas-
send dazu konnten Y Bouter et al. (2013) bereits bei zweimonatigen hemizygoten Tg4-42-
Miusen eine signifikant erthohte Astro- und Mikrogliose im Vergleich zu gleichalten WT-
Tieren aufzeigen, was den Fokus auf intraneuronales Af als wesentlichen Stimulus bestirkt,
da im Tg4-42-Mausmodell extrazellulire Amyloidplaques sowie NFT ginzlich fehlen (Y
Bouter et al. 2014). Des Weiteren stellen sich bei homozygoten Tg4-42-Tieren signifikante
Nervenzellverluste erst ab einem Mausalter von rund fiinf Monaten ein (Antonios et al.
2015), was auch gegen die Annahme der Neurodegeneration als initialen Trigger der Gliose-

aktivitit spricht und man dieser allenfalls eine verstirkende Wirkung zusprechen kénnte.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefithrten Analysen zeigten im Vergleich zur
WT-Kohorte bei der mit PBS behandelten Tg4-42-Mausgruppe eine um fast +112% gestei-
gerte Mikrogliaaktivitit (siche Absatz 3.6.1). Diese erheblich gesteigerte reaktive Mikrogliose
lie3 sich auch mikroskopisch anhand der immunhistochemischen Fiarbungen nachvollziehen
(siehe Abbildung 20). Die mit NT4X immunisierten Tg4-42-Miuse wiesen hingegen ausge-
hend von der PBS-Vergleichsgruppe eine deutliche Reduktion der Mikrogliazellen auf, was
sich in einer prozentualen Reduktion von rund -75% ausdriickte. Damit konnte durch die
Antikérperbehandlung eine signifikante Verminderung der reaktiven Mikrogliose erreicht
werden. Betrachtet man diese Ergebnisse vor dem Hintergrund der potenziellen Funktions-
weise des verwendeten NT4X-Antikorpers (siehe Absatz 4.3) und der im Tg4-42-Mausmo-
dell nachgewiesenen AB-Expression, dann konnte durch die Immunisierung mit NT4X tiber
die konsekutive Reduktion der AB-Belastung auch eine geringere Stimulation der Mikroglia-

zellen bedingt sein.

In der Vergangenheit konnte unter Verwendung von Anti-AB-Antikorpern eine Mikrogliaak-
tivierung mit nachfolgender Phagozytose von AB-Ablagerungen im Gehirn von PDAPP-
Miusen beschrieben werden (Bard et al. 2000). Bard et al. (2000) vermuteten als Kernme-
chanismus des AB-Abbaus eine Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose durch Mikrogliazellen.
Bezogen auf den NT4X-Antikorper zeigte sich jedoch, dass auch eine Immunisierung mit
dem entsprechenden Fab-Fragment des Antikorpers bei Tg4-42-Miusen den Neuronenver-
lust reduzieren und das Lernverhalten verbessern kann (Antonios et al. 2015). In einer ande-
ren Studie zeigte sich unter der aktiven Immunisierung mit einem AB42-Antikérper
(AN1792) eine Erhéhung der mikroglialen Phagozytoseaktivitit, die jedoch nach umfassen-
der Plaqueentfernung unter den Wert der nicht-immunisierten Vergleichsgruppe absank
(Zotova et al. 2011).

AbschlieBend fillt insgesamt eine Bewertung der erthobenen Ergebnisse schwer. Zum einen,
weil weiterhin die Grundlagen der Mikrogliaaktivierung und die sich daraus ergebenden Aus-
wirkungen zu grof3en Teilen unklar erscheinen, zum anderen bildet die Mikrogliose nur einen

von vielen verschiedenen Aspekten der AD-Pathologie und damit potenzieller therapeuti-
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scher Ansatzpunkte ab. Das gegenwirtig hiaufiger verfolgte Konzept die Aktivierung der Gli-
azellen beispielsweise durch PPAR-Agonisten zu einem anti-entziindlichen Phinotyp zu mo-
dulieren stellt einen interessanten und vielversprechenden Therapieansatz dar, welcher in der

Zukunft weiter evaluiert werden sollte (Fakhoury 2018).

4.5.2 Homozygote sechsmonatige Tg4-42-Miuse zeigen eine gesteigerte

Astrogliose im Hippocampusbereich

Zumeist basieren Analysen neuroinflammatorischer Effekte auf gemessenen Verinderungen
der Mikroglia-Aktivierung, obwohl an den entziindlichen Reaktionen neben Mikrogliazellen
viele weitere Zelltypen, wie etwa Neurone, Astrozyten oder auch Oligodendrozyten beteiligt
sein konnen (Welikovitch et al. 2020). Astrozyten sind der am hiufigsten vorkommende Gli-
azelltyp des ZNS und essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Homoostase des Gehirns, in-
dem sie Neurone mit Metaboliten und Wachstumsfaktoren versorgen, die Bildung von Sy-
napsen unterstiitzen sowie das extrazellulire Gleichgewicht von Ionen und Neurotransmit-
tern regulieren (Colombo und Farina 2016). Zudem sind sie mal3geblich an der Aufrechter-
haltung und Permeabilitit der BHS beteiligt (IN] Abbott et al. 20006). Reaktive Astrogliazellen
konnen durch eine erh6hte Expression von Proteinen der Intermedidrfilamente wie bei-
spielsweise dem sauren Gliafaserprotein oder Vimentin identifiziert werden (Chun et al.
2018).

Wie Mikrogliazellen kénnen auch Astrozyten nach einer Exposition gegentiber A Zytokine,
Interleukine, Stickoxide und andere potenziell zytotoxische Molekiile freisetzen, welche eine
neuroinflammatorische Reaktion verstirken kénnen (Heneka et al. 2015). Dartber hinaus
besitzen Astrozyten ebenfalls die Fihigkeit AB-Ablagerungen abzubauen und Defizite bei
der astroglialen AB-Clearance stehen im Verdacht zur AD-Pathogenese beizutragen (Wyss-
Coray et al. 2003). So konnte etwa anhand des APP/PS1-Mausmodells gezeigt werden, dass
eine Hemmung der reaktiven Astrogliose mit einer stirkeren Ausprigung der AB-Plaquepa-
thologie einhergehen kann (Kraft et al. 2013). Des Weiteren scheint das ApoE fiir die Ast-
roglia-vermittelte AB-Clearance von entscheidender Bedeutung zu sein (Koistinaho et al.
2004). Neben dem Abbau von Amyloid-Plaques, beschreiben einige Autoren jedoch auch
eine mogliche Produktion von AB-Peptiden durch Astrozyten, welche unter bestimmten in-

flammatorischen Bedingungen Zytokin-vermittelt erfolgen kann (Fakhoury 2018).

In diversen transgenen AD-Mauslinien, unter anderem Tg2576, PDAPP sowie 5xFAD,
konnte eine Steigerung des AB-Plagueloads mit einer erhchten Astrogliaaktivitit korreliert
werden (Games et al. 1995; Hsiao et al. 1996; Oakley et al. 2006). Eine reaktive Gliose konnte
allerdings auch bereits vor dem Auftreten von AB-Plaques in einigen transgenen Mauslinien,
beispielsweise dem APP[V71711]-Mausmodell, welches die London-Mutation des APP tiber-
exprimiert, beschrieben werden (Heneka et al. 2005). Im TBA42-Mausmodell, das vermehrt

pyroglutamiertes A ; , exprimiert, konnte ebenfalls eine gesteigerte Astrogliose beobachtet
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werden, die mit ausgeprigten intrazelluliren AB-Ablagerungen assoziiert wurde, da extrazel-
lulires AB in den betrachteten Altersstufen der Méuse nur dullerst selten nachgewiesen wer-
den konnte (Wittnam et al. 2012). Auch im Tg4-42-Mausmodell zeigte sich, wie bereits oben
erwihnt, bei zweimonatigen hemizygoten Mausen eine signifikante Astrogliose im Hippo-
campusbereich, welche sich mit den beobachteten intrazelluliren AB-Ablagerungen und ei-
nem ausgeprigten Neuronenverlust in der CAl-Region korrelieren lie (Y Bouter et al.
2013).

Bei den im Rahmen dieser Dissertation untersuchten sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-
Miusen konnte im Hippocampusbereich ebenfalls eine im Verhiltnis zu gleichalten WT-
Tieren deutlich ausgeprigtere Astrogliaaktivitit bestitigt werden (sieche Absatz 3.6.2). Auch
bildmorphologisch konnte mithilfe der Immunfluoreszenzfirbung in allen analysierten Are-
alen bei den transgenen Tieren eine deutliche reaktive Astrogliose nachvollzogen werden
(siche Abbildung 24). Diese Ergebnisse bestirken den vermuteten Zusammenhang zwischen
der bereits gezeigten intraneuronalen AB-Expression in den Hippocampusarealen der Tg4-
42-Tiere (siche Absatz 3.2) und der gesteigerten Astrogliaaktivitit in diesem Bereich. Zwi-
schen den mit NT4X immunisierten sowie den mit PBS behandelten Tg4-42-Mausen lie3
sich hingegen kein signifikanter Unterschied evaluieren. In Anbetracht der durch die passive
NT4X-Immunisierung anzunehmenden Reduzierung der AB-Ablagerungen wire ebenfalls

von einer verminderten Astrogliose der behandelten Tiere auszugehen.

In der Literatur werden ansteigende AB-Spiegel mit konsekutiver Astrozytenaktivierung als
ein frihes Ereignis der AD-Pathogenese beschrieben, welches noch vor Ausprigung kogni-
tiver Beeintrichtigungen einsetzt und bevor erste klinische Symptome auftreten ein Plateau
erreicht, wihrend eine Mikrogliaaktivierung sowie Nervenzellverluste hingegen erst spiter
auftreten und mit der Schwere der klinischen Symptome korreliert werden kénnen (Chun et
al. 2018; Jack et al. 2010). Somit kénnte auch der gewihlte Zeitpunkt der Immunisierung mit
NT4X eine entscheidende Rolle in Bezug auf die im Rahmen dieser Analyse quantifizierte
Astrogliaaktivitit spielen. Olabarria et al. (2010) konnten jedoch anhand von Untersuchun-
gen der 3xTg-Mauslinie zeigen, dass die Gesamtzahl an Astrozyten weder durch die AD-
Pathologie selbst noch durch den Alterungsprozess an sich beeinflusst wird, sondern sich
lediglich Anderungen ihrer Oberfliche beziehungsweise ihres Volumens fanden. Weiterfiih-
rende Studien in Bezug auf die Astrogliaaktivitit im Altersverlauf der homozygoten Tg4-42-
Miuse konnten dabei helfen, die Astrogliose naher zu charakterisieren und einen potenziel-

len Einfluss einer Behandlung mit NT4X auf diese weiter zu eruieren.



Zusammenfassung 79

5  Zusammenfassung

Die Alzheimerdemenz ist eine chronisch-progrediente neurodegenerative Erkrankung, die in
ihrem Verlauf bei den betroffenen Patienten durch ausgeprigte kognitive Einschrinkungen
zu weitreichenden Beeintrichtigungen des tiglichen Lebens fithren kann. Wesentliche neu-
ropathologische Verinderungen dieser Krankheit bilden intrazerebrale Amyloidablagerun-
gen, NFT, neuroinflammatorische Prozesse sowie fortschreitende Neuronen- und Synap-
senverluste. Nach der modifizierten Amyloidhypothese kommt insbesondere den intraneu-
ronalen AB-Ablagerungen eine entscheidende Rolle in der Alzheimer-Pathogenese zu. Be-
sonders oligomere N-trunkierte AB-Varianten, zu denen auch das hiufig vorkommende AB,
p»-Peptid zahlt, tragen durch ihre ausgeprigte Aggregationsneigung und Stabilitit zur AB-
vermittelten Toxizitit bei. Das Tg4-42-Mausmodell, welches ausschlieBlich die AR, ,,-Vari-
ante exprimiert, kann ohne das Vorhandensein von Mutationen in den APP- oder PS-Genen
wesentliche Elemente des Morbus Alzheimer, wie Nervenzellverluste, intrazerebrale Ent-

ziindungsprozesse sowie Gedichtnisdefizite, reproduzieren.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde unter anderem das Expressionsmuster von Af, ,, im
Tg4-42-Mausmodell mittels immunhistochemischer Firbungen untersucht. Dabei konnte
neben der bereits vorbeschriebenen intraneuronalen AB, ,,-Expression in der CAl1-Region
des Hippocampus auch ein AP, ,,-Nachweis im Gyrus dentatus sowie der CA2/3-Region
erbracht werden. Dies steht in logischem Finklang zu den nachfolgend stereologisch quan-
tifizierten AB-assoziierten Neuronenverlusten der sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-
Miuse in diesen Hirnregionen. Es konnte ebenso eine signifikante Volumenreduktion des
Gyrus dentatus bei diesen Tieren beschrieben werden. Zwischen jungen, dreimonatigen ho-
mozygoten Tg4-42-Mausen und gleichalten Wildtypmausen lieBen sich hingegen noch keine
signifikanten Unterschiede sowohl fiir die Nervenzellzahl als auch fir das Volumen des
Gyrus dentatus erheben, da sich diese erst im spiteren Altersverlauf der Tiere zu entwickeln

scheinen.

Durch die passive Immunisierung mit dem monoklonalen Antikérper NT4X, welcher unter
anderem die N-terminal trunkierte AB, ,,-Form bindet, konnte bereits in der Vergangenheit
bei sechsmonatigen homozygoten Tg4-42-Miusen, die ab einem Mausalter von drei Mona-
ten fiir zwolf Wochen einer wochentlichen Immunisierung mit NT4X unterzogen wurden,
ein deutlicher Behandlungseffekt beschrieben werden. Der Nervenzellverlust in der CA1l-
Region dieser Tiere konnte durch die Behandlung signifikant abgeschwicht und Defizite im
Lernverhalten der Méuse eingedimmt werden. Um das therapeutische Potenzial des NT4X-
Antikoérpers weiter zu evaluieren, erfolgten in der vorliegenden Forschungsarbeit zusitzliche
Quantifizierungen der Nervenzellzahl sowie des Volumens im Hippocampusbereich dieser
immunisierten Tg4-42-Miuse. Die mit NT4X immunisierten Tiere wiesen in der stereologi-
schen Analyse rund 7% mehr Neurone im Bereich des Gyrus dentatus auf als die mit phos-
phatgepufferter Salzlosung (PBS) behandelten Vergleichstiere, womit sich bezogen auf die

Reduktion des Nervenzellverlustes ein signifikanter Behandlungseffekt zeigte. Fur die
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CA2/3-Region des Hippocampus lie$3 sich hingegen kein signifikanter Einfluss der NT4X-
Immunisierung auf die Nervenzellzahl erheben. Ebenso zeigte die Antikdrperbehandlung
keinen Einfluss auf das Volumen der beiden betrachteten Hirnregionen, wenngleich die mit
NT4X immunisierten Tiere im Areal des Gyrus dentatus eine im Verhiltnis zu den gleichal-
ten Wildtypmiusen geringere Volumenreduktion aufwiesen als ihre PBS-Vergleichskohorte.
Auch wenn der detaillierte Wirkmechanismus des NT4X-Antikorpers nicht abschlieend ge-
klirt ist, so kann am ehesten davon ausgegangen werden, dass diese beschriebenen Behand-

lungseffekte auf der gezielten Reduktion der AB-induzierten Neurodegeneration basieren.

Um die Auswirkungen der NT4X-Immunisierung auf die hippocampale Neurogenese der
Tg4-42-Miuse naher zu charakterisieren, erfolgte eine Antikérperfirbung gegen das Mikro-
tubuli-assoziierte Protein Doublecortin (DCX). Die mit PBS behandelten Tg4-42-Maiuse ex-
primierten in der Analyse fast 18% mehr DCX-positive Nervenzellen als die mit dem NT4X-
Antikérper immunisierten Tiere. Diese gesteigerte Neurogeneserate der PBS-Tiere konnte
als ein Mechanismus zur Kompensation der vorbeschriebenen Neuronenverluste gedeutet
werden, wenngleich bei den mit NT4X immunisierten Tieren eigentlich von einer reduzier-

ten AB-Belastung und damit einer weniger beeintrichtigten Neurogenese auszugehen wire.

In den folgenden Analysen neuroinflammatorischer Prozesse mittels DAB-Immunhistoche-
mie zeigten die betrachteten Tg4-42-Mause eine deutlich gesteigerte Mikrogliaaktivitit. Im
Vergleich zu Wildtyptieren wiesen die mit PBS behandelten Miuse eine um fast +112% ge-
steigerte Mikrogliose auf. Durch die Behandlung mit NT4X konnte dieser Entziindungspro-
zess um rund -75% reduziert werden. Dies ist ebenfalls am ehesten durch die NT4X-vermit-
telte Reduktion der AB-Belastung mit nachfolgend geringerer Stimulation der Mikrogliazel-
len erklirbar. Bezogen auf die Astrogliose der transgenen Miuse lief3 sich hingegen kein Be-
handlungseffekt der NT4X-Immunisierung erkennen, wenngleich die transgenen Tiere im
Hippocampusbereich eine deutlich ausgeprigtere Astrogliaaktivitit aufwiesen als die gleich-

alten Wildtyptiere.

Insgesamt konnte durch diese Forschungsarbeit das Tg4-42-Mausmodell weiter charakteri-
siert und der Einfluss des AB, ,-Peptids auf neurodegenerative sowie inflammatorische Pro-
zesse im Hippocampusbereich untersucht werden. Die priventive passive Immunisierung
mit dem NT4X-Antikérper konnte unter anderem signifikant den Neuronenverlust im
Gyrus dentatus vermindern und die hippocampale Mikrogliaaktivitit reduzieren. Abschlie-
Bend bestirken diese Erkenntnisse erneut den therapeutischen Ansatzpunkt von zielgerich-
teten Therapien gegen AB-Peptide und liefern weitere wichtige Grundlagen fiir den Einsatz
des NT4X-Antikorpers fir weiterfithrende klinische Studien.
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