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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Demenz

1.1.1 Die Alzheimer-Demenz beim Menschen

Die Alzheimer-Demenz ist mit einem Anteil von 60% die am haufigsten vertretene
dementielle Erkrankung. Dementielle Erkrankungen sind die haufigsten Gehirnerkrankungen
des fortgeschrittenen Lebensalters und zeigen eine altersabhangige Zunahme der Inzidenz
und Pravalenz. Zirka sechs Prozent der tber 65-Jahrigen in Deutschland leiden an einer
Demenz, Inzidenz und Pravalenz steigen mit zunehmendem Alter deutlich an. Frauen sind
aufgrund ihrer héheren Lebenserwartung haufiger betroffen (Bickel 2000; Ferri et al. 2005;
Masuhr und Neumann 2007). Entsprechend der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie wird
sich die Pravalenz der Erkrankung in Hinblick auf die demographische Entwicklung bis 2050
voraussichtlich verdoppeln (Schmidtke und Riepe 2005).

Dabei versteht man unter einer Demenz nach dem ,Diagnostischen und Statistischen
Handbuch Psychischer Stérungen® (DSM-1V) (APA 2000) eine signifikante Beeintrachtigung
der sozialen und beruflichen Funktionen durch kognitive Defizite, welche eine deutliche
Verschlechterung gegeniber einem friheren Leistungsniveau darstellen und nicht im
Rahmen einer rasch einsetzenden Bewusstseinstrilbung oder eines Delirs auftreten. Zur
Beeintrachtigung des Gedachtnisses muss noch mindestens eine der folgenden Stérungen
hinzu kommen: Aphasie, Apraxie, Agnosie und/oder Storung der Exekutivfunktionen. Damit
sind Handlungen wie Planen, Organisieren, Einhalten einer Reihenfolge und Abstrahieren
gemeint. Die 10. Revision der Internationalen Klassifikation der Krankheiten (ICD-10) (WHO
2006) nennt noch einen zeitlichen Faktor: Die Symptomatik muss Uber mindestens sechs
Monate anhalten oder angehalten haben.

Demenzen lassen sich in primare und sekundare Demenzen untergliedern. Sekundare
Demenzen entstehen im Zusammenhang mit anderen Leiden wie Kkardiovaskularen
Erkrankungen oder Alkoholabhéngigkeit, koénnen aber auch durch Medikamente
hervorgerufen werden. Sekundéar entstandene Demenzen sind teilweise reversibel
(Beyreuther et al. 2002). Priméare Demenzen untergliedern sich in vaskulare, idiopathische
und gemischte Formen. Zu den primaren Demenzen vom vaskularen Typ z&hlen durch
Mikroangiopathien, Vaskulitiden und Einzelinfarkte entstandene Stérungen. Zu den
idiopathischen Demenzen im engeren Sinne zahlen die Lewy-Korperchen Demenz, fokale
kortikale Atrophien und der Morbus Alzheimer, welcher in dieser Gruppe zahlenmalig
dominiert. Eine klinische Unterscheidung der Demenztypen fallt oft schwer, da Mischformen
haufig sind (Beyreuther et al. 2002).


http://de.wikipedia.org/wiki/Delir
http://de.wikipedia.org/wiki/Aphasie
http://de.wikipedia.org/wiki/Apraxie
http://de.wikipedia.org/wiki/Agnosie
http://de.wikipedia.org/wiki/Planung
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Die Alzheimer-Demenz ist nach DSM-IV (APA 2000) beschrieben als eine Demenz mit
allméhlichem Beginn und kontinuierlicher Verschlechterung. Dabei missen andere
zerebrale, systemische oder funktionelle Krankheiten, die eine Demenz verursachen kénnen,
ausgeschlossen werden. Es handelt sich bei der klinischen Diagnose stets um eine

wabhrscheinliche Diagnose, sicher kann sie nur durch einen pathologischen Befund werden.

Erstbeschrieben wurde diese Form der Demenz 1907 von Alois Alzheimer, der in der
LStadtischen Anstalt fur Irre und Epileptische® in Frankfurt am Main der Patientin Auguste
Deter und ihrer Erkrankung viel Aufmerksamkeit widmete. Nach dem Versterben der
Patientin beschrieb er die pathologischen Korrelate im Gehirn und publizierte den Fall. Diese
makroskopischen und mikroskopischen beobachteten Verdnderungen sind inzwischen gut
untersucht. Makroskopisch findet sich eine ausgeprégte diffuse Hirnatrophie. Die Atrophie
wirkt sich jedoch nicht nur auf die Neuronenmasse, sondern auch auf deren Funktion aus,
weshalb die Alzheimer’sche Erkrankung im Allgemeinen als ,neurodegenerativ‘ beschrieben
wird. Der Untergang der Nervenzellen beginnt meist im medialen Temporallappen und dehnt
sich spater diffus auf alle Hirnareale aus. Am ausgepragtesten ist der Neuronenuntergang in
Hippokampus, Locus coeroleus und im Neokortex (Deckert et al. 2004; Masuhr und
Neumann 2007).

Die mikroskopischen Korrelate lassen sich untergliedern in (1) senile Plaques, (2) Alzheimer-
Fibrillen und (3) die zerebrale Amyloidangiopathie und sollen im Folgenden genauer
beschrieben werden. Dabei sind die zwei erstgenannten Veranderungen schon 10-30 Jahre
vor Manifestation klinischer Symptome zu finden. Sie sind vergesellschaftet mit einer
Degeneration von Neuronen und Synapsen sowie mit entziindlichen Veranderungen, wobei
letztere im Kapitel 1.1.3. auf Seite 9 detailliert geschildert werden sollen (Deckert et al.
2004).


http://de.wikipedia.org/wiki/Irrenschloss
http://de.wikipedia.org/wiki/Frankfurt_am_Main
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Normal

B2

Abbildung 1-1. Schematische Darstellung der Verdnderungen im Gehirn bei der Alzheimer-
Demenz [links, www.pakmed.net/academic/age/alz/alz030.htm] und im histopathologischen
Bild [rechts, (Blennow et al. 2006, Seite 388)]

Die senilen Plaques (1) sind bis zu 100 um grof3e Herde, welche sich in Neokortex,
Hippokampus, Striatum, Dienzephalon, Hirnstamm und Kleinhirn finden. Dabei sind Plaques
in Hirnstamm und Kleinhirn typisch fur Alzheimer-Patienten, wahrend sie an den anderen
Orten in geringeren Mengen auch bei nicht-dementen alten Menschen vorkommen (Deckert
et al. 2004). Die Plaques sind eine extrazellulare Ablagerung aus fibrillen-bildendem
Amyloid-B-Protein. Das Amyloid-B-Protein entsteht aus der Spaltung des Amyloid-Precursor-
Proteins (APP). APP ist ein integrales Membranprotein, welches vermutlich unterschiedliche
Aufgaben im Nervensystem wahrnimmt. Die genaue Funktion ist jedoch unbekannt
(Jacobsen und lverfeldt 2009). APP kann einerseits durch eine a- und y-Sekretase zu einer
I6slichen Form gespalten werden, andererseits durch eine (- und y-Sekretase zu den 40
oder 42 Aminoséaure grol3en AB-Proteinen prozessiert werden. Unter normalen Umstanden
wird das AP ausreichend abgebaut und aus dem Gehirn abtransportiert — diese
Mechanismen greifen auch bei der Alzheimer-Demenz, nur dass hier ein Ungleichgewicht
zwischen Produktion und Abbau vorliegen muss. Bei dieser sogenannten Hypothese der (-
Amyloid-Kaskade kommt es dazu, dass das Uberschissige Protein polymerisiert und sich in
fibrillarer B-Faltblattstruktur in Plagues zwischen den Nervenzellkbrpern ablagert. Dabei
scheint vor allem das AR 1-42 die falsche Konformation der AB-Proteine auszulésen
(Blennow et al. 2006).

Alzheimer-Fibrillen (2), im englischsprachigen Raum auch ,tangles“ genannt, sind fibrillare
Auftreibungen des neuronalen Zytoskeletts. Sie entstehen durch intrazellulare Aggregation
eines abnorm phosphorylierten Tau-Proteins, welches am axonalen Transport durch die
Mikrotubuli beteiligt ist. Der gestorte axonale Transport fiihrt zur neuronalen Dysfunktion. Die
Alzheimer-Fibrillen findet man vor allem im Hippokampus und im medialen Temporallappen
(Blennow et al. 2006)
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Das dritte mikroskopische Korrelat der Alzheimer-Demenz ist die zerebrale amyloide
Angiopathie (3), welche auf die Ablagerung von AB-Peptiden an den Gefallwanden

zuriickzufuhren ist (Deckert et al. 2004).

Bis heute konnte die Atiopathogenese der vor 100 Jahren beschriebenen Erkrankung nicht
zufriedenstellend geklart werden. Es gibt jedoch zahlreiche Risikofaktoren fiir die Alzheimer-
Demenz, deren Beitrag zur Genese vielfach noch wissenschaftlich diskutiert wird.

Der wichtigste, nicht zur Diskussion stehende Risikofaktor ist das Alter. Alle weiteren
Risikofaktoren kann man grob in genetische und nicht genetische Risikofaktoren unterteilen.
Als gesicherte Ursache kommen genetische Veranderungen in Frage. Diese familiare Form
der Erkrankung ist aber selten und tritt mit einer Pravalenz von unter 0,1% auf (Harvey et al.
2003). Es handelt sich hierbei um autosomal-dominante Vererbung von Mutationen auf den
Chromosomen 1, 14 und 21. Die betreffenden Gene codieren fir Presenilin-1, Presenilin-2
und das Amyloid-Precursor-Protein. Presenilin ist eine Komponente der y-Secretase, welche
fur den Abbau des Amyloid-Precursor-Proteins notwendig ist. Bei vermindertem Abbau
akkumuliert das Ap-Protein. Bei der Mutation des APP-Gens wird das APP selbst
uberexprimiert. So fallt vermehrt A an (Blennow et al. 2006).

Ein wichtiger genetischer Risikofaktor fir das Auftreten einer sporadischen Alzheimer-
Demenz ist das Apolipoprotein g4-Allel. Das physiologisch vorkommende Gen codiert flr ein
Protein, welches am Fettstoffwechsel beteiligt ist und mdglicherweise als pathologisch
wirkendes Chaperon die Fibrillen- und Plaquebildung von AR foérdert (Blennow et al. 2006).
Da das Apolipoprotein €4-Allel weder eine notwendige noch eine hinreichende Bedingung fur
die Krankheitsentstehung darstellt, wird es als Suszeptibilitdtsgen bezeichnet. Heterozygote
Trager dieses Allels haben ein dreifach erhdhtes, homozygote Trager hingegen ein 15-fach
erhdhtes Erkrankungsrisiko (Farrer et al. 1997). Das Apolipoprotein ¢€4-Allel ist
mitverantwortlich fiir die meisten sporadisch auftretenden Féalle der Alzheimer-Demenz
(Raber et al. 2004).

Dass das Vorkommen eines Alzheimer-Falles in der Familie das Risiko flr die Erkrankung
anderer Familienmitglieder wesentlich erhdht, konnte in einer européischen Studie nicht
nachgewiesen werden (Launer et al. 1999). In einer schwedischen Zwillingsstudie hatte der
genetische Hintergrund jedoch einen deutlichen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko (Gatz et
al. 2006).

Weitere diskutierte nicht-genetische Risikofaktoren sind zum Beispiel eine geringere Grof3e
des Gehirns, reduzierte mentale und korperliche Aktivitdt im Alter und ein niedriger
Bildungsstand (Mayeux 2003; Mortimer et al. 2003). Durch prominente Patienten kamen
Schéadel-Hirn-Traumen als Risikofaktor fir eine Alzheimer-Erkrankung ins Gesprach — ob

diese tatsachlich Ausléser sein konnen oder lediglich die Reservekapazitit des Gehirns


http://de.wikipedia.org/wiki/Apolipoprotein_E
http://de.wikipedia.org/wiki/Apolipoprotein_E
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verringern, bleibt unklar (Jellinger 2004; Van Den Heuvel et al. 2007). Auch die
Schilddrisendysfunktion wird als Risikofaktor fur die Alzheimer-Demenz diskutiert (Tan und
Vasan 2009). Schwierig ist es, den Einfluss von Nikotinkonsum, Hypercholesterinamie,
Hypertonie, Diabetes und Ubergewicht auf das Erkrankungsrisiko einzuschéatzen, da diese
Faktoren in Zusammenhang mit der schwer abgrenzbaren vaskularen Demenz stehen
(Blennow et al. 2006). Durch das Zusammentreffen vaskularer und degenerativer Effekte
steigt die Wabhrscheinlichkeit der Demenzmanifestation, so dass die umfassende
internistische Behandlung an Bedeutung gewinnt.

Der Einfluss entzindlicher Prozesse auf die Entwicklung und den Verlauf der
Alzheimer’schen Erkrankung wird aufgrund der hohen Relevanz fiir die Fragestellung dieser

Arbeit in einem eigenen Kapitel (Kapitel 1.3.1 auf Seite 13) erdrtert.

Wie oben beschrieben ist das Hauptsymptom der Alzheimer'schen Erkrankung der Verlust
der Gedachtnisleistung. Dazu zahlen neben der Merk- und Konzentrationsfahigkeit auch die
Fahigkeit zur Orientierung und Ausubung von Alltagstatigkeiten. Charakteristisch ist, dass
die Patienten diese Veranderungen lange kaschieren kénnen. Man kann die Entwicklung der
Erkrankung in drei Stadien einteilen, wobei diese zeitlich gesehen unterschiedlich schnell
eintreten kdnnen (Beyreuther et al. 2002):

Im frihen Stadium bemerken Patienten eine Vergesslichkeit, bei der vor allem das Speichern
neuer Information schwierig wird. Es kommt zu Stimmungsschwankungen, wobei die
Personlichkeit lange unversehrt bleibt und die Patienten an konventionellen Umgangsformen
festhalten. Wortfindungsstérungen treten auf, die ortliche und zeitliche Orientierung wird
eingeschrankt. Als Folge dieser Symptome fallen die Patienten in eine geistige Passivitat,
wahrend sie physisch unruhig werden. Aufgrund des Krankheitsbewusstseins kann es zur
Depression kommen.

Im mittleren Stadium wird das selbstandige Erledigen von alltdglichen Tatigkeiten wie
Waschen oder Ankleiden flr die Patienten unmdglich. Die Desorientierung der zeitlichen und
ortlichen Dimension verschlimmert sich und beginnt auch in der situativen und personlichen
Dimension. Zu den Wortfindungsstorungen gesellen sich Schwierigkeiten beim
Sprachverstandnis. Die emotionale Instabilitat und Unruhe bleibt, zusatzlich kann es zu
zwanghaftem Verhalten, Wahnvorstellungen und Halluzinationen kommen.

Im spéaten Stadium erkennen die Patienten vertraute Personen und ihre Angehérigen nicht
mehr. Ihre Abhangigkeit dehnt sich auf die Nahrungsaufnahme und Fortbewegung aus. Die
Vergesslichkeit betrifft nun auch das Langzeitgedachtnis. Die Sprache der Patienten
beschrankt sich auf wenige Worte oder Silben, sie kdnnen auch ganz verstummen. Durch
die Beeintrachtigung der Bewegung und eventuell entstehenden Kontrollverlust Giber Darm

und Blase steigt die Wahrscheinlichkeit flr Zusatzerkrankungen.
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Als Ursache fur den Tod der Patienten findet man meist ,banale” Infektionen wie grippale
Infekte, Pneumonien, Zystitiden, Nephritiden oder &hnliches. Alzheimer-Patienten sterben

durchschnittlich sieben Jahre nach Diagnosestellung.

Die Diagnosestellung kann nach einer umfassenden neuropsychologischen Untersuchung
und dem Ausschluss behandelbarer intrakranieller oder internistischer Ursachen erfolgen.
Dabei kommt den apparativen Untersuchungen weniger Bedeutung zu, vielmehr machen
eine genaue Anamnese sowie Fremdanamnese, der neurologische und psychiatrische
Befund sowie kognitive Leistungstestung (z.B. Mini-Mental-Status-Test) die Basis der
Diagnostik aus. Eine Verlaufsuntersuchung nach 6-12 Monaten gibt Auskunft Gber die
Chronizitat und Progression der Erkrankung und einen etwaigen Therapieerfolg (Schmidtke
und Riepe 2005). Dabei muss man sich bewusst sein, dass die Diagnose der Alzheimer-
Demenz ohne histologischen Befund oder Mutationsnachweis in den oben beschriebenen
Genen immer nur eine wahrscheinliche Diagnose ist.

Die Genauigkeit einer fundierten klinischen Diagnostik ist hoher als die einzelner apparativer
Verfahren (Villareal und Morris 1999). Trotzdem gehdren apparative Untersuchungen wie die
zerebrale Bildgebung, EEG, Labor- und Liquordiagnostik zum diagnostischen Weg hinzu. Sie
ermoglichen den Ausschluss zahlreicher Ursachen sekundarer Demenzen wie zum Beispiel:
Hypo-/Hyperthyreose, funikulare Myelose, zerebrale Raumforderungen,
Normaldruckhydrozephalus, progressive Paralyse oder Morbus Wilson. Zum Teil gewinnen
diese Methoden durch Weiterentwicklung an Sensitivitat und Spezifitat, so dass sie auch zur
Diagnoseerhartung beitragen kénnen. Dies gilt insbesondere fir die Magnhet-Resonanz-
Tomographie, die Positronen-Emissions-Tomographie und die Bestimmung von Biomarkern
im Liquor.

Die bildgebende Diagnostik zeigt — im MRT deutlicher als im CCT — im Frilhstadium eine
Atrophie im Hippokampus und im entorhinalen Kortex. Im Verlauf findet sich eine
progrediente globale Atrophie. Eine Hippokampus-Volumetrie im MRT kann die Alzheimer-
Demenz von mental gesunden alten Menschen mit einer Genauigkeit von 80-90 %
unterscheiden. Eine Abgrenzung von anderen Demenzformen bleibt allerdings schwierig
(Blennow et al. 2006).

Eine bessere Differenzierung zwischen den Demenzformen ist mit der Positronen-
Emissions-Tomographie moglich. Diese zeigt einen Hypometabolismus im temporalen,
parietalen und posterioren cinguldren Kortex. Vielversprechend sind hier die
Weiterentwicklungen in Hinblick auf eine direkte Darstellung der Ap-Plaques (Nordberg
2008).

Die Liquordiagnostik hat in den letzten Jahren durch Bildung von Indizes an Bedeutung

gewonnen. Gemessen wird eine vermutlich durch die neuronale Degeneration bedingte,
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erhdohte Konzentration des phosphorylierten und gesamten Tau-Proteins und eine
Erniedrigung des Quotienten von AB 1-42 zu AB 1-40. Dabei ist die reduzierte Konzentration
von AB -42 am ehesten bedingt durch die vermehrte Ablagerung dieses Proteins. Eine
kombinierte Bestimmung dieser Biomarker kann eine beginnende Alzheimer-Demenz mit
einer Spezifitdt und Sensitivitdt von ca. 80 % erfassen (Shoji et al. 1998; Mattsson et al.
2009).

Wichtig ist diese Mdglichkeit der friihzeitigen Erkennung einer sich entwickelnden Alzheimer-
Demenz deshalb, weil bei Manifestation der Klinik schon eine starke Degeneration im Gehirn
stattgefunden hat. Akutell wird intensiv an Strategien geforscht, welche diese Degeneration
verhindern kdénnen. Sollte es in Zukunft therapeutische Mdglichkeiten zur Verhinderung der
Krankheitsentstehung geben, so konnten diese dank einer frihzeitigen Diaghose auch

rechtzeitig eingesetzt werden.

Bislang hat die Diagnosestellung des Morbus Alzheimer geringe therapeutische
Konsequenzen, da eine suffiziente, den Progress der Erkrankung stoppende oder stark
verlangsamende Therapiemdglichkeit fir diese Demenz nicht existiert. Die Entwicklung einer
urséchlichen Therapie der Alzheimer-Demenz wird erst mit einem besseren Versténdnis des
zugrundeliegenden Pathomechanismus erreichbar sein. Die existierenden therapeutischen
Moglichkeiten kann man grob in eine symptomatische, eine antidementive und eine
supportive Therapie einteilen.

Als evidenzbasierte antidementive Therapie sind bisher Acetylcholinesterase-Hemmstoffe
und/oder Memantin empfohlen. Acetylcholinesterase-Hemmstoffe werden bei leichter bis
mittelschwerer  Alzheimer-Demenz  eingesetzt und verhindern den Abbau des
Neurotransmitters Acetylcholin, was zu einer Konzentrationserhbhung desselben im
synaptischen Spalt fiihrt (Doody et al. 2001; Lanctot et al. 2003). Memantin ist insbesondere
bei einer mittelschweren bis schweren Alzheimer-Erkrankung geeignet. Dabei ist Memantin
ein nichtkompetitiver NMDA—-Rezeptorantagonist und moduliert somit potentiell schadliche
Wirkungen des Neurotransmitters Glutamat (Winblad und Poritis 1999; Reisberg et al. 2003).
Weitere, noch in klinischer Forschung stehende Therapien umfassen eine Immunotherapie
im Sinne einer ,Impfung“ gegen AP, antientziindliche Medikamente und Substanzen, welche
an unterschiedlichen Punkten der B-Amyloid-Kaskade oder der Alzheimer-Fibrillen-Bildung
eingreifen (Neugroschl und Sano 2009).

Zur Supportivtherapie gehért eine Behandlung von Begleiterkrankungen wie der Depression
und das konsequente Meiden und/oder Therapieren kardio- beziehungsweise
zerebrovaskularer Risikofaktoren. Ob eine frihe medikamentdse Intervention bei
systemischen Infektionen den Krankheitsverlauf positiv beeinflussen kann, gilt es noch zu

erforschen (Holmes et al. 2009). Neben diesen medikamentdsen Mdoglichkeiten haben
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geistige und kdorperliche Aktivitat einen prophylaktischen Effekt. Durch Ged&chtnistraining
und Merkhilfen kann man versuchen, die kognitive Fahigkeit moglichst lange zu erhalten und

ein eigenstandiges Leben zu gewahren (Schmidtke und Riepe 2005).

1.1.2 Die Alzheimer-Demenz im Tiermodell

Mit dem Ziel, die Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung besser zu verstehen und gezielte
Therapien entwerfen zu koénnen, wurden Maus-Modelle entwickelt, die die typischen
Merkmale der Alzheimer-Erkrankung moéglichst genau widerspiegeln sollen. In vielen Féallen
wurde dabei auf Mutationen der Gene fur APP und Presenilin zurtickgegriffen.

Ein weit verbreitetes tierexperimentelles Modell der Alzheimer-Demenz sind transgene
Mause, die das humane Amyloid-Precursor-Protein tGberexprimieren (Hsiao et al. 1996). Zur
Entwicklung dieser transgenen Mause wurde ein Gen, welches bei einer schwedischen
Familie mit frih beginnender Alzheimer-Erkrankung gefunden wurde, tber ein Hamster-
Prion-Protein als Vector in C57B6/SJL-Mause eingebracht. Auf dem Gen fir das humane
APP 695 liegt eine Doppelmutation mit Lys®”® — Asn und Met®"
Tg(HUAPP695.K670-M671L)2576 oder kurz Tg2576. Da dieses Modell in dieser Arbeit zum

Einsatz kam, sollen im folgenden Abschnitt kurz die Eigenschaften dieser Tiere aufgezeigt

— Leu vor, die Tiere heilRen

werden.

Diese transgenen Mause entwickeln ab dem Alter von sechs Monaten B-Amyloid-
Ablagerungen im frontalen, entorhinalen und temporalen Kortex sowie im Hippokampus,
Subikulum, Prasubikulum und Zerebellum. Dabei finden sich sowohl klassische senile
Plagues als auch diffuse Ablagerungen. In der Umgebung der Plaques zeigen sich dystrophe
Neuriten und hyperphosphoryliertes Tau-Protein. Wie beim Menschen treten auch
entziindliche Veranderungen auf (siehe Kapitel 1.1.3. auf Seite 9). Des Weiteren kann eine
amyloide Angiopathie nachgewiesen werden (Irizarry et al. 1997; Klunk et al. 1997; Terai et
al. 2001; Tomidokoro et al. 2001).

Ab einem Alter von ca. 9 Monaten treten bei den Tg2576-Mausen Storungen des
Erinnerungsvermégens und des raumlichen Lernens auf. Diese dementielle Entwicklung
zeigt eine Korrelation mit der Zunahme der intrazerebralen [B-Amyloid-Konzentration.
Wesentliche sensomotorische Stérungen werden nicht beobachtet (Hsiao et al. 1996; Janus
und Westaway 2001).

Unterschiede zur sporadischen menschlichen Alzheimer-Demenz sind beispielsweise das
Uberwiegen bei der Ablagerung von AB 1-40 bei den Tg2576-M&usen im Gegensatz zu AR
1-42 beim Menschen. Auch unterliegt das AR bei den transgenen Mausen weniger
Modifikationen. AufRerdem lasst sich in der Region CAl des fir die Gedachtnisbildung
essentiellen Hippokampus kein Neuronenverlust wie beim Menschen nachweisen (Irizarry et

al. 1997; Kawarabayashi et al. 2001). Sowohl diese Unterschiede, als auch die Tatsache,
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dass der physiologische Alterungsprozess in Maus und Mensch Abweichungen zeigt (z.B.
zeigt sich bei der alten Maus kaum Plaquebildung), sollten zu Vorsicht bei der Ubertragung
von Ergebnissen aus Maus-Modellen auf den Menschen anhalten (Janus und Westaway
2001; Blennow et al. 2006).

1.1.3 Entzindliche Veranderungen bei der Alzheimer-Demenz

Neben den drei oben geschilderten pathoanatomischen Verdnderungen im Gehirn des
Alzheimer-Patienten — den amyloiden Plaques, den Alzheimer-Fibrillen und der amyloiden
Angiopathie — finden sich als weiteres histologisches Merkmal vermehrt Mikroglia. Mikroglia
gehoren neben den Astrozyten und Oligodentrozyten zu den Gliazellen des Gehirns. Sie
stellen die residenten Makrophagen des ZNS dar und bilden somit eine Schnittstelle
zwischen Immunsystem und Hirnparenchym. Mittels der Positronen-Emissions-Tomographie
hat man bei Patienten mit milder bis moderater Alzheimer-Demenz eine erhohte
Mikrogliadichte im entorhinalen, temporoparietalen und cingularen Kortex nachweisen
konnen (Cagnin et al. 2001; Versijpt et al. 2003). Dabei gruppieren sich die Mikroglia um die
amyloiden Plaques herum und zeigen eine erhdhte Expression von Oberflachenmolekilen
(z.B. MHC-Proteine) wie bei aktivierten Immunzellen (McGeer et al. 1988; Bamberger und
Landreth 2001). Ultrastrukturelle Untersuchungen konnten die Anheftung von
Komplementfaktoren und Lyse der Neuriten als Zeichen fir die entziindliche Toxizitat im
Alzheimer-Demenz-Gehirn bestatigen (Webster et al. 1997; Akiyama et al. 2000).

Auch im  Tg2576-Maus-Modell  der  Alzheimer-Demenz  lassen  sich  diese
Mikrogliaansammlungen nachweisen (lrizarry et al. 1997; Frautschy et al. 1998) Es kann
eine verdnderte Expression von inflammatorisch relevanten Genen nachgewiesen werden,
die allerdings von denen im Menschen abweichen (Wyss-Coray 2006).

Diese Mikrogliazellen oder auch die lokalen Astrozyten, Endothelzellen und Neurone
schitten signifikant erhéhte Konzentrationen inflammatorischer Marker, wie z.B.
Komplementfaktoren, IL-1, IL-6, TNF-a und chemotaktische Zytokine aus (Akiyama et al.
2000; Munch et al. 2003). Bei Patienten, bei denen sich in der Autopsie Ap-Plaques und
Alzheimer-Fibrillen zeigen, die jedoch keine Demenz in der Vorgeschichte aufweisen, findet
man gegenuber typischen nicht-dementen Patienten erhdhte Entziindungsparameter,
gegenuber Patienten mit Alzheimer-Demenz jedoch deutlich niedrigere
Entzindungsparameter (Lue et al. 1996). In verschiedenen Studien konnte ein
Zusammenhang der Alzheimer-Demenz mit gewissen Polymorphismen von Zytokinen oder
anderen immunologisch relevanten Molekilen aufgezeigt werden. Auch das
Suszeptibilitadtsgen Apo €4 scheint die Reaktion des Immunsystems zu beeinflussen (Wyss-
Coray 2006). Gene, welche in entzindliche Prozesse involviert sind, werden auch beim alten

Menschen vermehrt exprimiert, dieser Zustand ist aber beim Alzheimer-Demenz-Patienten
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intensiviert (Blalock et al. 2005). Patienten, welche eine Demenz entwickeln, zeigten funf
Jahre vor Manifestation der Erkrankung hohere Konzentrationen entziindungsassoziierter
Plasmaproteine wie IL-6 im Vergleich zu den im weiteren Verlauf nicht-dementen
Kontrollpersonen (Engelhart et al. 2004).

Das Vorhandensein dieser entzindlichen Verdnderungen bei der Alzheimer-Demenz hat
neben der Hypothese der Amyloid-Kaskade zu der Annahme gefilhrt, dass inflammatorische
Mechanismen fiir die Krankheitsentstehung relevant sein kdnnten. Dafiir spricht neben den
oben genannten Veranderungen unter anderem, dass bei Menschen mit Arthritis die
Alzheimer-Demenz seltener auftritt. Moglicherweise ist hieran ein positiver Effekt der dort
haufig eingesetzten anti-entzindlichen Nicht-steroidalen-Antiphlogistika (NSAR) beteiligt
(Wyss-Coray 2006). Auch konnte durch passive oder aktive Immunisierung im Tiermodell die
zerebrale ApPB-Konzentration gesenkt und die Erinnerungsfahigkeit verbessert werden
(Wisniewski und Konietzko 2008).

Unklar bleibt, ob die Entziindung bei der Alzheimer-Demenz eine mogliche Ursache, eine
beschleunigende Kraft, eine heilende Reaktion oder aber auch ein Nebenprodukt der
Erkrankung ist. Moglicherweise kdnnte auch eine Dysfunktion des Immunsystems vorliegen
(Wyss-Coray 2006).

1.2 Systemische bakterielle Infektionen und ihr Einfluss auf das zentrale

Nervensystem

1.2.1 Systemische Infektionen durch Streptococcus pneumoniae

Systemische Infektionen entstehen, wenn Bakterien von ihrem priméren lokalen
Infektionsherd wie z.B. der Lunge in die Blutbahn gelangen, dort persistieren und sich
vermehren. Dabei nennt man den Ubertritt von Bakterien in die Blutbahn Bakteriamie,
wahrend die Persistenz der Bakterien in der Blutbahn mit einer gesamtkdrperlichen
Allgemeinreaktion als systemische Infektion bezeichnet wird (Hildebrandt 1997). Zu dieser
kommt es, wenn bei einer schweren Bakteridmie das Immunsystem aufgrund der prasenten
Bakterienantigene aktiviert wird und dadurch immunkompetente Zellen wie Makrophagen
und Leukozyten zahlreiche Mediatoren in die Blutbahn ausschitten (Nau und Eiffert 2002).
Diese Mediatoren, wie auch die Zerfallsbestandteile der Bakterien selbst, fihren zu
Reaktionen an Organen unabhangig vom primar infizierten Organ. Klinisch kommt es zu
einer Allgemeinreaktion des Kérpers mit Schwéche und Fieber (Rivest et al. 2000). Bei
fehlender Therapie kann eine systemische Infektion in eine Sepsis, einen septischen Schock
oder ein Multiorganversagen tUbergehen und zum Tod des Patienten fuhren.

Ein haufiger Erreger systemischer Infektionen ist das Gram-positive Bakterium
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Streptococcus pneumoniae. Es ruft typischerweise endogene Infektionen des
respiratorischen Traktes wie Pneumonien hervor, welche neben urogenitalen Infektionen die
haufigsten Ausgangsorte systemischer Infektionen beim Erwachsenen sind (Kayser et al.
2001). Eine systemische Infektion durch S. pneumoniae kann im Maus-Modell z.B. durch
eine intraperitoneale Injektion des Keims erreicht werden.

Die Therapie von Infektionen mit S. pneumoniae kann mit Penicillinen, Makrolid-Antibiotika
oder Cephalosporinen erfolgen. Da gegentber Penicilinen und Makroliden jedoch
Resistenzen bestehen kénnen und der Keim zu Beginn der Infektion selten bekannt ist,
erfolgt die Therapie in der Klinik haufig mit Ceftriaxon, welches als Cephalosporin der dritten
Generation ein sehr breites Wirkspektrum aufweist. Cephalosporine stdéren die
Zellwandsynthese und wirken so bakterizid auf proliferierende Keime (Karow und Lang-Roth
2005). Dabei werden im Gegensatz zum Einsatz nicht-bakteriolytischer Antibiotika hohe
Konzentrationen proinflammatorischer Bakterienbestandteile frei (Nau und Eiffert 2002).
Zerfallsbestandteile von Bakterien entstehen bei einer systemischen Infektion spontan,
insbesondere jedoch bei Gabe bakteriolytischer Antibiotika. Beispiele hierfur sind
Lipopolysaccharide, Teichonsdure, Lipoteichonsaure, Peptidoglycane, Lipopeptide oder
bakterielle DNA. Diese Stoffe sind in der Lage, das Immunsystem des Wirtes zu aktivieren,
wodurch es zu einer Aktivierung von Makrophagen und Leukozyten, der Ausschittung von
Zytokinen und der vermehrten Expression von Adhasionsmolekilen in Endothelzellen
kommt. Eine massive Ausschittung dieser bakteriellen Produkte kann zu der so genannten
Jarisch-Herxheimer-Reaktion fihren, welche mit Fieber, Myalgien, Kopfschmerzen,
Tachykardie und Hypotension einhergeht (Nau und Eiffert 2002). Die alleinige Gabe von LPS
oder Lipoteichonséauren kann im Tierversuch zu einer Reaktion wie bei der Sepsis flihren (De
Kimpe et al. 1995; Rittirsch et al. 2007). Zusammengefasst kann man sagen, dass Bakterien
bei ihrem Zerfall eine proinflammatorische und toxische Wirkung entfalten kénnen.

S. pneumoniae als Gram-positives Bakterium enthalt Peptidoglycane, Teichonsauren,
Lipoteichonséuren und natirlich bakterielle DNA, wobei darin die unmethylierten Cytosin-
Phosphatidyl-Guanosin-haltigen Dinukleotide (CpG) die Reaktion des befallenen Vertebraten
auslésen. Eine Besonderheit des S. pneumoniae ist die Produktion des Proteins
Pneumolysin. Pneumolysin kann die klassische Komplement-Kaskade aktivieren, es kann
zur Ausschittung von IL-1B und TNF-a aus Monozyten fuhren und die Aktivitdt von

Phagozyten und Lymphozyten hemmen (Hahn et al. 2009).

1.2.2 Einfluss systemischer Infektionen im ZNS

Damit wahrend einer systemischen Infektion die Homoostase des Kérpers durch Fieber,
neuroendokrine Reaktionen und andere autonome Funktionen aufrecht erhalten werden

kann, ist es notig, dass zwischen der Peripherie und dem ZNS Kommunikation stattfindet
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(Rivest et al. 2000). Um das Gehirn weitestgehend vor dem Ubergreifen schadlicher
Organismen und toxischer Substanzen aus der systemischen Zirkulation zu schitzen, ist der
Austausch zwischen Blut und Gehirn durch die Blut-Hirn-Schranke erschwert.
Nichtsdestotrotz kommen Signale Uber eine periphere Infektion auf unterschiedlichen Wegen
im ZNS an (Sharshar et al. 2005). Zum Beispiel sind die zirkum-ventrikuldren Organe nicht
durch die Blut-Hirn-Schranke geschutzt und haben eine Vermittlerfunktion zwischen Blut und
Gehirn in Bezug auf mikrobielle Produkte. Proinflammatorische Zytokine kénnen in den
Regionen ohne Blut-Hirn-Schranke passiv ins ZNS diffundieren, in Regionen mit Blut-Hirn-
Schranke gibt es dafiir energieabhangige, aktive Transporter (Dilger und Johnson 2008;
Semmler et al. 2008). Auch bakterielle Zerfallsbestandteile wie LPS kénnen eine direkte
Reaktion im ZNS hervorrufen, indem sie z.B. Endothelzellen des Gehirns zur Ausschuttung
der Zytokine IL-1B8, TNF-a und IL-6 bringen und damit die Mikroglia aktivieren (Fabry et al.
1993; Breder et al. 1994; Reyes et al. 1999; Rivest et al. 2000; Rivest 2003). AulRerdem kann
der Nervus vagus, vermutlich Gber Zytokinrezeptoren, die Information Uber eine periphere
Entziindung vermitteln (Maier et al. 1998). Des Weiteren konnen Endothelzellen durch
zirkulierende bakterielle Produkte oder Zytokine aktiviert werden und schitten daraufhin
Entziindungsmediatoren ins ZNS aus (Sharshar et al. 2005). Da die Endothelzellen tber
diese Mechanismen selbst Schaden nehmen kénnen, kann ein septisches Geschehen zu
einer erhéhten Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke fihren (Tsao et al. 2001). All diese
Mechanismen sorgen fur einen Transport von Informationen und sind nicht primér schadlich
fur das Hirngewebe. Sie bedingen jedoch Zeichen einer entziindlichen Reaktion im ZNS
selbst und kdnnen bei einem entstehenden Ungleichgewicht zu Schaden fiihren. Diese
entziindliche Reaktion des ZNS zeigt sich sowohl im Anstieg von Zytokinen, in der Erh6hung
der Transkriptionsraten verschiedener Rezeptoren und Enzyme, in der Aktivierung und
Anlockung von Mikroglia, in der Anderung der zerebralen Durchblutung als auch im
Untergang von Neuronen (Kloss et al. 2001; Sharshar et al. 2005; Semmler et al. 2008).

Die Maximalform dieser Dysfunktion des Gehirns, welche bei einer systemischen
Entziindung ohne direkte Infektion des ZNS entsteht, wird auch septische Enzephalopathie
genannt. Sie zeigt sich klinisch durch verlangsamtes Denken, geminderte
Konzentrationsfahigkeit, Desorientierung, Delirium oder Koma und ist teilweise irreversibel
(Semmler et al. 2008). Diese Kklinischen Merkmale sind zum Teil auch bei
neurodegenerativen Erkrankungen zu finden. Interessanterweise konnte man in
Hirnregionen, die fur Lernen, Erinnerung und Koordination zustandig sind, Zytokinrezeptoren
nachweisen und somit einen moglichweise direkten Wirkweg der inflammatorischen Zytokine
auf die Kognition aufzeigen (Dilger und Johnson 2008).

Obwohl Mechanismen der septischen Enzephalopathie beim Menschen nicht vollstandig

geklart sind, konnte bei Patienten, welche aufgrund einer Sepsis starben, neben
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makroskopischen Gewebeschaden wie ischamischen L&sionen und Hamorrhagien, auch
eine lokale Expression von proinflammatorischen Zytokinen bestatigt werden (Sharshar et al.
2004). In einer Fall-Kontroll-Studie konnte gezeigt werden, dass der Anteil von aktivierten
Mikrogliazellen in der grauen Substanz bei Patienten, welche an einem septischen
Geschehen verstarben, deutlich hoéher war als bei den Kontrollpatienten mit
nichtentzindlicher Todesursache (Lemstra et al. 2007). Patienten, welche unter einer
vorbestehenden ZNS-Erkrankung leiden, haben ein héheres Risiko fur die Entwicklung einer

septischen Enzephalopathie (Semmler et al. 2008).

1.3 Bakterielle Infektionen und neurodegenerative Erkrankungen

1.3.1 Klinische und tierexperimentelle Daten

In den letzen Jahren wird eine entzindliche Komponente bei der Pathogenese
neurodegenerativer Erkrankungen, insbesondere der des Morbus Alzheimer verstarkt
diskutiert. Diese Vermutungen grinden unter anderem auf klinisch auffalligen
Zusammenhangen zwischen akuten Infektionen und einer schubférmigen irreversiblen
Verschlechterung der Erkrankungen (Holmes et al. 2009). Dies stellt ein Klinisch
bedeutendes Problem dar, weil Infektionen bei dementen Patienten vor allem im
fortgeschrittenen Stadium haufig sind. Ein Delir bei alteren Menschen, welches eine haufige
Folge von Infektionen, jedoch auch ein frlhes Zeichen einer Alzheimer-Demenz sein kann
(Lerner et al. 1997), fuhrt in der akuten Phase und darlber hinaus zu einer
neuropsychologischen Verschlechterung und einer erhéhten Mortalitéat (Elie et al. 1998; Fick
et al. 2002). Dies weist darauf hin, dass eine Erkrankung, die ein Delir verursacht,
langfristigen Einfluss auf die mnestischen Funktionen haben kann (Murray et al. 1993). Eine
Studie an ein- und zweieiigen Zwillingen, bei denen ein Zwilling eine schwere Infektion
durchgemacht hatte und einen Morbus Alzheimer entwickelte, ergab eine fehlende oder
verzogerte Demenzentwicklung bei dem Zwilling, der keine schwere Infektion durchgemacht
hatte. Dartber hinaus hatte der Zwilling, der von einer schweren Infektion verschont blieb,
eine héhere Lebenserwartung (Nee und Lippa 1999). In einer Fall-Kontrollstudie konnte ein
positiver Zusammenhang zwischen stattgehabten Infektionen und einer Demenzdiagnose
beim alten Menschen dargestellt werden (Dunn et al. 2005). Die kognitive Funktion von
Alzheimer-Demenz-Patienten verschlechtert sich haufig wahrend begleitender Infektionen
und bleibt auch in den zwei Folgemonaten beeintrachtigt (Holmes et al. 2003). Diese von
Holmes et al. durchgefiihrte Studie zu den Zusammenhangen von systemischen Infektionen
und der Progression der Alzheimer-Demenz wurde in Form einer prospektiven

Kohortenstudie an 300 Patienten weiterfihrend betrachtet. Darin konnte gezeigt werden,
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dass sich die Demenz auch im Verlauf von sechs Monaten nach akuter Infektion oder bei
begleitender chronischer Entziindung verschlechterte. Dabei war die akute systemische
Infektion, welche sich bei rund der Halfte der Patienten zeigte, mit einem Anstieg der
Serumkonzentrationen des proinflammatorischen TNF-a verknupft. Je hoéher die
Ausgangskonzentration des TNF-a war, desto drastischer verschlechterte sich die
dementielle Symptomatik (Holmes et al. 2009).

Auch tierexperimentell gibt es Studien Uber das Zusammenwirken eines peripheren
bakteriellen Geschehens und der inflammatorischen Veranderung bei neurodegenerativen
Erkrankungen. Die systemische Gabe des Endotoxin LPS bei Mausen mit einer noch nicht
klinisch manifesten Prionenerkrankung flihrte zu einer starkeren IL-1B-Synthese im Gehirn
und einem rascheren Verlust der motorischen Féhigkeiten als bei Kontroll-M&usen, die nicht
mit LPS behandelt wurden (Combrinck et al. 2002). Des Weiteren konnte im Maus-Modell
der Amyotrophen Lateralsklerose eine deutliche klinische Verschlechterung durch eine
chronische systemische LPS-Gabe gezeigt werden (Nguyen et al. 2004). Zusammengefasst
konnte in vivo eine periphere Applikation eines bakteriellen Bestandteils, moglicherweise
uber eine weitere Aktivierung bereits aktivierter Mikroglia, zum Fortschreiten eines
neurodegenerativen Prozesses fiihren (Combrinck et al. 2002; Perry et al. 2003; Nguyen et
al. 2004; Cunningham et al. 2005; Morgan et al. 2005).

1.3.2 Aktivierung von Mikroglia bei der Alzheimer-Demenz und Dbei
systemischen bakteriellen Infektionen

Mikroglia entstammen der Makrophagen-Monozyten-Linie und sind Teil des Immunsystems
des Gehirns. In akuten pathologischen Situationen treten unterschiedlich stark aktivierte
Mikroglia innerhalb von Stunden in den Lasionen auf, zusatzlich werden vermehrt Monozyten
aus der Blutbahn rekrutiert (Perry et al. 2007). lhre Aufgabe besteht im Schutz des ZNS-
Gewebes vor eindringenden Mikroorganismen und in der Beseitigung von untergegangenem
neuronalem Gewebe (Kreutzberg 1996). Diese Aufgaben erfillen sie mittels
Antigenprasentation, Phagozytose, Induktion von Entziindung, Zytotoxizitat und
Gewebereparation durch Ausschutten von Wachstumsfaktoren (Kreutzberg 1996; Aloisi
2001). Dabei zeigt sich neben der dazu notwendigen veranderten Genexpression auch eine
morphologische Wandlung der Zellen.

Klassischerweise ist fur die Aktivierung von Makrophagen sowohl ein vorbereitender
Stimulus als auch ein ausldésender Stimulus nétig. Durch den vorbereitenden Stimulus
werden in den Makrophagen bestimmte Oberflachenantigene wie MHC, CD-68 oder Toll-like
Rezeptoren (TLR) vermehrt exprimiert und beféhigen die Zellen zu einer schnelleren,

starkeren Reaktion mit langerer Dauer (Dilger und Johnson 2008).
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Vorbereitender Auslésender
Stimulus, Stimulus,
ZB.IFNY \ ; z.B. periphere
L Infektion
MHC class Il F4/80
Ruhende Mikrogliazelle Vorbereitete Mikrogliazelle Aktivierte Mikrogliazelle

Abbildung 1-2. Darstellung der unterschiedlichen Aktivierungszustande der Mikroglia.
Modifiziert nach Dilger und Johnson (2008, Seite 936)

Mdgliche Stimuli fur die Mikroglia bei der Alzheimer-Demenz sind das AR, die Alzheimer-
Fibrillen oder die absterbenden Neuronen (Akiyama et al. 2000). Mikroglia bei Menschen mit
neurodegenerativen Erkrankungen gleichen phéanotypisch den vorbereiteten Mikroglia und
exprimieren dauerhaft kleine Mengen proinflammatorischer Zytokine. Schon der
physiologische Alterungsprozess scheint ein vermehrtes Auftreten dieser vorbereiteten
Mikroglia mit sich zu bringen, auRerdem wird eine Reduktion der antiinflammatorischen
Zytokine beim alten Menschen vermutet (Dilger und Johnson 2008). Ob eine weitere
Aktivierung der Mikroglia letztendlich einen protektiven Wert flr das ZNS hat oder ob sie sich
negativ im Sinne einer vermehrten Akkumulation von A und dem Absterben von Neuronen
auswirken konnte, wird kontrovers diskutiert und ist von groliem Interesse, falls sich die
Hypothese der B-Amyloid-Kaskade als richtig erweisen sollte. Dass die Mikroglia trotz ihrer
Fahigkeit, AP in seinen verschiedenen Konformationen zu internalisieren und zu
degradieren, dies bei der Alzheimer-Demenz anscheinend nicht in ausreichendem Mal3e tun,
konnte damit zusammenhangen, dass der chronisch einwirkende Reiz nicht zu dem dazu
notigen stimulierten Zustand der Zellen fuhrt (Perry et al. 2007).

Die im Kapitel 1.2.2 auf Seite 12 beschriebene septische Enzephalopathie beruht unter
anderem auf der Aktivierung von Mikroglia durch bakterielle Zerfallsbestandteile. LPS
beispielsweise fihrt zu einer starken Aktivierung des angeborenen und erworbenen
Immunsystems und resultiert in einer deutlichen Aktivierung der Mikroglia (Wyss-Coray
2006). Fur die Fahigkeit der Mikroglia, auf die Gefahr aus dem Umfeld reagieren zu kénnen,
sind verschiedene ,pattern-recognition receptors” zustandig. Dazu zahlen auch die TLR. Sie
sind eine Gruppe von Transmembranproteinen, die als Teil des angeborenen Immunsystem
verschiedene funktionale Bestandteile von Viren, Bakterien und Pilzen erkennen und der
Abwehr dieser Erreger dienen (Kaisho und Akira 2006). Bindet ein Substrat Gber TLR an
Mikroglia, so wird je nach Substrat und TLR-Subtyp eine bestimmte Reaktion mit Produktion
von Zytokinen, Enzymen oder anderen inflammatorischen Agenzien ausgeltst (Konat et al.

2006). Interessanterweise werden die TLR nicht nur durch Bestandteile von


http://de.wikipedia.org/wiki/Viren
http://de.wikipedia.org/wiki/Bakterien
http://de.wikipedia.org/wiki/Pilze
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Krankheitserregern aktiviert, sondern auch durch endogene Molekile aus geschadigtem
Gewebe. Auch das bei der Alzheimer-Demenz in pathologischem MalRe vorhandene Af
kann mit Mikroglia Uber TLR interagieren und so zu einer proinflammatorischen Reaktion
fuhren (Lotz et al. 2005; Tahara et al. 2006).
Die Aktivierung von Mikroglia durch AP oder bakterielle Zerfallsbestandteile flhrt zur
Ausschiittung zahlreicher pro- und antiinflammatorischen Substanzen wie Stickoxid, TNF-q,
IL-6 oder IL-1B (Akiyama et al. 2000) und dient primar dem Schutz des Organismus.
Substanzen wie TNF-a werden neuroprotektive und neurotrophe Effekte zugeschrieben,
dennoch scheint TNF-a den Zelltod von Neuronen hervorrufen zu kénnen, wenn es den
Neuronen als Teil eines entzindlichen Milieus mit Gliazellen préasentiert wird (Munoz-
Fernandez und Fresno 1998; Combs et al. 2001; Rosenberg 2005; Pickering und O'Connor
2007). Eine tiefergehende Betrachtung bereits vorliegender Daten zur Aktivierung der
Mikroglia durch AR und bakterielle Zerfallsbestandteile findet sich im Kapitel 4.3 auf Seite 74.
Insgesamt deuten die oben genannten Angaben auf sehr komplexe Aktivierungsvorgange
der Mikroglia hin — diese scheinen von der Umgebung, den aktivierenden Liganden und der
genetischen Grundlage abhangig zu sein (Miller 2005; Morgan et al. 2005; Perry et al. 2007).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass

1) eine systemische Infektion zu einer entzindlichen zerebralen Reaktion mit

Mikrogliaaktivierung und konsekutiver Nervenschéadigung fuhren kann und dass
2) die Pathologie beim Morbus Alzheimer in Zusammenhang mit einer entzindlichen
Komponente mit Mikrogliaaktivierung auftritt.

Naheliegend ware daher, dass das in der Klinik beobachtete Phdnomen der Progression der
Alzheimer-Demenz unter einer systemischen Infektion auf dem Zusammenspiel dieser

Mechanismen beruht.
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1.4 Ziel der Arbeit

Die neurologischen Symptome von Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen wie der
Alzheimer-Demenz verschlechtern sich haufig unter systemischen Infektionen. Es liegt die
Vermutung nahe, dass Neurone von Alzheimer-Patienten besonders vulnerabel auf die
durch bakterielle Allgemeininfektionen in Gang gesetzten Vorgadnge reagieren.
Verantwortlich daftir kénnte sein, dass es aufgrund der endogenen Stimulation der Mikroglia
durch AB und die hinzukommende bakterielle Stimulation des innaten Immunsystems zu
einer additiven Mikrogliastimulation mit additivem Mikroglia-vermitteltem-Neuronenschaden
kommt. Die genauen Mechanismen dieses Phdnomens gilt es zu erforschen, wobei in dieser
Arbeit Verhaltnisse in vivo und in vitro betrachtet werden sollen.

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob rezidivierende systemische
Infektionen mit S. pneumoniae den Beginn und Verlauf der Alzheimer-Demenz im Maus-
Modell beeinflussen. Dazu sollen transgene Mause, welche humanes mutantes AR
Uberexprimieren (Tg2576), rezidivierend intraperitoneal mit S. pneumoniae Typ 3, dem
bedeutendsten respiratorischen bakteriellen Pathogen, infiziert und anschliel3end mit dem 3.-
Generation-Cephalosporin Ceftriaxon therapiert werden. Wahrend der Versuchszeit sollen
regelmaiige motorische und neuropsychologische Tests erfolgen, um eine mdgliche
Aggravation der Erkrankung bei den infizierten Tieren im Gegensatz zu den nicht-infizierten
transgenen Tieren feststellen zu kdonnen. Am Versuchsende soll ein Vergleich der AB-
Konzentrationen im Gehirn zwischen infizierten Mausen und nicht-infizierten Kontrollen
stattfinden.

Des Weiteren soll der Einfluss einer Kostimulation mit AB 1-40 und bakteriellen
Zerfallsbestandteilen auf die Toxizitat von monozytaren Zellen gegentber Neuronen
charakterisiert werden. Dazu soll in Kokulturen von Mikrogliazellen und Neuronen (Maus)
sowie Makrophagen und SH-SY5Y-Neuroblastomzellen (Mensch) untersucht werden, ob die
synergistische Aktivierung durch AB 1-40 und einen bakteriellen Zerfallsbestandteil, wie z.B.
das synthetische Lipopeptid (PamsCysSK,), nicht nur zur Aktivierung der Immunzellen,

sondern auch zu einem verstarkten Neuronenuntergang fihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Bio-Rad-Mini-Protean-II-Elektrophorese-System

Branson Sonifier
Eismaschine
Elektrophoresekammern
Fluor-S Multi Imager
Heizblock

Inkubator

Kaltlichtlampe
LIAISON®-Analyzer
Magnetrihrer
Membran-Vakuumpumpe
Microplate-Reader
Mikroskop (biokkulares)
Mikroskop (inverses)
Mikroskop BX 51 System-Mikroskop
Mikrowelle
Neubauer-Zahlkammer
Ofen

PCR-Thermocycler
Pipettierhilfe
Polaroid-Kamera
Rotarod
Schlittenmikrotom
Schdttelplatte ,rotomix”
Semi-Dry-Elektroblotter Model TE77
Spannungsgeber

Speed Vac
Sterilbank-Laminair®
Stoppuhr
Ultraviolett-Kontaktlampe

Waage

Bio—Rad (Minchen, D)

Branson (Danbury, USA)

Ziegra (Isernhagen, D)
Pharmacia Biotech (Freiburg, D)
Bio—Rad (Munchen, D)

HLC Bio Tech (Bovenden, D)
Heraeus (Hannover, D)

Schutt (Gottingen, D)

DiaSorin (Saluggia, 1)

Bioblock Scientific (Wohlen, CH)
Vacuubrand (Wertheim, D)
Tecan (Crailsheim, D)

Zeiss (Gottingen, D)

Olympus (Hamburg, D)
Oympus (Hamburg, D)

Schatt (Géttingen, D)

Schatt (Géttingen, D)

Memmert (Schwabach, D)
Biometra (Gottingen, D)
Eppendorf (Hamburg, D)
Polaroid (Enschede, NL)
TSE-Systems (Bad Homburg, D)
Leica (Nussloch, D)

Zeipel (Bovenden, D)

Hoefer Pharmacia (San Francisco, USA):
Pharmacia Biotech (Freiburg, D)
Heto-Holten (Wettenberg, D)
Heraeus (Hannover, D)

Casio (London, England, UK)
Vetter (Wiesloch, D)

Omnilab (Géttingen, D)
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Wasserbad
Zentrifuge

Zentrifuge

GFL (Burgwedel, D)
Eppendorf (Hamburg, D)

Jouan (St-Herblain, Frankreich)

2.1.2 Verbrauchsmaterial und spezielles Material

13-ml-Pipette

24- und 96-Loch-Gewebekulturplatten
Blutagar-Platten
Einbettkassetten
Eppendorfcups
Filterpapier (extra dick)
Gewebekulturflaschen
Giel3schalchen
Glaspipetten
Glasplattchen/Coverslip
Kanilen
Kryoréhrchen/Kryoboxen
Objekttrager
Petrischalen

Pinsel

Pinzetten

Polaroid-Filme 667
PVDF-Membran (Immobilon-P 0,45 pum)
Réhrchen

Skalpell

Spritzen

Zellschaber

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

100bp-DNA—Leiter
Agarose

Albumin

Ameisensaure
Amyloid-Beta-Protein 1-40
APAAP

APS

Aqua (destilliert)

Greiner (Frickenhausen, D)
Sarstedt (Newton, USA)
Institut fir Mikrobiologie (Géttingen, D)
Roth (Karlsruhe, D)

Eppendorf (Hamburg, D)
Bio—Rad (Minchen, D)
Corning Costar (Wiesbaden, D)
Leica (Nussloch, D)

Brandt (Wertheim, D)

Menzel (Braunschweig, D)
Braun (Melsungen, D)

Greiner (Frickenhausen, D)
Menzel (Braunschweig, D)
Falcon (Heidelberg, D)
Wiederholdt (Géttingen, D)
Rettberg (Gottingen, D)
Polaroid (Enschede, NL)
Millipore Corporation (Bredford, UK)
Falcon (Heidelberg, D)
Rettberg (Gottingen, D)

Braun (Melsungen, D)

Sarstedt (Newton, USA)

Fermentas (St. Leon—Rot, D)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe, D)
Perbio (Bonn, D)

Merck (Darmstadt, D)

Bachem (Weil am Rhein, D)
DAKO (Glostrup, Dédnemark)
Biomol (Hamburg, D)

Merck (Darmstadt, D)



Material und Methoden

20

Avidin

AB-Peptid Standards

B-27 Supplement mit Antioxidanzien
Bicinchoninséure

Bicine

Biotin

Bis-Tris

Borsaure
Bromochloroindolyl-Phosphat
Bromphenolblau-Stocklésung
Ceftriaxon (Rocephin)
Citronensaure-Monohydrat
Compete Mini Protease Inhibitor
DePeX

Diaminobenzidin
Diethyldithiocarbamat
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

D-MEM

dNTP Set

D-PBS

ECL Plus

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Ficoll Pague PLUS
Fluorescent Mounting Medium
Formaldehyd

Hamalaun

Harnstoff

HEPES

Interferon—y (Maus)
Isolectin-B4 (Nr. L2140)
Kaliumdisulfid

Kaliumpermanganat

Vektor (Burlingame, Kanada)
Bachem (Bubendorf, CH)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe, D)
Sigma (Deisenhofen, D)
Biomol (Hamburg, D)

Vektor (Burlingame, Kanada)
Biomol (Hamburg, D)

Sigma (Deisenhofen, D)
Roche (Mannheim, D)

Merck (Darmstadt, D)

Roche (Mannheim, D)

Merck (Darmstadt, D)

Roche (Mannheim, D)

Serva (Heidelberg, D)

Roche (Mannheim, D)

Sigma (Deisenhofen, D)
Sigma (Deisenhofen, D)
Sigma (Deisenhofen, D)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe, D)
Fermentas (St. Leon—Rot, D)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe, D)
Amersham Biosciences (Freiburg, D)
Fluka (Seelze, D)

Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)
AppliChem (Darmstadt, D)
Gibco Invitrogen (Karlsruhe, D)
GE Healthcare (Munchen, D)
DAKO (Glostrup, Dadnemark)
Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)
Applichem (Darmstadt, D)
Sigma (Deisenhofen, D)
Sigma (Deisenhofen, D)
Sigma (Deisenhofen, D)

Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)
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Kernechtrot

Kupfer(ll)sulfat = CuSO,4 5H,0
Levamisole

L—Glutamin

Lichtgriin (SF gelblich)
Magnesiumchlorid

Methanol

N-Acetylcystein

Na-DOC

Naphthol

Natriumchlorid

Natriumnitrit

Neufuchsin

Neurobasal Medium ohne L-Glutamin
Nitroblau-Tetrazolium
N-Naphthyl-Ethylendiamin
Nonidet P 40

Nontronit

Oxalsaure

Pamz;CysSK,

Paraffin (Paraplast)

PBS/TBS

PCR-Primer

PCR-Puffer
Penicillin/Streptomycin
Polyacrylamid (60 %T5 %C)
Poly—-L—-Lysin-Hydrobromid
Proteinase K Complete™ Mini
Rotiblock 10x Konzentrat
RPMI 1640 (mit Glutamin)
SDS
Streptavidin-Peroxidase-Komplex
Sucrose

Sulfonamid

Tag—Polymerase

TEMED

Thioflavin S

Merck (Darmstadt, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

ICN Biomedicals (Eschwege, D)
Biochrom (Berlin, D)

Chroma (Stuttgart, D)

Merck (Darmstadt, D)
Applichem (Darmstadt, D)
Sigma (Deisenhofen, D)

Fluka Chemie (Buchs, CH)
Sigma (Deisenhofen, D)

Roche (Mannheim, D)

Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe, D)
Roche (Mannheim, D)

Sigma (Deisenhofen, D)
AppliChem (Darmstadt, D)
Hoher Hagen (Dransfeld, D)
Merck (Darmstadt, D)

EMC Microcollections (Tubingen, D)
Kendall (Mansfield, USA)
Biochrom (Berlin, D

MWG Biotech (Ebersberg, D)
Promega (Madison, USA)
Sigma (Deisenhofen, D)
Bio—Rad (Minchen, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

Roche (Mannheim, D)

Roth (Karlsruhe, D)

Gibco Invitrogen (Karlsruhe, D)
Biomol (Hamburg, D)
Amersham Biosciences (Freiburg, D)
Merck (Darmstadt, D)

Sigma (Deisenhofen, D)
Promega (Madison, USA)
Serva Elektrophoresis (Heidelberg, D)
Sigma (Deisenhofen, D)
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Tris

Triton X-100
Trypanblau-Ldsung
Trypsin/EDTA LOsung
Tween-20
Wasserstoffperoxid
Xylol

B—Mercaptoethanol

2.1.4 Antikorper und Kits

Anti-Maus-Ig-Antikorper (vom Schaf)
Anti-Maus-IgG (sekundar, biotinyliert)

Biotinylierter anti-Kaninchen-Antikorper

AppliChem (Darmstadt, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

Serva Elektrophoresis (Heidelberg, D)
Merck (Darmstadt, D)

Merck (Darmstadt, D)

Sigma (Deisenhofen, D)

Amersham Biosciences (Freiburg, D)
Vector Laboratories (Lorrach, D)
GE Healthcare (Freiburg, D)

Digoxin DNA Labeling Mix Kit
hAmyloid 40 Brain ELISA
hAmyloid 42 Brain ELISA
IL-6 ELISA (Cat # M6000B)
Kaninchen—anti-Maus-Ig

Roche (Mannheim, D)

The Genetics Company (Schlieren, CH)
The Genetics Company (Schlieren, CH)
R&D Systems (Wiesbaden, D)

DAKO (Glostrup, Danemark)
Monoklonaler Antikorper 1E8 (anti-Maus-IgG1) Bayer Schering (Berlin, D)
Monoklonaler Maus-anti-Mensch-CD-68-Antikorper

(Makrophagen Klon KP1)

NSE LIAISON® KIT

Polyklonaler Kaninchen-anti-lbal- Antikdrper

Vectastatin ABC (Avidin/Biotin-Komplex)

DAKO (Glostrup, Déanemark)
DIASORIN (Saluggia, 1)

Wako Chemicals (Neuss, D)
Vector (Burlingame, Kanada)

B-Tubulin (Neuronal Class IIl, Maus, monoklonal) Covance (Princeton, USA)

2.1.5 Mause

Die Zucht sowie Unterbringung und Verpflegung der Tiere erfolgte in der Zentralen
Tierexperimentellen Einheit der Medizinischen Fakultdt der Universitat Gottingen. Die
Genehmigung fir die Experimente wurde von der Tierschutzkommission der Medizinischen
Fakultdt der Universitdt Gottingen und der Bezirksregierung Braunschweig erteilt. Die
Weibchen zur Zucht wurden bei Charles River WIGA (Deutschland) GmbH bestellt.
e Fur die Zellkultur:
C57/B6-Méause unterschiedlichen Alters beziehungsweise schwangere Tiere
e Fur die Tierversuche:
Tg(HUAPP695.K670N-M671)2576-Mause
C57/B6-J/SJL-Mauseweibchen fur die Zucht
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C57/B6-Mause als Kontrolltiere

2.1.6 Programme

Analysis 3.2 Olympus Soft Imaging Systems (Munster, D)

Graph Pad Prism 4.0 Graph Pad Software (La Jolla, USA)

Magellan 3.11 Tecan (Crailsheim, D)

Quantity one Bio Rad Laboratories (Minchen, D)

Videomot 2 TSE Systems (Bad Homburg, D)

WCIF Image J Download von www.uhnres.utoronto.ca/facilities/wcif/
2.2 Tierversuche

2.2.1 Zucht und Genotypisierung

Zucht

Die APP-Uberexprimierenden Mause mit dem Stammnamen Tg2576 wurden zuerst von K.
Hsiao (Hsiao et al. 1996) entwickelt und beschrieben. Wir bekamen freundlicherweise von
Prof. Dr. R. Schliebs (Abteilung Neurochemie, Paul-Flechsig—Institut fir Hirnforschung,
Leipzig) eine Gruppe von Zuchttieren zur Verfugung gestellt. Zur Vermehrung der Tiere
wurden transgene TG(HUAPP695.K670N-M671)2576-Méannchen mit C57 B6-J/SJL-
Weibchen verpaart.

Um kontrollieren zu kdénnen, ob eine Maus nach der Infektion ohne Antibiotikagabe stirbt,
wurden C57/B6-Mause vergleichbaren Alters als Kontrolltiere verwendet. Selbige Tiere
wurden auch zum Nachweis des Anstiegs der Entziindungsparameter im ZNS bei einer

intraperitonealen Infektion eingesetzt.

Genotypisierung
Zur Genotypisierung der Mause waren die DNA-Extraktion aus etwas Tiergewebe, die
Vermehrung der Genabschnitte mittels einer PCR und die Gelelektrophorese zur

Auftrennung der unterschiedlich langen Genfragmente notwendig.

DNA-Extraktion

Zur DNA-Extraktion wurden zu dem im 1,5 ml Eppendorfcup liegenden Gewebsstlickchen
(Ohr oder Schwanzstiick) 350 pl Tail-Lysis—Puffer sowie 20 ul Proteinase K gegeben. Zur
Herstellung des Tail-Lysis-Puffers wurden in doppelt destilliertem Wasser 100 mM Tris geldst
und diese Losung autoklaviert. Dazu wurden 5 mM EDTA gegeben und der pH auf 8,5

eingestellt. Zuletzt erfolgte die Zugabe von 200 mM NaCl sowie 1% SDS.


http://www.uhnres.utoronto.ca/facilities/wcif/

Material und Methoden 24

Die Proben wurden Uber Nacht bei 56°C auf einer Schittelplatte verdaut. Am Folgetag
erfolgte die Zentrifugation tiber 5 Minuten bei 20800 x g, der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfcup pipettiert. Dazu wurden zur Ausfallung der DNA 350 pl Isopropylalkohol
beigemischt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 20800 x g wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet (Achtung: Dieses ist oft fir das Auge nicht sichtbar) in 350 pl
70%igem Alkohol gewaschen. Zum letzten Mal wurde wie oben angegeben zentrifugiert, der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet getrocknet. Dann wurde die DNA in 100 pl H,O

dd gel6st und die Probe bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert.

Polymerase-Kettenreaktion
Fur die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte zuerst auf Eis die Zusammenstellung eines
Mastermix fur alle Proben. Pro Probe war nétig:

6,21 pl doppelt destilliertes Wasser
0,69 pl DMSO

2,5 pl Puffer

0,5 pl dNTP Mix 2,5 mM

Je 0,5 pl Primer

1: 5" AAG CGG CCA AAG CCT GGA GGG TGG AACA Z
2:5 GTG GAT AACCCC TCCCCCAGCCTAGACCATZ
3:5 CTGACCACT CGACCAGGTTCTGGGT3Z

0,14l Taq Polymerase

Je 11,5 pl des Mastermix wurden auf die bereitgestellten 500 pl Eppendorf-Cups aufgeteilt.
Dabei musste bertcksichtigt werden, dass je ein Cup fir die transgene und die nicht-
transgene Kontrolle notwendig war, au3erdem ein Cup fur das zum Herstellen des Master
Mix verwendete doppelt destillierte Wasser (Negativ—Probe). Erst dann wurden je 2 pl der
zuvor trituierten DNA Ldsung beziehungsweise des Wassers, mit dem auch der Mastermix
hergestellt wurde, hinzugegeben. DNA und Mastermix wurden vorsichtig vermischt und in

den PCR-Thermocycler gestellt. Dieser sollte wie folgt programmiert werden:

Temperatur in °C Zeit in Sekunden

95 180

95 40 diesen Zyklus 35 mal
54 30 wiederholen

72 60

72 600

4 z.B. 72 Stunden (zur Lagerung)

Tabelle 2-1. Programmierung des PCR-Thermocyclers
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Zur sich anschlielRenden Gelelektrophorese wurde eine 2 %ige Gellésung aus Agarose und
einer einfach konzentrierten Lésung aus Tris, Borsaure und EDTA (1 x TBE) hergestellt.
Dieses 1 x TBE wurde aus Verdinnung mit H,O dd aus 10x TBE-Puffer produziert, fir
welchen 303,5 g Tris, 18,6 g EDTA und 130 g Borséaure in 5 |1 H,O dd aufgel6ést wurden. Es
erfolgte das kurze Aufkochen der Gelldsung und, sobald die Flissigkeit etwas abgekihlt war,
die Addition von 2,5 ul Ethidiumbromid/75 ml Lésung. Die Lésung wurde geschwenkt und in
vorbereitete Geltrager gegossen. Vorhandene Luftblasen wurden entfernt oder an den Rand
gedrangt und pro Gel ein Kamm eingesetzt. Nachdem das Gel ausgehartet war, wurde es in
die mit 1 x TBE gefillte Elektrophoresekammer gesetzt. In die erste Aussparung wurden
vorsichtig 12 pl einer 100bp-DNA-Leiter pipettiert, in die folgenden je 12 ul der Proben. Bei
einer Spannung von 120-130 Volt lief die Elektrophorese so lange, bis sich die einzelnen
Banden ausreichend differenzieren und den Kontrollbanden zuordnen lieRen. Das entsprach
in etwa einem Zeitraum von einer ¥ Stunde.

Im Falle eines transgenen Tieres zeigte sich eine Bande bei 703 Basenpaaren und eine bei
430 Basenpaaren, wahrend beim nicht-transgenen Tier nur eine 703 Basenpaar—Bande zu
finden war. Die Gele wurden auf eine Ultraviolett—Kontaktlampe gelegt und mit einer

Polaroid-Kamera zur Dokumentation fotografiert.

Abbildung 2-1. Beispiel eines Elektrophorese-Ergebnisses zur Genotypisierung: Doppelte
Banden finden sich bei transgenen Tieren (hier insgesamt fiinf), einfache Banden bei nicht-
transgenen Tieren (hier insgesamt vier). Ganz links die Bande des 100bp-DNA-Leiters.

2.2.2 Kriterien zur Gruppeneinteilung

Um mdglichst einheitliche Gruppen zu gewinnen, wurden die folgenden Kriterien zur
Einteilung bertcksichtigt: Geschlecht, Alter und Zeit zum Auffinden der Plattform in den

Trainingsversuchen 1-3 sowie im Wiederholungslauf 1. Die Berticksichtigung der Leistung im
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Morris-Water-Maze vor der Infektion war aufgrund der kleinen GruppengréfRen und der

individuell unterschiedlichen Schwimmleistung unerlasslich.

2.2.3 Infektion und Antibiose

Herstellen des Inokulums

Der Keim S. pneumoniae Typ 3 wurde urspringlich von einem Erwachsenen mit Meningitis
isoliert und stand uns dank der freundlichen Gabe von Prof. Dr. med. M. G. Tauber (Institut
fur Infektionskrankheiten, Universitat Bern, Schweiz) zur Verfiigung. Die Bakterien wurden
auf Blutagar-Platten gezichtet, in isotone Kochsalzlésung aufgenommen und bei -80 °C
konserviert. Erst direkt vor der Infektion wurde der Keim aufgetaut und in isotoner

Kochsalzlésung auf die gewlnschte Zielkonzentration verdinnt.

Intraperitoneale Infektion
Zur Infektion wurden die Tiere in der Hand fixiert. Mit einer 27-Gauge-Kaniile erfolgte der
Einstich in den mittleren Unterbauch (Minimierung der Verletzungsgefahr von Organen), das

Inokulum beziehungsweise die Kochsalzl6sung wurde intraperitoneal appliziert.

Bestimmung der Keimanzahl im Inokulum und im Organgewebe

Zur Bestimmung der Keimanzahl im Inokulum oder im Organgewebe wurde eine 1:10-
Verdinnungsreihe in 0,9 %iger NaCl-Lésung mit 8 Verdiinnungsstufen angefertigt. Von jeder
Verdiunnung wurden 10 pl auf eine Blutagar-Platte pipettiert und 24 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die Zahl der Kolonie-bildenden-Einheiten = KBE wurde gezéhlt und die

Keimkonzentration pro Milliliter berechnet.

Antibiose

Zur Antibiose kam Ceftriaxon zum Einsatz. Ceftriaxon ist ein B—Laktam-Antibiotikum aus der
Gruppe der Cephalosporine der 3.Generation. Die bakterizide Wirkung erfolgt durch
Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese. Es wurden 100 mg/kg Ko&rpergewicht
subkutan injiziert. Die Erstantibiose fand bei den intraperitoneal infizierten Tieren 12 Stunden
nach der Infektion statt. Alle weiteren Antibiotika-Gaben erfolgten im Abstand von 12
Stunden, die letzte nach 72 Stunden.

Zum Nachweis, dass eine intraperitoneale Infektion auch zerebrale Verdnderungen
verursacht, wurden C57/B6-Mause verwendet. Diese wurden 12, 24 oder 36 Stunden nach
der Infektion getttet, so dass sie entsprechend keine beziehungsweise eine oder zwel

antibiotische Behandlungen erhalten haben.


http://de.wikipedia.org/wiki/Antibiotikum
http://de.wikipedia.org/wiki/Cephalosporin
http://de.wikipedia.org/wiki/Bakterizid
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2.2.4 Beurteilung der Gesundheit der Tiere

Der gesundheitliche Zustand der Tiere wurde nach einem klinisch-neurologischen Score

beurteilt:

0 gesund

1 pathologischer Reflex der Hinterbeine bei Anheben am Schwanz
2 | leichte Lahmungserscheinungen der Extremitaten

3

schwere Lahmungserscheinungen der Extremitaten

Tier kann sich nicht mehr innerhalb von 30 s aus der Seit — und Rickenlage alleine
4 | aufrichten oder
Gewichtsverlust von mehr als 20 %

Tabelle 2-2. Klinisch-neurologischer Score zur Gesundheitsbeurteilung

Einem kranken Tier wurden Futter und Wasser auf den Kafigboden gestellt. Um einen
Gewichtsverlust beurteilen zu kénnen, wurden die Tiere 3x /Woche gewogen. In der

Infektionsphase und bei Krankheitszeichen wurden die Tiere taglich gewogen.

2.2.5 Motorische und neuropsychologische Testung

Seiltest

Ein Test zur Einschatzung der muskularen Koordination und Kraft einer Maus ist der Seiltest,
welcher von Miquel und Blasco (Miquel und Blasco 1978) erstmals beschrieben wurde.
Dieser Test wurde zweimal wdchentlich durchgefuhrt. Dazu wurde die Maus am Schwanz
gefasst und mit den Vorderpfoten in die Mitte eines ca. 60 cm langen gestrafften Seiles
gehéngt. Es befand sich 60 cm Uber dem Boden, und an den Enden existierte jeweils eine
Plattform, welche die Maus erreichen sollte. Zum Schutz vor Verletzungen durch

Herunterfallen wurde eine Box mit weichem Boden untergestellt.

| Seil
| ] K
Plattform

\ Gepolsterte Box

Abbildung 2-2. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus fiir den Seiltest.
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Gemessen wurde die Zeit bis zum Erreichen einer der beiden Plattformen. Der Test endete,
wenn die Maus die Plattform erreicht hatte oder wenn 60 Sekunden vergangen waren.

Fir die statistische Auswertung des Seiltests verwendeten wir den Wellmer—Score (Wellmer
et al. 2004): Mause, die ein Seilende in weniger als 6 Sekunden erreichten, bekamen den
Score 0. Fur alle weiteren 6 Sekunden wurde ein zusatzlicher Punkt addiert. Tiere, die mehr
als 60 Sekunden am Seil hingen ohne herunterzufallen, das Ziel jedoch nicht erreichten,
bekamen den Score 11. Fiel die Maus vor Ablauf von 60 Sekunden vom Seil, wurde fur alle 6
Sekunden (absteigend von 60 Sekunden) jeweils ein Punkt zum Score 11 addiert, so dass

ein Maximalscore von 20 erreicht werden konnte.

Rotarod-Test

Zum Ausschluss motorischer Lahmungen und der Uberprifung von Koordination, Kraft und
Ausdauer wurde der Rotarod-Test, ahnlich wie durch Dunham und Miya beschrieben
(Dunham und Miya 1957), eingesetzt. Dabei begannen die Tiere auf einem Laufrad mit 4
Umdrehungen pro Minute zu laufen. Die Geschwindigkeit steigerte sich im Verlauf auf
maximal 40 Umdrehungen pro Minute, nach 300 Sekunden wurde der Test beendet. Die Zeit
bis zum Herunterfallen vom Laufrad wurde gemessen. Nach einem Training erfolgte dieselbe

Testung einmal pro Woche.

Morris—Water—Maze

Zum Testen der Gedachtnisleistung bedienten wir uns des Morris—Water—Maze, welches
zum ersten mal von R. Morris beschrieben wurde (Morris 1984). Dazu wurde ein
Wasserbecken mit 50 cm Hohe und 104 cm Durchmesser mit handwarmem Wasser gefillt,
bis das Wasser die hineingestellte Plattform (umgedrehtes Becherglas mit 15 cm
Durchmesser und 16,5 cm Hohe) zu circa 1 cm bedeckte. Die Plattform wurde auf eine
vorbestimmte Stelle exakt platziert und war so fur die schwimmende Maus nicht sichtbar.
Durch eine Stellwand wurde der Untersucher vom Schwimmgelande abgeschirmt. Dieses
war stets von den gleichen Gegenstanden umgeben, an denen sich die Maus orientieren
konnte. Wahrend der immer zur gleichen Tageszeit stattfindenden Untersuchung musste
Ruhe herrschen.

Gleichzeitig mit dem Einsetzen des Tieres ins Wasser an der dafir vorhergesehenen Stelle
wurde die Computermessung mittels der Software Videomot 2 gestartet, die Uber eine
Kamera Strecke und Dauer der Schwimmaktion aufzeichnen konnte. Die Messung wurde
beendet, wenn die Maus die Plattform erreicht hatte und dort sitzen blieb oder diese nach 90
Sekunden immer noch nicht gefunden hatte.

Die Maus wurde nach dem Schwimmen getrocknet und pausierte, bis alle anderen Méause

den gleichen Durchlauf geschwommen waren (Dauer: ca. eine Stunde). Eine kranke Maus
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wurde nicht getestet.
Die Schwimmversuche wurden wie folgt durchgefuhrt: (T: Training: 6 L&aufe/Maus, W:

Wiederholung: 3 Laufe/Maus, VP: Versetzte Plattform: 6 Laufe/Maus

Tag Mo Di Mi Do Fr Sa So
Woche 1 T1 T2 T3
Infektion
Woche 2 wi Test 4 Tiere
Infektion
Woche 3 Restl. Tiere
W2-13
Woche 4-15 Infektion
Woche 16 W14 VP1 VP2 VP3

Tabelle 2-3. Zeitlicher Ablauf der Testung im Morris-Water-Maze

Die Wiederholungslaufe fanden wdchentlich und stets vor der Infektion statt.

Abgesehen von der Anzahl der Laufe/Maus unterschieden sich Training, Wiederholung und
Versetzte Plattform wie folgt: Beim Training wurde eine Maus, die die Plattform nicht erreicht
hatte, nach dem Schwimmen fur mindestens 30 Sekunden auf die Plattform gesetzt, damit
sie sich deren Lage einpragen konnte. Dies fand bei den Wiederholungslaufen, welche die
Erinnerungsfahigkeit testen sollten, nicht statt. Die Versuche der Versetzten Plattform
dienten dazu, herauszufinden, ob eine Maus noch genauso lernfahig war wie zu Beginn des
gesamten Versuches. Daher wurde hier wie beim Training verfahren, nur dass die Plattform

an einer anderen Stelle im Wasserbecken stand.

2.2.6 Praparation des Gehirns

Die Mause wurden durch Genickbruch getétet und die Schéadelkalotten freiprapariert. Nach
Eroffnung der Schédelkalotte konnte das Gehirn vorsichtig herausgenommen werden. Die
linke Hirnhalfte wurde flr die histologische Aufarbeitung tUber mindestens 24 h in 4 %igem
Formaldehyd fixiert. AnschlieBend erfolgte die Einbettung in Paraffin nach
neuropathologischer Standardmethode.

Die andere Hirnhalfte wurde in Kleinhirn, vorderes und hinteres GroRRhirn geteilt und die in
Eppendorfcups gefillten Gewebsstlicke in Stickstoff schockgefroren. Diese Proben dienten
zur Aufarbeitung fur Westernblots und ELISAs.

Die Kadaver wurden vorschriftsgemal entsorgt.

2.2.7 Praparation und Homogenisierung der Milz

Die Milz wurde Uber eine Erdffnung der Bauchhoéhle prépariert. Es erfolgte die Fixierung

einer Halfte in 4% Formaldehyd tber mindestens 24 Stunden und die Aufbewahrung zur
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histologischen Aufarbeitung. Die zweite Halfte wurde in 450 ul 0,9%igem NaCl grindlich
homogenisiert.

Das Homogenat wurde zur Keimbestimmung verwendet wie unter 2.2.3 auf Seite 26 bei
.Bestimmung der Keimanzahl im Inokulum und im Organgewebe“ beschrieben. Zur

Zytokinbestimmung mittels ELISA konnte das Homogenat unverdinnt eingesetzt werden.

2.2.8 Proteinextraktion

Zur biochemischen Analyse des Detergenzien-loslichen sowie Detergenzien-unléslichen
Amyloid-B-Proteins (AB) war eine Proteinextraktion aus dem Hirngewebe der Mause notig.
Die gewonnenen Homogenate wurden jeweils in einem Probenaufnahmepuffer (PAP) geldst,
welcher aus folgenenden Substanzen, in H,O dd gelost, hergestellt wurde (Rezept fur 1 x
PAP):

0,36 M Bis-Tris

0,16 M Bicine

15% w/v Sucrose (=0,44M)
1% SDS

0,0075% Bromphenolblau.

Proteinextraktion mit RIPA Puffer fur Detergenzien-l6sliches AR

Der Radioimmunoprazipitations-Assay“ (RIPA) —Puffer zur Extraktion des Detergenzien-
|6slichen ABs aus dem Hirngewebe der Tg2576-Tiere setzte sich wie folgt zusammen (An-
satz fur 10 ml Puffer):

Eine Tablette Protease-Inhibitor wurde in 6,6 ml doppelt destilliertem Wasser gelost.
Hinzugefugt wurden 500 pl einer 1 M HEPES Losung (pH 7,4), 500 ul 10 %iges Na-DOC,
300 pl 5 M Kochsalzlésung, 100 ul 10 %iges SDS 1 ml 10 %iges Nonidet P40. Dabei war
darauf zu achten, dass sich die Protease-Inhibitor-Tablette vor Zugabe der anderen
Substanzen vollstéandig gel6st hatte. Der Lysis-Puffer sollte immer frisch hergestellt werden
und wahrend des gesamten Zeitraums auf Eis gekuhlt werden.

Je 1 ml des Lysis-Puffers wurden zu dem zuvor abgewogenen Hirngewebe (Optimum: 100
mg) in ein 1,5 ml Eppendorfcup gegeben. Dann wurde das Gewebe mit Hilfe eines Branson
Sonifiers mit einem pulsativen Output von 1,8 mit 15-20 sonifiziert. Um den Uberstand
(FHomogenat) zu gewinnen, erfolgte eine Zentrifugation bei 14000 x g und einer Temperatur
von 4 °C fir 10 Minuten. Das Sediment (=Pellet) sowie die aliquotierten Uberstande wurden
bei -80 °C verwahrt.

Vor Einsatz im Westernblot wurden die Proben 1:1 mit doppelt konzentriertem
Probeaufnahmepuffer (2x PAP) + 5 % B-Mercaptoethanol bei 95 °C 5 Minuten aufgekocht
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und mit 1x PAP auf die gewiinschte Proteinkonzentration verdinnt.

Proteinextraktion mit Ameisensaure fur Detergenzien-unlosliches AR

Aus den Pellets der RIPA-Extraktion konnte das Detergenzien-unldsliche AR gewonnen
werden. Dazu wurden die Proben bei Raumtemperatur aufgetaut, erneut bei 14500 x g
zentrifugiert und die Flussigkeitsreste vollstandig entfernt. Die Pellets wurden mit 300 pl 70
%iger Ameisensaure versetzt, 20 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt und anschlieRend
10 Minuten bei 20000 x g zentrifugiert. Es erfolgte die Abnahme des Uberstands und die
Eintrocknung in einem Eppendorfcup im Speed Vac. Die Probe wurde in 300 pl 1x PAP
geldst, 20 Minuten geschiittelt und 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht.

Die so aufgearbeiteten Proben konnten nun bei -80 °C tiefgefroren werden. Vor der
Verwendung im Westernblot wurden sie mit 7,5 ul B-Mercaptoethanol versetzt und nochmals
5 Minuten bei 95 °C unter dem Abzug aufgekocht. Je nach Proteinkonzentration wurden die
Proben in einer 1:10 bis 1:100-Verdinnung mit 1x PAP im Westernblot eingesetzt.

2.2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Methode der Proteinbestimmung mit Bicinchoninsaure erfolgte modifiziert nach Smith et
al. (Smith et al. 1985): Aus der Albumin—Stammlésung wurde eine Standardreihe mit den
Konzentrationen 5, 10, 15, 25, 50, 75 und 100 pg/ml hergestellt und doppelreihig je 100 pl
auf eine 96—Loch-Mikrotiterplatte pipettiert. Die Homogenate der RIPA—Extraktion wurden
1:200 in doppelt destilliertem Wasser verdiinnt und zweimal je 100 pl zur Doppelbestimmung
neben die Standardreihe pipettiert.

Die Herstellung der frischen BCA—-Farbeldsung erfolgte aus 1 Teil 4 % CuSO,4 5H,0 in H,O
und 49 Teilen Bicinchoninsdure. Ohne Zeitverzégerung wurden je 100 ul der Farbeldésung zu
Standards und Proben gegeben, die Mikrotiterplatte abgeklebt und 30 Minuten bei 60 °C

inkubiert. Die Auswertung erfolgte am Microplate—Reader bei einer Wellenlange von 550 nm.

2.2.10 Urea-AB-SDS-PAGE-Westernimmunoblot

Der  Urea-AB-SDS-PAGE-Westernimmunoblot  beinhaltet die  Auftrennung  des
Proteingemisches  durch eine  Urea-AB-SDS-Polyarcrylamidgelelektrophorese  und
konsekutive Antikdrper-vermittelte Anfarbung der unterschiedlich langen AB-Fragmente. Die
Banden der einzelnen AB-Peptide kénnen durch eine Chemilumineszenzreaktion sichtbar
gemacht werden. Die Konzentrationen wurden mittels einer fur jedes Gel mitgefiihrten
Standardeichreihe von synthetischen AB-Peptiden semiquantitativ bestimmt.

Der AB-Westernblot wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Jens Wiltfang und
Hermann Esselmann, letzterer war zum Zeitpunkt der Versuche Mitarbeiter der Abteilung

Psychiatrie der Universitat Géttingen, durchgefuhrt (Wiltfang et al. 2001).
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Puffer und Gele

Geldst wurde jeweils in doppelt destilliertem Wasser.

Anodenpuffer 200 mM Tris, 50 mM H,SO,

Kathodenpuffer 200 mM Bicine, 100 mM NaOH, 0,25 % SDS

Trenngelpuffer 1,6 M Tris, 0,4 M H,SO,4, pH 8,1

Sammelgelpuffer 0,8 M Bis-Tris, 0,2 M H,SOq4, pH 6,7

Kammgelpuffer 0,72 M Bis-Tris, 0,32 Bicine, pH 7,7

Schachtpuffer 0,36 M Bis-Tris, 0,16 M Bicine, 0,1% SDS, pH 7,7

Trenngel fur 12 Gele: 8,3 ml 60 %T5 %C, 24 g 8 M Harnstoff, 12,5 ml Trenn-
gelpuffer, 1,25 ml 10 %SDS, 9,25 ml H,Odd, 200 ul APS, 25 ul TEMED

Sammelgel fur 12 Gele: 2 ml Sammelgelpuffer, 0,4 ml 60 %T3 %C, 1 ml 1 %SDS,

0,6 ml H,Odd, 24 pl 10 % APS, 8 ul TEMED; 30 min Polymerisation,
langsam auf Trenngel pipettieren

Kammgel fur 12 Gele: 6 ml Kammgelpuffer, 1,2 ml 60 % T3 %C, 3 ml 1 %SDS,
1,8 ml H,Odd, 45 ul Bromphenolblau-Stocklésung, 72 ul 10 % APS, 24
pl TEMED, 30 min Polymerisation

Blotpuffer A 210 nM Tris, 30% v/v Methanol, pH = 10,4, ohne pH-Einstellung

Blotpuffer B 25 mM Tris, 30% v/v Methanol, pH 10,4, ohne pH-Einstellung

Blotpuffer C 25 mM Tris, 0,025 % w/v SDS, pH 9,4, pH Einstellung auf 9,0 mit
0,5 M Borsaure

PBS 9,55 g PBS w/v 1 | H,Odd

PBS-T 0,075 % v/v Tween 20

ECL-Plus L6ésung (1,25 ml Reagenz A und 31,5 ul Reagenz B pro Membran)

Erklarung zur Zusammensetzung des Polyacrylamids:
%T = total monomer concentration Acrylamid(g) + Bisacrylamid(g)/100ml
%C = Bisacrylamid(g) x 100/%T)

Die Urea-ABR-SDS-PAGE

Die Urea-AB-SDS-PAGE st eine Form der Elektrophorese in einem Gel auf
Polyacrylamidbasis unter von Zusatz von 8 M Harnstoff (Urea) im Trenngelkompartiment. Sie
wurde mit dem Bio-Rad-Mini-Protean-II-Elektrophorese-System  durchgefiihrt. Das
Polyacrylamid-Gel setzte sich aus einem 54 mm hohen Trenngel-Kompartiment, dem
daruberliegenden 5 mm hohen Sammelgelkompartiment sowie dem 12-15 mm hohen
Kammgelkompartiment zusammen. Die Geldicke betrug 0,5 mm; die Gelbreite 85 mm. In

das noch flissige Kammgel wurde ein 15-z&hniger 0,5 mm starker Probenauftragskamm
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eingefihrt. Die Polymerisationszeit fur die im flussigen Zustand in die Giel3kammern
eingefllliten Gelkompartimente betrug je Kompartiment 30 min. Die Probenschachte wurden
dreimal mit Schachtpuffer gespilt und dann mit diesem aufgefullt. Sowohl die Proben als
auch die synthetischen AB-Peptid-Standards wurden in einem Volumen von 5 l
aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proben erfolgte iber 60 min bei 24 mA

und Raumtemperatur.

Westernimmunoblot

Im Anschluss an die Urea-AB-SDS-Page erfolgte der Transfer der aufgetrennten Peptide
mittels eines Semidry-Westernblot auf PVDF-Nachweismembranen. Dafiir benétigte wurden
vier 3 mm starke Filterpapiere und eine PVDF-Nachweismembran. Die PVDF-Membran
wurde entsprechend den Herstellerangaben vor Gebrauch mit Methanol benetzt,
anschlieBend fir 1 min in H,O dd gelegt und in den Puffer B Uberfiihrt. Eines der vier
Filterpapiere wurde in Puffer A, eines in Puffer B und zwei in Puffer C inkubiert. Die Gele
wurden unmittelbar im Anschluss an die Elektrophorese fur 1 min in Puffer C inkubiert.

Der Aufbau des Blots erfolgte von der Anode zur Kathode des Elektroblotters:

1x Filterpapier mit Puffer A

1x Filterpapier und 1x PVDF-Nachweismembran mit Puffer B

Gel aus Elektrophorese.

2x Filterpapier mit Puffer C

Der Transfer dauerte fir den AB-SDS-Page/Immunoblot 30 min bei 47 mA/Gel und
Raumtemperatur.

Nach Beendigung des Westernblots wurden die PVDF-Membranen fir ca. 30 s in H,O dd
gewaschen und fir 3 min in einer Mikrowelle in PBS gekocht. Der Kochschritt war essentiell,
um die maximale Nachweisempfindlichkeit zu realisieren (Wiltfang et al. 1997). Es erfolgte
nun die Immunfarbung:

Zunachst wurde die PVDF-Membran fur 1 h in einem 1:10 in H,O dd verdiinnten Rotiblock-
Bad unter stdndigem Schitteln bei Raumtemperatur geblockt. Fir die Inkubation der
Membran mit dem prim&ren monoklonalen Antikdrper 1E8 wurde die Membran mit 3 ml des
1:200 in Rotiblock verdinnten Antikorpers in eine Folie eingeschweil3t. Die Inkubation auf
einem Schdttler erfolgte Gber 20 h bei 4°C. Danach wurde die Membran dreimal fir 10 min
mit PBS-T (4ml/cm2 Membran) bei Raumtemperatur gewaschen und nachfolgend fir 1 h bei
Raumtemperatur mit dem sekundaren, biotinyliertem Antikérper (Anti-Maus-IgG) inkubiert.
Dieser war 1:300 in PBS-T verdinnt (0,074 ml/cm2 Membran). Nach erneutem dreimaligen
Waschen fiir 10 Minuten mit PBS-T (4ml/cm2 Membran) wurde die PVDF-Membran Gber 1 h

bei Raumtemperatur mit dem Streptavidin-Peroxidase-Komplex inkubiert. Dieser war 1:3000
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in PBS-T verdiunnt (0,26 ml/cm2 Membran). Es erfolgte ein abschlieRender Waschgang (3x
10 min mit PBS-T).

Im letzten Schritt wurde die Membran fir 5 min bei Raumtemperatur mit der ECL-Plus
Losung inkubiert.

Densitometrie

Die Detektion des Chemilumineszenz-Lichtsignals wurde mit der ,Charge-Coupled Device*
Kamera (Fluor-S Multi Imager) durchgefiihrt und Bilder nach 1, 5, 20, 60, 120, und 300 s
gemacht. Die Auswertung fand nach einer Detektionszeit von 20 s statt.

Die Intensitaten der Banden wurden in Bezug zu denen der internen Verdiinnungsreihe des
AB-Peptid-Standard Mix mittels der ,Quantity One Software® (Version 4.1) gesetzt und so die
Konzentrationen ermittelt.

8!&.5.-!."-
L. B.h - Rabz8 1.8 .25

AB1-37\ e r %9 23--.
AB 1-38

\ -
AB 1-39 - ? - -
AB 1-40
AB 1-42 .. —

Abbildung 2-3. Beispiel einer Westernblot-Membran. Die rechten drei Reihen bilden die
Standardreihen der AB-Peptid-Konzentrationen.

2.2.11 Amyloid-B-ELISA

Der hAmyloid p40/B42 ELISA wurde gemdall den Herstellerangaben durchgefiihrt. Dieser
ELISA ermbglichte die quantitative Bestimmung von humanem AR 1-40 beziehungsweise 1-
42 aus dem Uberstand von homogenisiertem Hirngewebe. Abgewichen wurde lediglich von
der Standardreihe: Hier wurden die Konzentrationen 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25,

15,625 pg/ml und einen Blankowert eingesetzt.

2.2.121L-6-ELISA

Die Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung von IL-6 erfolgte nach

Herstellerangaben.
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2.2.13 Histologie

Mit dem Schlittenmikrotom wurden vor der Farbung vom Paraffinblock 1-2 um dicke Schnitte

gemacht.

Farbung mit Isolectin-B4 und Ibal

Nach der Entparaffinierung wurden die Schnitte 5 x 3 Minuten in der Mikrowelle in einem
Puffer aus Zitronensaure (10 mmol/l geldst in H,O dd, pH 6,0) vorbehandelt. Anschlieend
wurden die Schnitte fur 10 Minuten in 3%iges H,O, getaucht und danach mit in PBS
verdiinntem 10%igem FCS behandelt. Nun wurden die Schnitte entweder mit biotinyliertem
Isolectin-B4 [(5 pg/ml, verdinnt in PBS mit 1 % bovinen Serumalbumin (BSA)] fur 90 Minuten
inkubiert oder mit dem polyklonalen Kaninchen-anti-lbal-Antikdrper (1:100-Verdinnung)
uber Nacht bei 4 °C inkubiert und nachfolgend mit einem biotinylierten anti-Kaninchen-
Antikdrper (1:200 Verdinnung) wber 60 Minuten behandelt. Anschlie3end erfolgte die
Inkubation die Schnitte mit dem Avidin-Biotin-Komplex fir 30 Minuten und die Entwicklung
der Somata und Auslaufer der Mikroglia durch DAB (5 Minuten). AbschlieRend konnten die
Schnitte mit dem ,Fluorescent Mounting Medium® eingedeckelt werden. Es resultierte eine
braune Farbung der Mikroglia bei der Farbung mit Isolectin-B4 und eine griine Fluoreszenz

bei der Farbung mit Ibal.

Farbung mit Thioflavin S

Thioflavin S ist ein Salz, welches sich an B-Faltblatter, wie sie in Ap-Oligomeren vorkommen,
bindet und dadurch eine charakteristische Veranderung des Emissionsspektrums bewirkt.
Zur Farbung mit Thioflavin S wurden die Paraffinschnitte entparaffiniert und anschlieend in
destilliertem Wasser gespult. Zwischen den folgenden Schritten erfolgte jeweils eine Spulung
mit Wasser. Die Schnitte mussten erst 20 Minuten in 0,25%iger KMnO,
(Kaliumpermanganat) Losung inkubiert werden, anschliel3end zwei Minuten in einer Losung
von einem Teil 1%iges K,S,0, (Kaliumdisulfid) und einem Teil 1 %iger Oxalsdure. Danach
wurde 20 Minuten in einer Losung aus 1 g NaOH, 3 ml 30%iger H,O, und 100 ml Wasser
inkubiert. Es erfolgte eine 5 sekiindige Behandlung mit Essigsaure (0,25 %) und eine 5-
mindtige Inkubation mit Thioflavin S, gel6st in 50%igem Ethanol. Es schlossen sich zwei
Spulschritte an, zuerst zweimalig mit in 50%igem Ethanol und dann zweimalig in Wasser.
Nun konnten die Schnitte mit dem ,Fluorescent Mounting Medium* eingedeckelt werden. Im

Mikroskop zeigten sich griun fluoresziernde AB-Plaques.

Beurteilung der Histologie
Zur Quantifizierung der durch Thioflavin S angefarbten Plaques wurden die Schnitte zeithah

nach der Farbung unter dem Mikroskop BX 51 beurteilt. Dabei wurden mit dem Programm
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Analysis 3.2 die Flachen der einzelnen Plaques in je 1 mm ventral und dorsal der

GroRhirnmittellinie gelegenen Schnitte fir jedes Tier addiert.

2.3 Zellkulturen

2.3.1 Medien und Lésungen

Poly—L—-Lysin-Lésung

100 g Poly-L-Lysin-Hydrobromid wurden in 1 | H,O dd gelost, 6,183 g (1M) Borsaure
hinzugegeben und die Losung auf einen pH von 8,4 eingestellt. Die Lagerung erfolgte in
Aliquots bei -20 °C.

Medium fur die murine Mikroglia—Zellkultur

Das nach Dulbecco modifizierte Eagle’s Basalmedium D-MEM wurde mit 10 % FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin (10.000 IE/ml Penicillin; 10.000pg/ml Streptomycin) unter sterilen
Bedingungen vermischt und auf 37 °C im Wasserbad erwarmt. Die Lagerung des Mediums
erfolgte bei 4 °C.

Medium fur die murine Neuronen—Zellkultur

Zu 500 ml Neurobasal Medium wurden 1,25 ml Glutamin und 10 ml B-27 Supplement mit

Antioxidanzien hinzugefugt.

Medium fiir die humane Makrophagen- sowie humane Neuroblastom—Zellkultur
500 ml RPMI wurden mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin (10.000 Units/ml
Penicillin; 10.000ug/ml Streptomycin) vermischt.

Phosphat—Buffered—Saline-L6sung (PBS)

In 1 | doppelt destilliertem Wasser wurden 9,55 g PBS Pulver auf dem Magnetrihrer gelost.

Die L6sung musste anschlieRend autoklaviert werden.

Lysis-Puffer
Es wurde eine 9%ige Triton-X-100-L6sung in doppelt destilliertem Wasser hergestellt.

Trypsinlésung
Trypsin/EDTA-L6sung 0,5%/0,2% wi/v in 10x PBS geldst wurde weiter 1:10 mit H,O dd

verdinnt.



Material und Methoden 37

2.3.2 Murine Zellkulturen

Die murine Mikroglia-Zellkultur

Zum Gewinnen einer Mikroglia—Zellkultur wurden neugeborene Mause vom Typ C57/B6
bendttigt, die zum Zeitpunkt der Praparation maximal drei Tage alt sein durften. Die Arbeit
erfolgte unter sterilen Bedingungen. Das Praparierbesteck wurde in 70 %igem Ethanol
aufbewahrt, vor der Berithrung mit dem Tier jedoch immer in PBS getaucht. Mit einer Schere
wurde der Kopf der Tiere abgetrennt, dann kurz mit 70 %igem Ethanol bespriht und in eine
Petrischale uberfihrt. Dort wurden Haut und Kalotte erdffnet und das Gehirn vorsichtig
gelockert und in eine mit PBS geflllte Petrischale auf Eis tberfuhrt. Darin wurden die Hirne
mehrerer Tiere gesammelt. AnschlieBend mussten unter dem Mikroskop die Meningen
entfernt werden. Dazu wurde das Hirn erneut in eine mit PBS geflllte Petrischale gelegt, dort
mit einer Pinzette fixiert und mit Hilfe einer sehr feinen Pinzette die Hirnhaut abgezogen. Ein
fertig prapariertes Gehirn wirkt wie weil3es, formloses Gewebe und hat keine rdétlichen,
fadigen Strukturen mehr aufzuweisen. Je zwei Hirne wurden in 2 ml PBS auf Eis gelagert.
Mit einer 1-ml-Pipette wurde das Gewebe trituiert und so zerkleinert. Es erfolgt dann die
Zentrifugation bei 1000 x g Uber 10 Minuten bei einer Temperatur von 4 °C. Nach AbgieRRen
des Uberstandes wurde das Gewebe in 2 ml Mikroglia-Medium vorsichtig resuspendiert und
in der vorbereiteten Gewebekulturflasche mit 10,5 ml vorgewarmtem Medium vermischt. In
jede Gewebekulturflasche wurden zwei Gehirne gegeben. Die Gewebekulturflasche wurde
vorsichtig geschwenkt (dabei darf das Medium nicht in den Hals gelangen, da dieser als
unsteril anzusehen ist) und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, gelagert. Alle 3-4 Tage
erfolgte ein vollstandiger Mediumwechsel. Nach jedem Praparationsvorgang erfolgte die

Sterilisierung des Bestecks bei 200 °C im Ofen tber vier Stunden.

Die murine Neuronen-Zellkultur

Zum Gewinnen einer Neuronen—Zellkultur wurden am 16/17ten Tag schwangere C57/B6
Mauseweibchen bendtigt. Das Weibchen wurde mittels CO,-Narkose betaubt und per
Genickbruch getoétet. AuRerhalb des sterilen Arbeitsplatzes wurde erst die Bauchdecke und
dann das Peritoneum eroffnet. Die Feten wurden in eine nahe gelegene Petrischale
transportiert, und der Kadaver der Mutter vorschriftsgemal entsorgt.

Die folgenden Schritte fanden unter sterilen Bedingungen statt. Vorsichtig wurde das
restliche mutterliche Gewebe entfernt und die abgetrennten Képfe der Feten separat in einer
mit PBS geflllten Petrischale gesammelt. Dann wurde wie bei der Praparation der
Neugeborenen fur die Mikroglia—Zellkultur das Gehirn von allen umgebenden Strukturen
befreit, zusatzlich wurden das Kleinhirn und der Hippokampus entfernt. Alle Hirne wurden in
einem auf Eis gelagerten Rohrchen gesammelt, das mit 5 ml der folgenden Lésung gefillt
ist: 1 M sterilfiltrierte HEPES—-L6sung 1%ig mit D-MEM vermischt (z.B. 500 pyl 1 M HEPES-
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Lésung + 50 ml D—-MEM). Waren alle Hirne gesammelt, wurde das D-MEM/HEPES-
Gemisch gegen 10 ml Trypsinldsung ausgetauscht und das Rohrchen zur Verdauung 10
Minuten ins 37 °C Wasserbad gestellt. Das Trypsin wurde verwendet, um die Zellen zu
vereinzeln. Dabei werden bei entsprechend kurzer Behandlungszeit nur die extrazellularen
Proteine gespalten, wahrend die Zellen nicht geschadigt werden. Mit der 1-ml-Pipette wurde
das Trypsin mdglichst griindlich abgesaugt. Die Verdauungsreaktion wurde mit ca. 5-10 ml
FCS-haltigen Medium gestoppt und das Gewebe langsam trituiert. AnschlieRend erfolgte
eine Zentrifugation mit 550 x g fur 5 Minuten bei 22 °C, danach konnte der Uberstand
abpipettiert und das Pellet in etwa 5 ml Neuronen-Medium aufgelést werden. 10 ul der
zellhaltigen Flussigkeit wurden mit 90 pl Trypanblau vermischt und in der Neubauer-
Zahlkammer die Konzentration der Zellen ausgezéahlt. Die gewiinschte Endkonzentration
betrug in der Regel 450000 Zellen/ml, die Verdinnung erfolgte mit Neuronen—Medium

Schon am Vortag mussten die fur die Neuronen—Zellkultur nétigen 24—Loch—Platten zur
besseren Haftung der Zellen am Untergrund wie folgt vorbereitet wurden: In alle
randstandigen Vertiefungen wurde unter sterilen Bedingungen ein Coverslip mit 13 mm
Durchmesser gelegt. Dieses ermdglichte ein Anfarben der Zellkultur auf dem Coverslip nach
Beenden des Versuchs. Auf den Coverslip wurde pro Vertiefung 0,5 ml Poly—L—Lysin-Ldsung
pipettiert und die Platten Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Erst kurz vor Zugabe von 0,5
ml neuronenhaltigem Medium wurde die Poly—L-Lysin-Losung mit einer Membran—
Vakuumpumpe abgesaugt, da die Coverslips nicht austrocknen durften. Nach einer Stunde
Inkubation im Brutschrank musste ein kompletter Mediumwechsel der zellhaltigen
Vertiefungen erfolgen, um die Verunreinigung der Neuronen-Zellkultur mit glialen Zellen zu

minimieren.

Herstellen und Stimulieren einer murinen Neuronen-Mikroglia-Kokultur

Sind nach 5 Tagen die Neuronen gewachsen und die Kultur keimfrei, so konnten die
Mikroglia hinzugeflgt und anschlieend mit der Stimulation zu begonnen werden. Die
Mikroglia-Zellkultur wurde nach ca. 14 Tagen Wachstum unter dem inversen Mikroskop
beurteilt. Es sollte sich in diesem Zeitraum ein dichter Astrozytenrasen gebildet haben, dem
die Mikroglia aufliegen. Bei ausreichender Dichte und Keimfreiheit wurden die Mikroglia
geerntet. Die Ernte funktioniert wie folgt: Die Gewebekulturflaschen wurden fiir 200 x /min 20
Minuten auf dem Schittler ,rotomix* geschwenkt, um die Mikroglia vom Astrozytenrasen zu
l6sen. Das Medium von vier Gewebekulturflaschen wurde ungeachtet des
Praparationsdatums in ein 50-ml-Rohrchen pipettiert. Die Kulturen wurden mit neuem
Medium versorgt und sofort in den Brutschank zurlickgelegt. Wahrenddessen wurden die
Rohrchen mit 250 x g tiber 10 Minuten bei 20 °C zentrifugiert. Der Uberstand musste in einer

Bewegung abgegossen werden, das Pellet in dem verbliebenen Medium aufgemischt und
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alle Bodensétze gepoolt werden. 10 pl der zellhaltigen Flissigkeit wurden mit 90 pl
Trypanblau vermischt und in der Neubauer-Zahlkammer die Konzentration der Zellen
ausgezahlt. Es erfolgte die Verdinnung der Zellen mit Neuronen-Medium auf die
gewunschte Konzentration (in der Regel 20 000 Zellen/ml). Im Anschluss wurde das alte
Medium aus der Neuronen-Zellkultur entfernt und 0,5 ml der Mikroglialésung zu den
Neuronen pipettiert. Nach 2 bis 24 Stunden konnte mit der Stimulation begonnen werden.
Zur Stimulation der Kokultur wurde das Medium fur die Neuronen-Kultur mit 100 U/ml
murinem IFN-y versetzt. Dies war nétig, um die Mikroglia ausreichend zu aktivieren. In dem
angereicherten Neuronen-Medium wurden die Stimulanzien wie AR 1-40 oder Pams;CysSK,
verdiinnt. Das Stoppen der Stimulation erfolgte nach 72 h wie folgt: Die Uberstande wurden
in Eppendorfcups bei -20 °C eingefroren, die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen und zur
Fixierung eine halbe Stunde mit 4%igem Formaldehyd bedeckt. Dieses wurde durch PBS

ersetzt und die Platten zugeklebt im Kihlschrank aufbewabhrt.

2.3.3 Humane Zellkulturen

Die humane Makrophagen-Zellkultur

Die Makrophagen wurden aus ,Buffy-Coats“ gewonnen, welche bei der Gewinnung von
Erythrozytenkonzentraten abfallen (Boyum 1984). Die ,Buffy—Coats“ enthalten neben den
peripher zirkulierenden Monozyten auch Granulozyten, Lymphozyten, Thrombozyten und
Restmengen von Erythrozyten. Fir die Versuche bekamen wir von der Transfusionsmedizin
Gottingen die ,Buffy-Coats* der Blutspender vom Vortag zur Verfligung gestellt.

Wahrend des gesamten Protokolls war darauf zu achten, dass sich Inhalte der
unterschiedlichen ,Buffy-Coats* und somit eventuell unterschiedlicher Blutgruppen nicht
vermischen, da es sonst zur Aggregation kommt. Je 30 ml ,Buffy-Coat“ wurden auf je 15 ml
37 °C warmes Ficoll Paque PLUS in ein 50-ml-R6hrchen pipettiert. Dies erfolgte mit einer 13-
ml-Pipette, wobei der ,Bufffy—-Coat® vorsichtig auf das Ficoll geschichtet wurde. Eine
Vermischung der beiden Flissigkeiten musste vermieden werden. Mit dem anschlieRenden
Zentrifugationsschritt (20 Minuten bei 770 x g, 20 °C, ohne Bremse) konnte eine
unterschiedlich tiefe Sedimentation der enthaltenen Blutbestandteile erreicht werden. Von
unten nach oben befanden sich in dem Rohrchen: aggregierte Erythrozyten, Granulozyten,
Plasma, Lymphozyten mit Monozyten und Thrombozyten, Ficoll-Paque. Vorsichtig konnte
die Schicht der Lymphozyten mit einer 1-ml-Pipette abgesaugt werden und alle zu einem
,Buffy-Coat“ gehdrigen Konzentrate einem Roéhrchen gesammelt werden. Um die Mischung
der Lymphozyten und Monozyten von den Thrombozyten so gut wie mdglich zu befreien,
erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (770 x g, 20 °C, 10 Minuten, mit Bremse). Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet in 10 ml PBS aufgelést und ein letztes Mal

zentrifugiert (190 x g, 20 °C, 10 Minuten, mit Bremse). Nachdem auch dieser Uberstand
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abgesaugt war, konnte das Pellet in 5-6 ml Medium gel6st und je 1 ml in eine vorbereitete
Petrischale gegeben werden. In den jeweiligen Petrischale befanden sich schon 6 ml auf 37
°C vorgewarmtes Medium fur die Makrophagen—Zellkultur. Nach Zugabe der Zellen wurden
die Petrischalen vorsichtig geschwenkt und Gber Nacht im Brutschrank inkubiert. Der
Mediumwechsel am Folgetag ermdglichte die Entfernung eines GrofR3teils der Lymphozyten
nach Absiedlung der Monozyten. Uber 10-14 Tage wuchsen die Monozyten, das Medium

wurde alle 3 bis 4 Tage gewechselt.

Die humane Neuroblastom-Zellkultur

Die humanen Neuroblastomzellen SH-SH5Y sind ein stabiler Subklon der Neuroblastom-
Zelllinie SK-N-SK. Die Zelllinie wurde 1970 aus dem Tumor eines Kleinkindes gewonnen
(Biedler et al. 1973). Die Lagerung der humanen Neuroblastomzellen SH-SY5Y erfolgte in
FCS mit anteilig 10% DMSO in flussigem Stickstoff. Nach dem langsamen Auftauen wurden
die SH-SY5Y-Zellen in Gewebekulturflaschen mit 12 ml des Neuroblastom-Zellkultur-
Mediums kultiviert. Das Medium musste alle 4 Tage gewechselt werden, bei sehr dichtem
Zellrasen noch haufiger. Da sich die Zellen jedoch sehr schnell teilen, wurde eine Teilung der
Kultur angestrebt, bevor sich die Zellen Uberlagerten. Das entsprach einem Zeitraum von ca.
7-10 Tagen. Eine Splittung der Zellkultur erfolgte mit Hilfe von Trypsinlésung. Diese wurde
bei Raumtemperatur aufgetaut. Nach Entfernung des alten Mediums wurde pro
Gewebekulturflasche 5 ml Trypsinldsung verwendet, diese musste flr wenige Minuten im
Brutschrank einwirken. Durch Abklopfen konnte die vollstandige Lésung der Zellen erreicht
werden. Mit Zugabe von 10 ml FCS-haltigem Medium wurde die Trypsin—Reaktion geblockt.
Nach einem Zentrifugationsschritt bei 250 x g Gber 10 Minuten bei 20°C und Verwerfen des
Uberstandes wurden die Zellen in 39 ml Medium aufgeldst. Nach sorgfaltigem Trituieren

wurden 3 x 13 ml in neue Gewebekulturflaschen tberfihrt.

Herstellen einer humanen Makrophagen—Neuroblastom-Kokultur

Die fur die Kokultur bendétigten Neuroblastomzellen wurden wie im letzten Abschnitt erlautert
mittels Trypsinlésung gewonnen. Das Protokoll unterschied sich jedoch darin, dass die
Zellen nach dem Verwerfen des Uberstandes nur in 10 ml Medium sehr sorgfaltig trituiert
wurden. Es erfolgte die Zellzahlung von 10 ul Zellldésung mit 90 pl Trypanblau in der
Neubauer—zZéhlkammer. Je nach Versuch wurde auf 20000-40000 Zellen/ml verdinnt,
wobei je 400 pl Losung in die Vertiefungen pipettiert werden mussten. Dabei war eine 24-
Loch-Platte mit einem Coverslip pro Vertiefung nétig. Die Platte mit der Zellsuspension
musste zur gleichmaRigen Verteilung in alle Richtungen bewegt werden. Vor Addition der
Makrophagen sollte die Platte tber Nacht im Brutschrank gelagert werden. Bevor die

Makrophagen geerntet werden konnten, wurde die Kultur unter dem inversen Mikroskop auf



Material und Methoden 41

ausreichende Dichte und Keimfreiheit begutachtet. Das Medium wurde mit einer Membran—
Vacuumpumpe und aufgesetzter Glaspipette abgesaugt, 7 ml PBS hinzugefiigt, die Platte
geschwenkt und die Flissigkeit erneut abgesaugt. Dieser Waschvorgang wurde so oft
wiederholt, bis nur noch bodenstandige Zellen in der Petrischale vorhanden waren. Die
ganze Zeit war darauf zu achten, dass die Platten nicht austrockneten. Anschliel3end wurden
2 ml Medium pro Petrischale pipettiert und mit einem Zellschaber unter viel Druck die Zellen
mechanisch vom Boden geldst. Unter dem Mikroskop konnte kontrolliert werden, ob die
Ablésung erfolgreich war. Nach Zugabe weiterer 4 ml Medium wurden die Zellen einer
Charge in einem 50-ml-Réhrchen gesammelt. Pro Charge war nur ein Zellschaber nétig. Es
erfolgte eine Zentrifugation tiber 10 Minuten bei 770 x g. Der Uberstand wurde abgegossen
und das Pellet wurde je nach Grol3e in 3 - 10 ml Medium resuspendiert. 10 pl der Zelllésung
wurden mit 90 pl Trypanblau vermischt, die Zellen in der Neubauer—Zahlkammer ausgezéhlt
und zu einer Konzentration von — je nach Versuch — 10000 - 20000 Zellen/ml verdinnt.
Bevor die Makrophagen auf die mit Neuroblastomzellen gefillte 24-Loch-Gewebekulturplatte
gegeben werden konnten, wurde das alte Medium komplett entfernt und durch 400 pl
Makrophagen-haltiges Medium ersetzt.

Stimulation der humanen Makrophagen—Neuroblastom-Kokultur

Die Stimulanzien wurden entsprechend der gewlnschten Konzentration in Makrophagen
Medium verdiinnt. Zwei Stunden, nachdem die Makrophagen-Neuroblastom-Kokultur
zusammengefligt wurde, wurde das Stimulans hinzugefligt. Dazu wurde die Halfte des
Mediums mit dem Stimulans ausgetauscht. Uber drei Tage wurde die Kokultur taglich
mikroskopisch beurteilt und nach 72 Stunden die Stimulation gestoppt. Dies geschah wie in
Kapitel 2.3.2 auf Seite 39 beschrieben.

2.3.4 Zellkultur-Farbungen

Anmerkung: Sofern nicht anders angegeben, bedeutet Waschen dreimaliges Waschen mit

PBS. Die gesamte Arbeit erfolgte bei Raumtemperatur.

Isolectin-B4, B-Tubulin und Hamalaun

Die murine Kokultur aus Neuronen und Mikroglia wurde mit Isolectin-B4 und B-Tubulin
gefarbt. Dabei handelt es sich bei dem biotinyliertem Isolectin-B4 um ein pflanzliches
Zellmembranprotein der Schwarzbohne Griffonia simplicifolia, welches wie ein Antikdrper
eingesetzt werden kann und die Mikroglia braun farbt. Das B-Tubulin ist hingegen ein
primarer monoklonaler Antikérper, welcher an Mikrotubuli bindet und zu einer rosafarbenen
Zeichnung von Neuronenauslaufern fuhrt. Eine Farbung mit Hamalaun ermdoglichte die

violette Anfarbung der Zellkerne.
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Tag 1:

Die in PBS eingelegten Zellen wurden 30 Minuten in Triton 0,1 % in PBS inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Nach 10-mindtiger Inkubation mit H,O, in PBS erfolgte erneutes
Waschen. Nachdem die Zellen 30 Minuten mit FCS 10 % in PBS bedeckt waren, konnten die
Coverslips aus den Vertiefungen herausgenommen werden. Sie wurden mit ca. 50 pl
Isolectin, 1:40 in PBS verdinnt, bedeckt und nach 90 Minuten durch Eintunken in PBS
gewaschen. Der nach Herstellerangaben 30 Minuten zuvor zusammengesetzte Avidin-Biotin-
Komplex konnte nun 30-45 Minuten auf die Coverslips einwirken. Nach einem weiteren
Waschschritt blieben die Coverslips fir 15 Minuten in PBS gefilliten Petrischalen liegen. Es
erfolgte die einminltige Farbentwicklung mit DAB. Hiernach wurde mit destilliertem Wasser
gewaschen und die Coverslips wurden tber Nacht in PBS bei 4 °C aufbewahrt.

Tag 2:

Zu Beginn wurde tber 30 Minuten mit FCS 10 % in PBS inkubiert. AnschlieRend wurde der
Antikorper B-Tubulin 1:200 in PBS verdiunnt und die Coverslips fir 90 Minuten darin
inkubiert. Das Waschen erfolgte diesmal mit TBS. Die n&chste Inkubation erfolgte mit
Kaninchen—-anti-Maus-lg 1:50 in TBS verdinnt fir 60 Minuten. Es folgte erneut ein
Waschschritt mit TBS. AnschlieBend wurde eine 1:50 Verdinnung von APAAP in TBS
hergestellt und die Coverslips wurden fiir 60 Minuten damit inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt mit TBS wurden die Coverslips fur circa 15-30 Minuten in TBS gelagert.

Waéhrenddessen konnte die Neufuchsinlésung wie folgt hergestellt werden:

Aktion Menge Substanz
10 mg Levamisole
l6sen in 25 ml TBS

pH-Einstellung auf 8,8

separat: 5 mg Natriumnitrit
l6sen in 125 pl destilliertem Wasser
dazugeben 50 ml Neufuchsin

beide Losungen vermischen

separat: 7 mg Naphthol

unterm Abzug hinzufligen 150 pl Dimethylformamid

Naphthollésung nach und nach zu den andren beiden Lésungen geben, den pH erneut

auf 8,8 einstellen und die Neufuchsinlosung filtrieren.

Tabelle 2-4. Zusammensetzung der Neufuchsinlésung

Die Farbentwicklung mit Neufuchsin erfolgte Uber 20-40 Minuten. Zum Schluss wurde mit

destilliertem Wasser gewaschen.



Material und Methoden 43

Die vorgefarbten Zellen wurden gegebenenfalls erneut in destilliertem Wasser gewaschen
und far 3 Minuten mit Hamalaun (unverdiinnte Herstellerlésung) bedeckt. Nach Abnahme der
Hamalaunldsung wurden die Zellen funfmal in Leitungswasser gewaschen. Anschlieend
wurde das Glasplattchen unter der Verwendung von DePeX mit der zellbedeckten Seite zum

Objekttrager hin eingedeckelt.

Lichtgrin und CD-68

Die humanen Kokulturen aus Neuroblastomzellen und Makrophagen wurden mit Lichtgrin
und CD-68 angefarbt. Die Farbung mit Lichtgrin ist ein in der Histologie weit verbreitetes
Verfahren und farbt die Neuroblastomzellen griin an. Die Doppelfarbung mit Hilfe der
monoklonalen Maus-anti-Mensch-CD-68-Antikérper ermdglicht die Differenzierung der
Makrophagen. Diese exprimieren zellspezifisch das Glykoprotein ,Cluster of Differentiation
68“, kurz CD-68, welches immunhistochemisch mit unten stehender Methode schwarz
angefarbt werden kann.

Zur Farbung mit CD-68 und Lichtgrin wurden die Coverslips zuerst 30 Minuten mit
0,1%igem Triton behandelt. Nach dem Waschen erfolgte eine 10-minltige Inkubation mit
H,0,. Der Antikdrper wurde 1:50 mit PBS verdinnt und die Zellen mit dieser Ldsung 90
Minuten bedeckt. Erneut wurde gewaschen, dann mit 1:200 mit PBS verdinntem Anti-Maus-
Ig-Antikdrper vom Schaf Uber 45 Minuten inkubiert. Es schlossen sich ein weiterer
Waschschritt und die Inkubation der Coverslips mit dem Vectastatin ABC (Avidin/Biotin-
Komplex) tber 45 Minuten an. Nun wurde abschlieBend gewaschen und die Farbentwicklung
mittels DAB durchgefiihrt.

Vor der Farbung mit Lichtgriin wurden die Coverslips in destilliertem Wasser gespilt. Dann
erfolgte die Inkubation der Coverslips in Lichtgriin Gber eine Minute, sowie im Anschluss die
Spilung mit destilliertem Wasser und das Uberfilhren in eine aufsteigende Alkoholreihe
(Konzentrationen: 50 % - 70 % - 90 % - 100 % Alkohol) zum Wasserentzug. Nach
zweimaliger Behandlung mit Xylol konnten die Coverslips vorsichtig mit DePeX eingedeckelt

werden.

2.3.5 Quantifizierung des Zellschadens

NSE-Messung

Die Neuronen-Spezifischen—Enolase ist ein Enzym des Glukosestoffwechsels und tritt bei
Schadigung von Neuronen aus der Zelle aus. Die NSE-Konzentration wurde mittels eines
zweiseitigen immunluminometrischen Assay (Sandwichtest) bestimmt. Die Messungen
erfolgten in einem vollautomatischen ,LIASON® Analyzer® unter Verwendung des NSE
Liason-Kits. Die Uberstande der Zellkulturen wurden hierzu unverdiinnt eingesetzt. Die

Messung der NSE wurde fir die murine und die humane Kokultur verwendet.
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Die Zellkultur-Schablone

Die mikroskopische Auswertung von Kokulturen warf Probleme auf: Die Auswertung konnte
nur in einer starkeren VergréRerung (1:20-1:40) stattfinden, da in einer geringeren
VergrolRerung die Zellen nicht ausreichend gut beurteilbar sind. Da es praktisch unmdglich
war, die Gesamtflache eines Coverslips zu erfassen und auszuwerten, wurde nach
objektiven Gesichtspunkten eine Stichprobe der Kokultur ausgewertet. Da die Kokulturen in
der Regel mittig zu konzentriert und am Rand sehr diinn mit Zellen besiedelt sind, haben wir
ein Hilfsmittel entworfen, welches eine Untersucher-unabhéngige Auswertung ermoglicht und

einen reprasentativen Bereich der Kokultur erfassen kann.

Zellkulur-Schablone
/ﬁ "\ \ \
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L 4

0

Objekttrager mit Coverslip

Abbildung 2-4. Schematische Darstellung der Zellkultur-Schablone

Es wurden vier Stichproben einer Kokultur ausgewertet und die Ergebnisse spater gemittelt.
Eine Offnung der Zellkultur—Schablone entspricht dem Mikroskop-Ausschnitt einer 1:10-
VergroRerung. Sind hoéhere VergroRerungen vonnédten, konnte die 1:10-VergroRRerung
eingestellt und dann den Objektivkopf z.B. auf eine 1:20-VergréfRerung gedreht werden

(ohne dabei den Objekttrager in der Horizontalen zu verschieben).

WCIF Image

Die Flache der Neuroblastomzellen wurde bei Schadigung geringer, so dass die
Quantifizierung des Schadens lber die mit Zellen bedeckte Flache eines Bildausschnittes
ermittelt werden konnte. Hierfur liefert das Programm WCIF Image J die notwendigen
Maglichkeiten.

WCIF steht fur ,Wright Cell Imaging Facility“ und wird vom NIH = ,National Institute of Mental
Health“ online zum Herunterladen zur Verfiigung gestellt.

Es ermdglicht, ein buntes Bild in ein schwarz—weilRes Bild umzuwandeln und anschliel3end

die GroRe der schwarzen Flache zu erfassen. So konnte die durch Neuroblastomzellen
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bedeckte Flache bestimmt werden. Auch hier kam die Zellkultur-Schablone zur Auswahl der
Bildausschnitte eines Coverslips zum Einsatz. Die Fotos wurden in einer 1:20 Vergrof3erung

gemacht und ausgewertet.

2.4 Statistik

Die statistischen Auswertungen und graphischen Darstellungen wurden mit Hilfe der ,Graph
Pad Prism Software® erstellt. Parametrische Daten werden als arithmetische Mittelwerte *
Standardabweichung dargestellt, nicht-parametrische Daten als Mediane mit 25./75.
Perzentile. FlUr den Vergleich von zwei Gruppen aus parametrischen Daten wurde der t-Test
fur unabhangige Stichproben angewandt. Die Gruppen aus nichtparametrischen Daten
wurden mittels des U-Tests nach Mann-Whitney verglichen. Fur den Vergleich der Kurven
der neuropsychologischen und klinischen Testung sowie der Gewichte wurden die Flachen
unter den Kurven (AUCs) errechnet und mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen. Bei
Werten von p < 0,05 wird von einem statistisch signifikanten Ergebnis gesprochen.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkung der systemischen Infektion durch Streptococcus

pneumoniae im ZNS bei C57/B6-Mausen

Die akute Wirkung der systemischen Infektion, so wie sie in dieser Arbeit eingesetzt wurde,
wurde anhand von C57/B6-Mausen getestet. Dazu wurden die Tiere intraperitoneal mit S.
pneumoniae infiziert und nach 12 Stunden (n=3), nach 24 Stunden (n=3) oder nach 36
Stunden (n=3) getottet. Dabei erhielten die zuerst getdteten Tiere keine Antibiose, die spater
getOteten Tiere wurden einmal beziehungsweise zweimal durch Gabe von Ceftriaxon
therapiert. In einer weiteren Tiergruppe, in welcher die Mause infiziert, aber nicht antibiotisch
behandelt wurden, starben alle Tiere zwischen 24 und 36 Stunden nach Infektion (n=4). Die
Kontrolltiere, welchen intraperitoneal isotone Kochsalzlosung verabreicht wurde, wurden 36
Stunden nach Injektion getotet (n=3).

Mittels ELISA wurden die Konzentrationen des proinflammatorischen Zytokins IL-6 in den
Homogenaten der Milz und des Gehirns wéhrend der Akutphase der Infektion gemessen.
Die Konzentrationen von IL-6 betrugen in den Homogenaten der Milz bei den Kontrolltieren
1,6 £ 1,5 pg/ml, bei den infizierten Tieren nach 12 Stunden 1084,0 £ 592,2 pg/ml, nach 24
Stunden 139,3 £ 57,4 pg/ml und nach 36 Stunden 39,4 + 36,6 pg/ml. Tiere, welche infiziert
wurden und keine Therapie mit Ceftriaxon erhielten, zeigten mit 1898 + 707,0 pg/ml die
hochsten Werte fir IL-6 im Milzhomogenat (nicht im Graphen dargestellt). In den
Homogenaten des Gehirns ergaben sich folgende Konzentrationen von IL-6: Kontrolltiere 7,4
*+ 3,7 pg/ml, infizierte Tiere nach 12 Stunden 19,3 = 2,8 pg/ml, nach 24 Stunden 15,0 + 2,4
pg/ml und nach 36 Stunden 12,7 = 9,6 pg/ml. Auch in den Homogenaten des Gehirns
zeigten die infizierten, nicht antibiotisch therapierten Mause mit 164,5 + 65,23 pg/ml die

hoéchsten IL-6-Konzentrationen.
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Abbildung 3-1. Konzentrationen von IL-6 in Milzhomogenaten von nicht-infizierten
Kontrollmausen (n=3) und Ma&usen, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
intraperitonealen Infektion mit S. pneumoniae getdtet wurden: 12 Stunden nach Infektion (vor
der ersten antibiotischen Behandlung, n=3), 24 Stunden nach Infektion (12 Stunden nach der
ersten antibiotischen Behandlung, n=3) und 36 Stunden nach Infektion (12 Stunden nach der
zweiten antibiotischen Behandlung, n=3). Darstellung der Daten als Mittelwerte mit
Standardabweichung.
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Abbildung 3-2. Konzentrationen von IL-6 in Homogenaten des Gehirns von nicht-infizierten
Kontrollméusen (n=3) und Mausen, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
intraperitonealen Infektion mit S. pneumoniae getdtet wurden: 12 Stunden nach Infektion (vor
der ersten antibiotischer Behandlung, n=3), 24 Stunden nach Infektion (12 Stunden nach der
ersten antibiotischen Behandlung, n=3) und 36 Stunden nach Infektion (12 Stunden nach der
zweiten antibiotischen Behandlung). Darstellung der Daten als Mittelwerte mit
Standardabweichung.

Die ebenso mittels ELISA bestimmten TNF-a-Konzentrationen in Gehirnhomogenaten
unterschieden sich nicht signifikant zwischen infizierten und nicht-infizierten Tieren.

In der histologischen Farbung der Gehirnschnitte mit Isolectin-B4 oder Iba 1 konnten
beziglich Anzahl und Morphologie der Mikroglia keine Unterschiede zwischen infizierten und

nicht-infizierten Tieren festgestellt werden.
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Abbildung 3-3. Fluoreszenzfarbung eines Gehirnschnittes nach Farbung mit Ibal. Im grofRen
Bild Ausschnitt des Kortex, im kleinen Bild VergrdRerung einer Mikrogliazelle mit Auslaufern.

3.2 Zucht und Genotypisierung von Tg2576-Mausen

Die Genotypisierung der APP-Uberexprimierenden Mause ergab bei insgesamt 242

genotypisierten Tieren 51% transgene Mause und 49% nicht transgene Mause.

3.3 Auswirkung wiederholter systemischer Infektionen mit
Streptococcus pneumoniae auf den Krankheitsverlauf bei Tg2576-

Mausen

Dieser Versuch sollte zeigen, ob mehrfache systemische Infektionen bei APP-
Uberexprimierenden Mausen (=Tg2576-Mause) das Auftreten und den Fortschritt der
Alzheimer-Demenz beschleunigt oder nicht. Dazu wurden Tg2576-Mause ab dem Alter von
ca. 8 Monaten in Intervallen von 30 Tagen viermalig intraperitoneal mit S. pneumoniae

infiziert, die nicht-infizierte Kontrollgruppe erhielt statt des Erregers Kochsalzlésung injiziert.

3.3.1 Gruppenaufteilung

Insgesamt standen 22 Tg2576-Tiere fur den Versuch zur Verfiigung. Beide Gruppen
bestanden aus vier mannlichen und sieben weiblichen Tieren. Das mittlere Alter der Tiere
beider Gruppen bei Versuchsbeginn differierte um 13,8 Tage (Infektionsgruppe 224 + 34,2
Tage versus Kontrollgruppe 237,8 + 21,7 Tage). Die Gruppenaufteilung nach den

Ergebnissen des Trainings und der ersten Wiederholung im MWM orientierte sich an der
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Schwimmzeit vor der ersten Infektion, so dass in den nachfolgenden Darstellungen
diesbezuglich keine signifikanten Unterschiede zu erwarten sind. Der Median aller Laufe vor
der ersten Infektion betrug fir die geschwommene Zeit 41,85 s bei den zu infizierenden
Tieren versus 30,05 s bei den Kontrolltieren (p=0,98), fur die geschwommene Strecke
657,12 cm bei den zu infizierenden Tieren versus 609,26 cm bei den Kontrolltieren (p=0,83)
und flr die Schwimmgeschwindigkeit 19.53 cm/s bei den zu infizierenden Tieren versus 20

cm/s bei den Kontrolltieren (p=0,66).
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Abbildung 3-4. Darstellung der Trainingslaufe 1-3 mit je 6 Laufen pro Tier, welche 11 bis 9 Tage
vor der ersten Infektion statt fanden; sowie des ersten Wiederholungslaufs mit je drei Laufen
pro Tier, welcher zwei Tage vor der ersten Infektion stattfand. Aus den Ergebnissen der Laufe
einer Maus pro Tag wurde jeweils der Median ermittelt. Dargestellt sind die Mediane der
Gruppen mit den 25./75. Interquartilen. Es zeigt sich sowohl bei der geschwommenen Zeit
(Graph A) und bei der geschwommenen Strecke (Graph B) der Lerneffekt vom Training 1 bis
zur Wiederholung 1. Im Gegensatz zu Zeit und Strecke blieb die Schwimmgeschwindigkeit
(Graph C) an allen Tagen vergleichsweise konstant und unterscheidet sich zwischen den
Gruppen kaum. Dies ist ein Anzeichen dafir, dass sich die Kraft und Beweglichkeit von Gruppe
zu Gruppe nicht unterscheidet.
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3.3.2 Infektion

Im Abstand von vier Wochen wurden die Tiere intraperitoneal mit einer Losung des
Streptococcus pneumoniae Typ 3 beimpft. Da unterschiedliche Tierstamme auf diese
Infektion unterschiedlich stark reagieren, bildeten wir bei der Erstinfektion eine ,Testgruppe”
aus je zwei Tieren pro Gruppe. Hier die Konzentrationen der Inokula aller durchgefiihrten
Infektionen:
Infektion 1:  Testgruppe: 2 x 10° KBE/Maus

Restliche Tiere: 5 x 10° KBE/Maus
Infektion 2: 1,5 x 10° KBE/Maus
Infektion 3: 4 x 10° KBE/Maus
Infektion 4: 4 x 10° KBE/Maus

3.3.3 Beurteilung der Gesundheit der Tiere

Die Gesundheit der Tiere wurde anhand des Gewichts und des im Methodenteil erwahnten
klinisch-neurologischen Scores beurteilt. Wahrend des Versuchs blieben alle Tiere bei Score
0, das hei3t sie blieben gesundheitlich unbeeintrdchtigt. Die Gewichte zeigten
tagesabhangige Schwankungen, blieben jedoch insgesamt konstant und wiesen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf: AUC (Gewicht x Tage) infizierte Tiere
2766 + 403,9 versus nicht-infizierte Tiere 2622 + 430,7; p = 0,34. In den Akutphasen der
Infektion konnte man regelmaflig eine Abnahme der Mittelwerte der Gewichte bei den mit S.
pneumoniae infizierten Mausen sehen, was als Anzeichen fir eine ausreichend schwere

Infektion gewertet werden kann.
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Abbildung 3-5. Dieser Graph zeigt die Gewichte der Mause beider Gruppen im Verlauf des
Versuchs. Die Gewichte wurden dreimal wdéchentlich bestimmt, in den Akutphasen der
Infektion taglich. Zwischen den Gruppen gibt es keinen signifikanten Unterschied. Die kleinen
schwarzen Pfeile markieren den Zeitpunkt einer Infektion. Danach sieht man regelmaRig einen
Gewichtsabfall bei den mit S. pneumoniae infizierten Tieren. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardabweichungen.

3.3.4 Sterblichkeit

Von je 11 Tieren pro Gruppe starb bei der ersten Infektion ein Tier aus der Infektionsgruppe
(danach n=10), wahrend aus der Kontrollgruppe alle Tiere bis zum Ende des Versuchs
Uberlebten. Trotz der geringen Sterblichkeit zeigte etwa die Halfte aller infizierten Tiere in der
jeweiligen Akutphase der Infektion Krankheitssymptome auf (Gewichtsverlust, Schwéche,
geminderte Aktivitat, struppiges Fell).

Die Uberlebenden Tiere der Infektionsgruppe waren zum Toétungszeitpunkt im Mittel 349,4
Tage alt, die Tiere der Kontrollgruppe 354,8 Tage, die Differenz betragt 9,4 Tage (p = 0,84).
Je einer Wildtypmaus (C57/B6) wurde zu Beginn des Versuchs S. pneumoniae Inokulum
beziehungsweise Kochsalzldsung injiziert. Die mit dem Bakterium infizierte Maus zeigte
innerhalb von 48 Stunden solch starke Krankheitssymptome auf, dass sie aus
Tierschutzgrinden getétet werden musste. Das mit Kochsalzlosung behandelte Tier zeigte

keinerlei Symptome.

3.3.5 Motorische Testung

Die motorischen Fahigkeiten sowie die Ausdauer der Tiere blieb wahrend es gesamten
Versuchs unbeeintrachtigt, was sich in den gleichbleibenden Ergebnissen im Seiltest und

Rotarod-Test zeigte.
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Seiltest

Der Seiltest wurde eingesetzt, um die Kraft und motorischen Fahigkeiten der Versuchstiere
zu untersuchen, welche bei Tg2576-Mausen nicht beeintrachtigt sein sollten. Der Seiltest
wurde vor der Infektion viermal durchgefihrt, nach der Infektion zweimal wochentlich, jedoch
nie in der Akutphase der Infektion. Wie erwartet zeigten sich keine motorischen Defizite und
auch keine Unterschiede zwischen den Gruppen: AUC (Punktzahl x Tage) infizierte Tiere
434,4 (390,5/465,5) versus Kontrollméuse 519 (406,0/621,5); p = 0,13)
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Abbildung 3-6. Wahrend der Trainingsphase vor der ersten Infektion sieht man eine
Verbesserung im Wellmer-Score, welche auf den Lerneffekt zuriickzufuhren ist. Zu Beginn der
Infektion haben beide Gruppen eine ahnlich gute Kletterféahigkeit, die im Versuchsverlauf
tagesabhéngig schwankt und keine signifikanten Differenzen aufzeigt. Dargestellt sind
Mediane und 25./75. Interquartilen.

Rotarod

Auch der Rotarod-Test diente der Untersuchung der motorischen Fahigkeiten und
Kraftausdauer der Tiere, welche bei Tg2576-Tieren nicht beeintrachtigt sein sollten. Der
Rotarod—Test wurde zweimalig vor der Infektion zum Training durchgefuhrt. Danach wurde
jede Maus einmal wdchentlich getestet. Auch in diesem Test lieRen sich wie erwartet weder
motorische Defizite noch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen feststellen: AUC
(Sekunden x Tage) infizierte Mause versus Kontrollmause: 29001,0 (27840,0/29483,0)
versus 28385,0 (24809,0/29002,0), p=0,19
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Abbildung 3-7. Im Rotarod zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen. Zu Beginn des Versuches sieht man einen Lerneffekt, der noch vor der ersten
Infektion sein Maximum erreicht hat. Die Darstellung zeigt Mediane und die 25./75.
Interquartilen.

3.3.6 Neuropsychologische Testung

Die neuropsychologische Testung erfolgte durch das Morris-Water-Maze. Dabei wurde durch
die Wiederholungslaufe die Erinnerungsfahigkeit der Tiere getestet, wahrend der Versuch
der ,Versetzten Plattform“ ermdglichte, die Lernfahigkeit am Ende des gesamten

Experimentes einzuschétzen.

Wiederholungslaufe im Morris-Water-Maze

Die Testung im Morris-Water-Maze fand nach der ersten Infektion wdchentlich und immer
vor der anstehenden Infektion statt. Dabei absolvierte eine Maus je drei Laufe. Die Infektion
fuhrte in Hinblick auf geschwommene Zeit, Strecke und Geschwindigkeit zu keinem
Zeitpunkt zur einer signifikanten Differenz zwischen den beiden Gruppen. Auch zeigten
beide Gruppen keine Verschlechterung der Gesamtleistung Uber die Zeit. So betrug die AUC
der Wiederholungslaufe der infizierten Mause versus Kontrollgruppe fir die Zeit (Sekunden x
Tage) 2008,0 (1207,0/2972,0) versus 2324,0 (1273,0/3531,0), p = 0,55, fir die Strecke (cm x
Tage) 37649,0 (23933,0/60070,0) versus 39628,0 (20570,0/61121,0), p = 0,97 und fur die
Geschwindigkeit (cm/Sekunden x Tage) 1956,0 (1712,0/2156,0) versus 1628,0
(1395,0/1904,0), p = 0,053.
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Abbildung 3-8. Die Wiederholungslaufe im MWM mit je 3 Laufen pro Tier fanden an den Tagen
7-91 nach der ersten Infektion statt. Aus den Ergebnissen der Laufe einer Maus pro Tag wurde
jeweils der Median ermittelt. Dargestellt sind die Mediane der Gruppen mit den 25./75.
Interquartilen. Graph A zeigt die geschwommenen Zeiten vom Einlassen der Mause ins Becken
bis zum Auffinden der Plattform, der Graph B zeigt die Stecken, die die M&use bis zur Plattform
zuriicklegten und der Graph C zeigt die Schwimmgeschwindigkeit der Tiere.
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Versetzte Plattform im Morris-Water-Maze

Das mit ,Versetzte Plattform® bezeichnete MWM hat zum Ziel, die erhaltene Lernfahigkeit der
Mause zum Ende des Versuchs zu dokumentieren. Vom Versuchsaufbau entspricht die
LVersetzte Plattform“ dem Training, nur dass die Plattform in einen anderen Quadranten des
Beckens gestellt wurde und die Méause diesen Ort neu kennen lernen mussten. Man konnte
sehen, dass die Lernfahigkeit erhalten blieb und die Tiere im Vergleich zu den
Trainingslaufen vor Infektion schneller lernten.

Die in den Graphen dargestellten Messwerte wiesen keine signifikanten Unterschiede auf.
Die Zeit bis zum Erreichen der Plattform (AUCs Sekunden x Tage) von infizierten Mausen
versus Kontrolltiere betrug 53,5 (22,1/142,3) versus 37,6 (33,2/167,0), p = 0,75, die
geschwommene Strecke (AUCs cm x Tage) betrug 707,1 (422,3/2016,0) versus 860,2
(556,1/929,1), p = 0,70 und die Schwimmgeschwindigkeit (AUCs cm/Sekunde x Tage) betrug
33,8 (27,3/41,3) versus 32,1 (25,2/44,4), p=0,89)

Abbildung 3-9. Maus auf der Plattform im Becken des Morris-Water-Maze.
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Abbildung 3-10. Die Testung mit der versetzten Plattform im MWM fand am 94 — 96. Tag nach
der ersten Infektion statt, dabei schwamm jede Maus 6 Laufe pro Tag. Aus den Ergebnissen
der Laufe einer Maus pro Tag wurde jeweils der Median ermittelt. Dargestellt sind die Mediane
der Gruppen mit den 25./75. Interquartilen. Der Graph A zeigt die Zeit, die die Mause
benétigten, um zu der versetzten Plattform im Morris-Water-Maze zu schwimmen, der Graph B
zeigt die geschwommenen Strecke. Es zeigt sich bei beiden Gruppen ein Lerneffekt beziglich
geschwommener Zeit und Strecke. Die Schwimmgeschwindigkeit (Graph C) zeigt sich
zwischen Mausen und Gruppen auch in diesem Versuch weitestgehend konstant.
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Gesamtverlauf im Morris-Water-Maze
Zur besseren Ubersicht erfolgt hier nochmal die Darstellung aller Versuche im Morris-Water-

Maze mit je einem Graphen fir die Zeit, die geschwommene Strecke und die

Schwimmgeschwindigkeit.
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Abbildung 3-11. Darstellung des Gesamtverlaufs im MWM, die Abschnitte Training und
Wiederholung 1, Wiederholungslaufe 2 - 14 und Versetzte Plattform sind dabei jeweils durch
Unterbrechungen der x-Achse zu erkennen. Aus den Ergebnissen der Laufe einer Maus pro
Tag wurde jeweils der Median ermittelt. Dargestellt sind die Mediane der Gruppen mit den
25./75. Interquartilen. Graph A zeigt die geschwommene Zeit, Graph B die Strecke und Graph C
die Schwimmgeschwindigkeit. Es kann in keiner der Qualitdten eine signifikante Differenz
zwischen den wiederholt intraperitoneal mit S. pneumoniae infizierten Tg2576-Mausen und den
nicht-infizierten Kontrollméausen festgestellt werden.
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3.3.7 Westernblot

Die Konzentrationen der Detergenzien-loslichen sowie der Detergenzien-unléslichen Formen
der AB-Peptide 1-37, 1-38, 1-39, 1-40 und 1-42 wurden per Westernblot bestimmt. Sie
zeigen eine Tendenz zu niedrigeren Konzentrationen in den Hirnhomogenaten der infizierten
Tiere verglichen mit der nicht-infizierten Kontrollgruppe. Dabei finden sich die héchsten
Mengen AR fur das AB 1-40 und 1-42, die niedrigsten Mengen fur das AR 1-37. Der AB 1-

42/1-40-Quotient ist tendenziell bei den infizierten Tieren héher als in der Kontrollgruppe.

Diese Unterschiede sind jedoch nicht statistisch signifikant.

Kontrolle Infektion Kontrolle Infektion

1-37 817.7 + 690.0 355.6 +466.4 |0.09 | 45.11+29.12 27.40 + 1458 |0.10
1-38 2463.0 + 2029.0 | 1056.0 + 1111.0 |0.07 | 213.10 + 146.30 | 121.70 + 94.63 | 0.11
1-39 1466.0 + 1287.0 595.6 + 735.7 |0.08 | 130.20+87.38 | 78.14+64.33 |0.14
1-40 9533.0 + 7871.0 4852.0 £+ 4182.0 |0.11 | 1075.00 + 626.40 | 711.40 + 380.80 | 0.13
1-42 5594.0 + 4389.0 | 2977.0 +2251.0 |0.11 | 683.90 + 428.80 | 509.70 + 287.70 | 0.29
Quotient

1-42/1-40 0.64 +0.11 0.76 + 0.33 0.24 0.63+0.11 0.70+0.17 |0.28

Tabelle 3-1. Diese Tabelle zeigt die Konzentrationen der

im Westernblot bestimmten

Konzentrationen der unterschiedlichen AB-Fragmente sowie die AB 1-42/1-40-Quotienten.
Linksseitig sind die Detergenzien-unléslichen Anteile dargestellt, rechts die Detergenzien-
Ioslichen AB-Anteile. Zwischen Infektions- und Kontrollgruppe lassen sich fiir keine der
bestimmten Konzentrationen signifikante Unterschiede messen. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichung.
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3.3.8 ELISA

In der Bestimmung der Detergenzien-ldslichen AB-Fragmente 1-40 und 1-42 mittels ELISA
zeigt sich kein signifikanter Unterschied der Konzentrationen zwischen infizierten und nicht-
infizierten Tieren (p = 0,61 und 0,38).
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Abbildung 3-12. Der Graph A zeigt die Einzelwerte und Mittelwerte (Balken) der
Konzentrationen des mittels ELISA bestimmten Detergenzien-l16slichen AB 1-40 in pg/mg
Gesamtprotein, p = 0,61. Im Graph B sind Einzelwerte und Mittelwerte (Balken) der
Konzentration des Detergenzien-léslichen AR 1-42 dargestellt, angegeben in pg/mg
Gesamtprotein, p = 0,38

3.3.9 Histologie

Je zwei Gehirnschnitte der Tg2576-Mause wurden mit Thioflavin S gefarbt. Zur
Quantifizierung wurde die Flache der angefarbten AB-Plagues auf beiden Schnitten
gemessen. Die Flache unterscheidet sich nicht signifikant bei den infizierten Tieren (5280 +
4686 pm?) und der Kontrollgruppe (3992 + 2706 um?; p = 0,44)
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Abbildung 3-13. Mit Thioflavin S angefarbte AB-Plaques.

Abbildung 3-14. Am linken Bildrand erkennbar mit Thioflavin S angefarbte amyloide
Angiopathien. Diese Flachen wurden bei der Berechnung der Plaquegréfi3e nicht
miteinbezogen.
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Abbildung 3-15. Nach der Farbung mit Thioflavin S wurde die Flache aller Plaques in zwei
Schnitten des GroR3hirns bemessen. Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen
Infektions— und Kontrollgruppe. Dargestellt sind die Einzelwerte, die horizontalen Balken
reprasentieren die Mittelwerte.

3.4 Zellkulturen

3.4.1 Murines Zellkultur-Modell

In der Kokultur aus murinen Mikroglia und Neuronen bildete sich ein dichtes neuronales
Netzwerk aus. Bei Stimulation mit AR 1-40 oder Pam;CysSK, zeigte sich nach 72 Stunden in
der Farbung mit B-Tubulin, Isolectin-B4 und Hamalaun ein deutlicher Schaden der Neuronen
im Vergleich zu den nicht-stimulierten Kontrollkulturen. In Kokulturen, denen mit A 1-40 und
Pamz;CysSK, beide Stimulanzien hinzugefligt wurden, war der neuronale Schaden rein
optisch am groRRten. Dabei zeigte sich ein leichterer Schaden durch das Rarifizieren und
Zusammenlagern der Neuronenauslaufer, bei starker geschadigten Kokulturen zeigten sich
neben schwammartig wirkenden Mikroglia zusammengelagerte Neuronenzellkerne und das

fast vollstandige Fehlen von neuronalen Auslaufern.

3.4.2 Humanes Zellkultur-Modell

In der Kokultur aus Makrophagen und Neuroblastomzellen zeigten sich bei Zugabe von A
1-40 oder Pams;CysSK,; nach einer Stimulationdauer von 72 Stunden ein Schaden der
Neuroblastomzellen und eine Aktivierung der Makrophagen. Diese Veranderungen waren in
mit AR 1-40 und Pam3CysSK, kombiniert stimulierten Kokulturen am ausgepragtesten
sichtbar. In den humanen Kokulturen zeigte sich ein leichter Schaden durch ein

Zusammenlagern der Neuroblastomzellen mit Reduktion ihrer Auslaufer, in stark
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geschadigten Kulturen zeigt sich neben der noch starkeren Zusammenlagerung der
Neuroblastomzellen vor allem die Veranderung der Makrophagen mit Bildung von Auslaufern

und schwammartigem Aufblahen.

3.4.3 Quantifizierung

Der neuronale Schaden nach Stimulation der Mikroglia beziehungsweise Makrophagen
durch AR 1-40 und/oder Pams;CysSK,; war sowohl im murinen als auch im humanen
Zellkulturmodell reproduzierbar. Es wurden verschiedene Versuche unternommen, den
sichtbaren Neuronenschaden zu quantifizieren. Keine der Auswertungsmethoden
(Bestimmung der NSE, Auszahlung der Neuronenauslaufer wie bei lliev et al. 2004
beschrieben, Auswertung mit Hilfe des Programms WCIF Image J) spiegelte den optischen
Eindruck ausreichend wider. Eine weitere Entwicklung zur Quantifizierung des Schadens ist
gegebenenfalls mit Hilfe spezialisierter Software mdglich und ist Thema anknipfender
Studien der Arbeitsgruppe.
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3.4.4 Beispielbilder

Abbildung 3-16. Murines
Zellkultur-Modell: Bild einer
intakten Neuronen-Mikroglia-
Kokultur in 1:20 VergrofRerung.
Farbung mit B-Tubulin (rosa,
Neuronen), Isolectin-B4 (braun,
Mikroglia) und Hamalaun (violett,
Zellkerne).

Abbildung 3-17. Murines
Zellkultur-Modell: Beginnende
Schadigung des neuronalen
Netzwerks durch die Mikroglia,
insbesondere in der Bildmitte zu
sehen. 1:20 VergrofRerung,
Farbung mit B-Tubulin, Isolectin-
B4 und Hamalaun.

Abbildung 3-18. Murines
Zellkultur-Modell: Stark aktivierte
Mikroglia (braun, unterschiedliche
Morphologie) in 1:40
VergréBerung mit geschadigten
Neuronen (rosa, mittig). Farbung
mit B-Tubulin, Isolectin-B4 und
Hamalaun.
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Abbildung 3-19. Humanes
Zellkultur-Modell: Bild einer
intakten Makrophagen-
Neuroblastom-Kokultur. 1:20
VergréRerung, Farbung mit CD-68
(schwarzbraun, Makrophagen)
und Lichtgrin (grin,
Neuroblastomzellen).

Abbildung 3-20. Humanes
Zellkultur-Modell: Bild einer
Kokultur mit aktivierten
Makrophagen und geschadigten
Neuroblastomzellen. Bei
Schéadigung lagern sich die
Neuroblastomzellen zu Klumpen
zusammen. 1:20 VergroRerung,
Farbung mit CD-68 und
Lichtgrin.

Abbildung 3-21. Humanes
Zellkultur-Modell: Aktivierte
Makrophagen bilden Auslaufer,
wie hier auf einem Bild einer
Makrophagen-Neuroblastomzell-
Kokultur zu sehen ist. 1:20
VergréRerung, Farbung mit CD-68
und Lichtgrun.
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4 Diskussion

Systemische Infektionen kdnnen die Symptome der Alzheimer-Demenz und anderer
neurodegenerativer Erkrankungen oft drastisch verschlechtern und den Krankheitsverlauf
beschleunigen (Holmes et al. 2003; Perry et al. 2007; Holmes et al. 2009). Die Mechanismen
dieses in der Klinik haufig beobachteten Ph&nomens sollten, nicht zuletzt wegen des
haufigen Auftretens von Infektionen bei Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen,
genauer erforscht werden. Erst dann wird es mdglich sein, eine rationale Therapie
bakterieller Infektionen bei der immer gré3er werdenden Anzahl an Demenzkranken zu

etablieren.

4.1 Systemische Infektionen mit Streptococcus pneumoniae fihren zu

erhohten inflammatorischen Zytokinen im ZNS

Ob und in welcher Starke die im Hauptversuch durchgefiihrte systemische Infektion zu einer
zentralen Entzundungsreaktion fiihrt, sich also bei einer systemischen Infektion mit S.
pneumoniae und einer anschlieBenden antibiotischen Therapie mit Ceftriaxon
inflammatorische Zeichen im Gehirn nachweisen lassen, soll in diesem Teil der Arbeit
Uberprift werden. Fur diese Versuche wurden C57/B6-Mause verwendet, da von den
transgenen Tg2576-Mausen nicht genigend Tiere vorhanden waren. Die C57/B6-Mause
wurden entsprechend vorbehandelt und in Hirnhomogenaten die proinflammatorischen
Zytokine IL-6 und TNF-a gemessen. Aul3erdem wurden in histologischen Schnitten Mikroglia
angefarbt und deren Dichte und Morphologie untersucht. In Hinblick auf die TNF-a-
Konzentrationen und die Dichte und Morphologie der Mikroglia lieRen sich keine
Unterschiede zwischen den infizierten Mausen und den nicht-infizierten Kontrolltieren finden.
In Hinblick auf das zerebral gemessene Zytokin IL-6 lie3 sich jedoch eine Konzentrations-
Zeit-Kurve entsprechend dem Verlauf im peripheren Blut feststellen. Die hodchste
Konzentration von IL-6 zeigte sich auch im ZNS 12 Stunden nach der Infektion und vor der
ersten Antibiotikagabe. IL-6 fiel im Laufe der Zeit unter weiterer Antibiotikagabe ab, wobei die
intrazerebral gemessenen Konzentrationen insgesamt niedriger waren als die im peripheren
Blut gemessenen Konzentrationen.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass durch das Bakterienwandbestanteil LPS
aktivierte Endothelzellen des Gehirns die Zytokine IL-18, TNF-a und IL-6 produzieren (Fabry
et al. 1993; Breder et al. 1994; Reyes et al. 1999). Derartige Reaktionen auf LPS spielen sich
nicht nur an der Blut-Hirn-Schranke ab, sondern werden an die daraufhin aktivierten

Mikroglia weitergeleitet (Rivest 2003). Nach subkutaner Gabe von LPS lieRen sich
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morphologische Veréanderungen der aktivierten Mikroglia darstellen (Kloss et al. 2001). In
einem Maus-Modell der Multiplen Sklerose zeigte sich nach Infektion mit S. pneumoniae im
Vergleich zu nicht-infizierten Tieren neben einer Erh6hung der Konzentrationen von IL-6 im
Gehirn auch eine leicht erhdhte Gewebszerstérung und eine Zunahme von monozytaren
Zellen (Herrmann et al. 2006). Unsere Ergebnisse zeigen sich im Einklang mit den Daten
aus der Literatur. Es konnte demonstriert werden, dass auch bei der im Hauptversuch
angewandten Form der peripheren Infektion eine inflammatorische Verdnderung im ZNS
stattfindet.

Uber die Mechanismen, wie diese inflammatorischen Veranderungen im ZNS zustande
kommen, gibt es unterschiedliche — vermutlich zusammenspielende - Erkl&rungsansatze.
Das Gehirn ist durch die Blut-Hirn-Schranke weitestgehend vor dem Ubergreifen schadlicher
Organismen aus dem Koérper geschutzt, eine Interaktion zwischen dem peripheren Kreislauf
und dem zentralen Nervensystem ist jedoch von hoher Relevanz. Die Kommunikation erfolgt
dabei in erster Linie Uber Mediatoren, welche aktiv oder passiv die Blut-Hirnschranke
Uberqueren kdénnen oder Uber den Nervus vagus Signale an das Gehirn senden kdnnen. In
zweiter Linie kdnnen aber auch bakterielle Bestandteile selbst eine Signalkaskade im Gehirn
auslosen (Sharshar et al. 2005). Diese unterschiedlichen Madoglichkeiten, die das
Immunsystem hat, um dem Gehirn die Anwesenheit von Mikroorganismen mitzuteilen, sind
im Kapitel 1.2.2 auf Seite 11 genauer erlautert. Diese Mechanismen sind von Bedeutung, da
sie bei der Entzindung im Gehirn, welche als Reaktion auf die Information aus der
Peripherie als Sekundarantwort auf ein primares Pathogen entsteht, dort den gréReren und
pathophysiologisch relevanteren Schaden verursachen kdnnen (Akiyama et al. 2000;
Semmler et al. 2008). Nur bei einer funktionierenden Kommunikation kann das Gehirn die
physiologischen Funktionen und Reaktionen des Koérpers gerade in kritischen Situationen

wie einer Sepsis steuern und aufrechterhalten (Rivest et al. 2000).

4.2 Rezidivierende Infektionen mit Streptococcus pneumoniae bewirken

keine Verschlechterung des Morbus Alzheimer im Maus-Modell

Der Hauptteil dieser Arbeit kommt der Frage nach, ob sich das klinisch beobachtete
Phanomen der Verschlechterung der Alzheimer-Demenz unter bakteriellen systemischen
Infektionen im Tiermodell bestatigen lasst. Trotz des groBen Interesses an den
Zusammenhangen zwischen Entziindungen und Demenzen im Allgemeinen wurden bisher
noch keine Experimente gemacht, die den Einfluss von systemischen bakteriellen
Infektionen auf den Verlauf der Alzheimer-Erkrankung in vivo untersucht haben. Falls die
durch eine bakterielle Infektion zentral hervorgerufenen inflammatorischen Veranderungen

auf ein zuvor entzundlich gepragtes Gewebe eine verstarkt schadigende Auswirkung haben,
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so konnte die rasche Behandlung mit einem Antibiotikum, welches auf die Verringerung der
Menge an freigesetzten proinflammatorischen beziehungsweise toxischen
Bakterienbestandteilen abzielt, fur das zuklnftige therapeutische Procedere von Bedeutung
sein (Stuertz et al. 1998; Spreer et al. 2003).

Daher wurde hier der Einfluss wiederholter systemischer Infektionen mit S. pneumoniae —
dem verbreitetsten Pathogen fir Infektionen des oberen Respirationstraktes und fir
Pneumonien beim Erwachsenen — auf den Verlauf der Alzheimer-Demenz im Maus-Modell
untersucht. Als Alzheimer-Modell wurden die Tg2576-Mause verwendet, welche das Ap-
Vorlauferprotein  APP  Uberexprimieren und deren neuropsychologischen und

morphologischen Veranderungen gut untersucht sind.

Das im Morris-Water-Maze evaluierte rdumliche Gedéachtnis und die Lernfahigkeit der
Tg2576-Tiere ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen den infizierten Mausen
und der nicht-infizierten Kontrollgruppe. Beziiglich der motorischen F&higkeiten zeigten sich
im Seiltest und Rotarod-Test wahrend des gesamten Experiments keine Defizite bei den
Méausen. Das im Hauptversuch durchgefihrte Morris-Water-Maze zeigt bei transgenen
versus nicht-transgenen Mausen ab einem Alter von 9-10 Monaten unterschiedliche Lern-
und Orientierungsfahigkeiten (Hsiao et al. 1996). Dies entspricht dem Alter, das die
Versuchstiere etwa in der Mitte des Experimentes erreicht hatten, so dass sich sowohl eine
zeitliche Vorverlagerung des Erkrankungsbeginns als auch eine rapide Verschlechterung
danach bemerkbar gemacht hatte. Eine Beeintrachtigung von Motorik, Koordination oder
Ausdauer ist bei den Tg2576-Méausen nicht zu erwarten gewesen (Hsiao et al. 1996) und
konnte als mdogliche Ursache eines schlechteren Abschneidens im Morris-Water-Maze
ausgeschlossen werden.

Im nicht-transgenen Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass die intrazerebrale oder
intraperitoneale Injektion von LPS zu Erinnerungsdefiziten, einer erhéhten Expression von
APP mit Akkumulation von AB 1-42 und zu neuronalem Sterben fuhrt (Hauss-Wegrzyniak et
al. 1998; Lee et al. 2008). Auch Uber das Zusammenwirken eines peripheren bakteriellen
Geschehens mit den inflammatorischen Verdnderungen bei neurodegenerativen
Erkrankungen gibt es Studien. Die systemische Gabe des Endotoxins LPS bei Mausen mit
einer noch nicht klinisch manifesten Prionenerkrankung fuhrte zu einem rascheren Verlust
der motorischen Fahigkeiten und einer starkeren IL-1B-Synthese im Gehirn als bei Kontroll-
Mé&usen, die nicht mit LPS behandelt wurden (Combrinck et al. 2002). Des Weiteren konnte
im Maus-Modell der Amyotrophen Lateralsklerose eine deutliche klinische Verschlechterung
durch eine chronische systemische LPS-Gabe gezeigt werden (Nguyen et al. 2004). Eine
Behandlung mit CpG bei mit Prion-Protein infizierten M&usen resultierte hingegen in einer

deutlichen Verlangerung der Uberlebenszeit (Sethi et al. 2002). Diese differierenden
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Resultate bei der Gabe unterschiedlicher bakterielle Zerfallsbestandteile konnten sich durch
die Interaktion mit verschiedenen TLR erklaren (LPS bindet an TLR-4, CpG bindet an TLR-
9). Zusammengefasst konnte in vivo eine periphere Applikation eines bakteriellen
Bestandteils, moglicherweise Uber eine weitere Aktivierung bereits stimulierter Mikroglia,
zum Fortschreiten eines neurodegenerativen Prozesses flihren (Combrinck et al. 2002; Perry
et al. 2003; Nguyen et al. 2004; Cunningham et al. 2005; Morgan et al. 2005).

Ahnlich wie bei den neurodegenerativen Erkrankungen zeigt sich bei einer akuten
Gehirnschadigung, z.B bei einem Schlaganfall, ein lokaler entziindlicher Prozess im ZNS.
Auch hier wird der Einfluss eines zusétzlichen entziindlichen Stimulus kontrovers diskutiert.
Eine intraperitoneale Gabe von LPS vor einem experimentellen Schlaganfall im Maus-Modell
fuhrte zu einer Exazerbation von Gehirnschaden und neurologischem Defizit (McColl et al.
2007). In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass eine systemische Prakonditionierung
mit LPS (Rosenzweig et al. 2004; Rosenzweig et al. 2007) oder anderen Stimuli der
angeborenen Immunantwort, wie dem TLR-2 Agonisten Pam;CysSK, (Hua et al. 2008) und
dem TLR-9 Agonisten CpG (Stevens et al. 2008), zu einer Reduktion der InfarktgrofRe fuhrte
und eine Neuroprotektion im Maus-Modell des experimentellen Schlaganfalls bewirkte.

In den vorliegenden Experimenten zeigte sich bei den infizierten Tieren weder eine erhdhte
noch eine verminderte AB-Konzentration. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied der
PlaguegroRe und der Konzentrationen des Detergenzien-loslichen oder Detergenzien-
unléslichen ABs zwischen infizierten Tieren und nicht-infizierter Kontrollgruppe.

Wie im Gehirn von Alzheimer-Patienten akkumuliert im Gehirn von Tg2576-Méausen das A
in Plaques sowie in Form der zerebralen amyloiden Angiopathie (Kuo et al. 2000). Erhéhte
Konzentrationen von AB 1-40 und 1-42 sind bei Tg2576-Mausen ab einem Alter von 6-7
Monaten nachweisbar, die Formation der Plaques beginnt um den 12. Lebensmonat herum
(Kawarabayashi et al. 2001). Unter Einfluss eines rezidivierenden peripheren
Entzindungsgeschehens, wie der systemischen Applikation von LPS, konnte ein Anstieg
von AB 1-40 und 1-42 bei transgenen, APP-Uberexprimierenden Mausen beobachtet werden
(Sheng et al. 2003). Die chronische intrazerebrale Injektion von LPS lUber ein Pumpensystem
initiilerte die Deposition von AB in einem anderen Maus-Modell der Alzheimer-Demenz (Qiao
et al. 2001). Im Gegensatz dazu konnte durch eine einmalige intrazerebrale Injektion von
LPS die Konzentration des diffusen zerebralen ABs uber die Mikroglia—Aktivierung in einem
ahnlichen Tiermodell gesenkt werden, wahrend sich in Bezug auf das aggregierte A keine
Veranderung zeigte (Dicarlo et al. 2001; Herber et al. 2007). Eine weitere Arbeitsgruppe hat
Tg2576-Tiere einmalig intraperitoneal mit LPS behandelt und fand auch bei dieser
Applikationsweise eine Reduktion der AB-Plaques (Quinn et al. 2003). Interessanterweise

schien die Induktion der Neuroinflammation durch Gabe von LPS eine Reduktion der AB-
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Konzentration zu bewirken. Bei Immunisierung von transgenen Mausen mit A 1-42 konnte,
vermutlich auch Uber eine Aktivierung der Mikrogliazellen, der Abbau von amyloiden Plaques
bewirkt werden (Wisniewski und Konietzko 2008).

Zusammengefasst zeigt sich in manchen Versuchen der LPS-Gabe an Tiere eines
Alzheimer-Modells eine Reduktion, in anderen eine Zunahme der AB-Plaques. Mdgliche
Erklarungsansatze zielen auf unterschiedliche Wirkung der Entziindung ab (Plaguezunahme
durch Induktion der Ablagerung und auRerdem Plaqueabnahme durch vermehrten Abbau)
oder versuchen die Erklarung darin zu finden, dass die Aktivierung der Mikroglia bei
chronischen Reizen andere Folgen (Plaguezunahme) nach sich zieht als eine akute
Stimulation (Plagueabnahme) (Morgan et al. 2005). Bezugnehmend auf letztere Hypothese
von Morgan et al. (2005) kdnnte es sein, dass unser Infektionsschema von vier Infektionen
im Abstand von vier Wochen sowohl die vermehrte Produktion von AR als auch den
vermehrten Abbau durch Mikroglia hervorgerufen hat, so dass die Endkonzentration

unbeeinflusst blieb.

Samtliche Tierversuche, in denen bakterielle Bestandteile wie LPS appliziert wurden, kdnnen
nicht die spontane physiologische oder antibiotisch induzierte Freisetzung von bakteriellen
Komponenten, wie sie bei einer bakteriellen Infektion mit anschlieBender antibiotischer
Therapie entstehen, widerspiegeln. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte systemische
Applikation von S. pneumoniae mit anschlieRender Antibiotikatherapie wurde bislang an
murinen Modellen der multiplen Sklerose, des Morbus Parkinson und der Amyotrophen
Lateralsklerose verwendet (Herrmann et al. 2006; Ebert et al. 2009). Dabei zeigte sich in den
Modellen des Morbus Parkinson und der Amyotrophen Lateralsklerose keine Beeinflussung
des Krankheitsverlaufes durch mehrfache intraperitoneale Infektion mit S. pneumoniae. Im
Modell der Multiplen Sklerose, der sogenannten Experimentellen Autoimmunen Enzephalitis
(EAE), wurde die Schwere der Erkrankung durch eine einzige Infektion mit einem
vergleichbar konzentrierten Inokulum verstarkt (Herrmann et al. 2006). Bei der Multiplen
Sklerose finden sich - wie auch bei der Alzheimer Demenz - entziindliche ZNS-Prozesse mit
aktivierten Mikrogliazellen, welche unter anderem die Bestandteile des angeborenen
Immunsystems TLR-2 und TLR-4 exprimieren. Das verwendete Bakterium S. pneumoniae
enthalt in seiner Zellwand z.B. Teichon — und Lipoteichonséuren, welche Liganden von TLR-
2 darstellen sowie das Protein Pneumolysin, welches an TLR-4 bindet (Malley et al. 2003;
Schroder et al. 2003; Koedel 2009). Uber eine Aktivierung der TLR durch bakterielle
Bestandteile konnen Mikroglia Neuronen téten, auch wenn dies mdglichweise nur in
bestimmten, z.B. entziindlich verédnderten Umgebungen stattfinden kann (Bamberger und
Landreth 2002; Perry et al. 2003; lliev et al. 2004; Salminen et al. 2009). Dabei spielen

proinflammatorische Zytokine wie TNF-a eine Rolle. Diese zeigten bei TLR-2-defizienten
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Mausen in der Studie von Herrmann et al. 2006 keine Konzentrationserhéhung — und es
zeigte sich auch keine Verschlechterung der Erkrankung. So liegt die Vermutung nahe, dass
die Infektion mit S. pneumoniae unter anderem Uber den TLR-2 krankheitsverschlechternde
Wirkung zeigte (Herrmann et al. 2006).

In Anbetracht der vorliegenden klinischen Studien bezuglich Infektionen und Demenzen (Nee
und Lippa 1999; Holmes et al. 2003; Dunn et al. 2005; Holmes et al. 2009) als auch unter
Einbezug der verschiedenen tierexperimentellen Daten mit systemischer Applikation von
LPS in Maus-Modellen von ALS (Nguyen et al. 2004), Prionerkrankungen (Cunningham et al.
2005) und Morbus Alzheimer (Qiao et al. 2001; Sly et al. 2001; Sheng et al. 2003) sind
unsere Ergebnisse uUberraschend. AnknUpfend an diese Forschungsergebnisse wurde
erwartet, dass auch in unserem Versuch die Freisetzung und Wirkung der bakteriellen
Bestandteile von S. pneumoniae, wie z.B. Teichon — und Lipoteichonsauren, zu einer
Progredienz der neurodegenerativen Erkrankung fiihren wirde.

Im Vergleich zu den Endotoxin-Konzentrationen im Bereich von pg/ml im Plasma, welche bei
Patienten mit Sepsis gemessen wurden (Kojika et al. 2006), sind die in den genannten
Versuchen applizierten LPS-Dosen allerdings zum Teil sehr hoch. In-vitro-Daten lassen
vermuten, dass die Effekte bedingt durch die stimulierten Mikroglia — entweder
Neuroprotektion oder Neurotoxizitat — von der Dosis des inflammatorischen Stimulus
abhéangen (Li et al. 2007).

Die systemische Infektion in dieser Studie ware ohne antibiotische Behandlung todlich und
somit nicht durchfiihrbar gewesen. Auch spiegelt die relative kurze und starke systemische
Infektion mit nachfolgender antibiotischer Therapie gut die Situation eines adaquat
behandelten akut Kranken wider. Zudem resultiert die Behandlung einer S. pneumoniae
Infektion mit dem bakteriolytischen Antibiotikum Ceftriaxon in einer schnellen Freisetzung
von groBen Mengen bakterieller Produkte, welche die angeborene Immunitat stark
stimulieren (Stuertz et al. 1998; Nau und Eiffert 2002).

Es ist moglich, dass die Stimulation des angeborenen Immunsystems im ZNS durch die
Infektion weniger stark war, als die oben beschriebene durch hohe Dosen von LPS
ausgeldste Reaktion (Sheng et al. 2003; Nguyen et al. 2004; Cunningham et al. 2005). Eine
anhaltende systemische Infektion kénnte die neurodegenerative Krankheit méglicherweise
starker beeinflussen. Hatte man die mit S. pneumoniae infizierten Tiere jedoch langer als 12
Stunden ohne antibiotische Therapie belassen, so ware die Gesamtsterblichkeit stark
angestiegen. In einer Studie, bei der LPS intraperitoneal appliziert und die zentrale Reaktion
evaluiert wurde, war nach einer einmaligen Injektion noch 10 Monate spater eine erhéhte
zerebrale TNF-a-Konzentration nachweisbar (Qin et al. 2007). Eine ausreichend starke

Aktivierung scheint sich daher auch zerebral auf lange Frist bemerkbar zu machen.
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Warum in dem Maus-Modell der EAE, nicht aber in den Tiermodellen flr neurodegenerative
Erkrankungen gezeigt werden konnte, dass systemische Infektionen mit S. pneumoniae den
Krankheitsbeginn oder die Krankheitsprogression beschleunigen, bleibt unklar (Herrmann et
al. 2006; Ebert et al. 2009). Bei der Multiplen Sklerose ist im Vergleich zu den anderen
neurodegenerativen Erkrankungen die entziindliche Komponente ausgepragter. In dem
Modell der Multiplen Sklerose waren bei den infizierten Tieren erhthte zerebrale
Konzentrationen von TNF-a nachweisbar. Sobald das TNF-a in geringeren Mengen, namlich
bei den TLR-2 defizienten Tieren, nachweisbar war, fand sich auch kein
krankheitsverschlimmernder Effekt. In den vorliegenden Versuchen konnten erhdhte
zerebrale Werte fur IL-6, nicht aber fur TNF-a nachgewiesen werden. Auch in den klinischen
Studien von Holmes (2009) lie sich zeigen, dass die Konzentration von TNF-a in einem
positiven Zusammenhang mit der Verschlechterung der Demenz steht. Beziglich der
Expression von TNF-a und neuronalen TNF-a Rezeptoren wurde festgestellt, dass diese im
Gehirn von Alzheimer-Patienten erhoht ist (Fillit et al. 1991; Tarkowski et al. 1999; Zhao et al.
2003). Eine erhohte Expression der neuronalen TNF-a Rezeptoren kdnnte wiederum zu
einem erhdhten Schaden im Gehirn des Alzheimerkranken fiihren. Mdglichweise féallt dem
Zytokin TNF-a eine Schlisselrolle bei der Wechselwirkung von Infektion, Inflammation und
Alzheimer-Demenz zu.

Es existiert kein Schema fir eine Infektion durch S. pneumoniae bei Mausen, welches eine
moderate, anhaltende  systemische Infektion verursachen kann. Alternative
Vorgehensweisen waren Infektionsmodelle einer septischen Arthritis, einer Endokarditis oder
einer Weichteilinfektion durch z.B. Staphylococcus aureus. Interessant ware auch die
Untersuchung des Einflusses einer systemischen Infektion durch Escherischia coli, ein Keim,
der flur viele urologische Infektionen verantwortlich ist. Dies wirde durch die dann
entstehende LPS-Freisetzung den bisher damit kinstlich induzierten Infektionen
versuchstechnisch naher kommen. Auerdem wére es spannend, den Verlauf des Morbus
Alzheimer unter einer chronischen Infektion von Chlamydia pneumoniae zu untersuchen. Die
chronische Entztindungsreaktion, die sich bei der sporadischen Alzheimer-Demenz findet,
kénnte durch die Infektion durch das obligat intrazellular lebende Bakterium Chlamydia
pneumoniae mitbedingt sein (Balin und Appelt 2001; Holmes und Cotterell 2009). Die
Zellwand von C. pneumoniae enthdlt LPS. Laut einer Studie wurde C. pneumoniae sehr
haufig in den glialen Zellen betroffener Gebiete im Gehirn von Alzheimer-Patienten
gefunden. Ob dieser Organismus Mitschuld an der Entwicklung der Erkrankung trégt oder als
Opportunist einen leichteren Weg in vorgeschadigtes Gewebe hatte, ist unklar. Ein
Zusammenhang zwischen einem Mikroorganismus und einer chronischen neurologischen
Erkrankung ware denkbar, zumal sich ahnliche Zusammenhénge z.B. bei der Lyme-

Krankheit durch Borrelien oder bei dem Post-Polio-Syndrom zeigen (Balin und Appelt 2001).
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Auch ist z.B. eine Herpes-Simplex-1—Infektion bei Menschen, welche das apoE-e4-Allel
tragen, ein moglicher Risikofaktor fur die Entwicklung des Morbus Alzheimer (ltzhaki 2004;
Holmes und Cotterell 2009).

Weitere mogliche Ursachen fir das unerwartete Ergebnis unseres Versuchs kénnte man im
Versuchsaufbau und im Tiermodell suchen. Bezlglich des Versuchsaufbaus war
moglicherweise der Zeitpunkt der Toétung der Tiere zu frih gewahlt, da sich
neurodegenerative Unterschiede unter Umstanden erst im Verlauf mehrerer Monate
manifestieren kdnnen. In einer Studie im Tiermodell wurde z.B. vier Monate nach LPS-
Injektion kein Riuckgang der Neuronendichte in der Substantia nigra festgestellt, sieben bis
zehn Monate spater zeigte sich jedoch eine Differenz (Qin et al. 2007). AuRRerdem fiihrte die
Infektion, obwohl allen Tieren stets die gleiche Keimmenge verabreicht wurde, von Tier zu
Tier zu unterschiedlich schweren Krankheitszeichen. Dieses sowie die Tatsache, dass die
Tiere ein sehr individuell schwankendes und stark tagesabhangiges Leistungsmuster
zeigten, machen sich in kleinen Versuchsgruppen mit n = 10 beziehungsweise 11 starker
bemerkbar als in groReren Gruppen. Auch lieRen sich die Nachweismethoden fiir die Lern-
und Erinnerungsdefizite unter einem allerdings erheblichen Aufwand sensibler gestalten
(Gallagher et al. 1993; Crawley und Paylor 1997; Van Meer und Raber 2005)
Zusammenfassend konnte nicht gezeigt werden, dass wiederholte systemische Infektionen
mit S. pneumoniae den Beginn und Verlauf der Alzheimer-Demenz im Maus-Modell
beeinflussen. Dies kdnnte bedeuten, dass der Effekt von maRig schweren akuten Infektionen
auf den Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen weniger ausgepragt ist als angenommen.
Weitere Untersuchungen sollten den Einfluss Gram-negativer LPS-haltiger Bakterien
und/oder den Einfluss chronischer Infektionen auf neurodegenerative Erkrankungen im
Tiermodell beleuchten. Sollte sich dort eine Verschlimmerung der Erkrankung finden, so
sollten anschliel3end Versuche mit unterschiedlichen Antibiotika zur Therapie der Infektion
durchgefiihrt werden. Hier sollten im Gegensatz zu dem Bakterienwand-zerstérenden
Antibiotikum Ceftriaxon solche Antibiotika zum Einsatz kommen, welche die Freisetzung der
bakteriellen Bestandteile méglichst gering halten (Stuertz et al. 1998; Nau und Eiffert 2002).
Dies konnte in einer geringeren Aktivierung der innaten Immunabwehr und somit in einer

verminderten neurotoxischen Wirkung resultieren.

4.3 Die Stimulation neuronal-monozytarer Kokulturen durch AB 1-40
und bakterielle Zerfallsbestandteile fuhrt zur Schadigung der
Neuronen

Der letzte Teil der Arbeit soll die Zusammenhange zwischen Alzheimer-Demenz und

bakteriellen Infektionen in vitro ndher analysieren. Dazu wurden neuronal-monozytare
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Kokulturen dem Alzheimer Protein AR 1-40 und bakteriellen Bestandteilen wie dem
Lipopeptid Pam;CysSK, ausgesetzt. Es zeigte sich sowohl in den murinen Neuronen-
Mikroglia-Kokulturen als auch in den humanen Neuroblastomzellen-Makrophagen-
Kokulturen eine Aktivierung der Immunzellen sowie ein deutlicher Schaden der Nervenzellen
durch AR 1-40 als auch durch das synthetische Bakterienbestandteil Pams;CysSK,. Bei
Kombination der beiden Stimulanzien schien sich der Neuronenschaden zu potenzieren.
Leider warf die Quantifizierung des Schadens Probleme auf, so dass sich das durch
Inspektion der Schnitte gewonnene Ergebnis letztendlich nicht objektivieren lies.

Auf Zellkultur-Ebene konnte bereits gezeigt werden, dass primére Mikrogliakulturen durch
zytolytische bakterielle Produkte in Dosis-abhangiger Weise stimuliert werden. Aul3erdem
fuhrt das von S. pneumoniae produzierte Pneumolysin zu einer starken Aktivierung der
Mikrogliazellen und reduziert in hohen Dosen deren Vitalitéat (Ebert et al. 2005). Dabei wirken
die bakteriellen Produkte als Agonisten unterschiedlicher TLR, welche von Mikroglia,
Astrozyten und Oligodendrozyten exprimiert werden (Olson und Miller 2004) und als Teil des
angeborenen Immunsystems verschiedene funktionale Bestandteile von Viren, Bakterien
und Pilzen erkennen (Kaisho und Akira 2006). Eine Aktivierung der Mikroglia tiber TLR fuhrt
uber eine vermehrte Expression von Zytokinen, wie z.B. IL-6 und TNF-a, zur weiteren
Stimulation der Immunabwehr. Auch die endogenen B-Amyloid-Peptide, wie sie bei Morbus
Alzheimer im Gehirn gefunden werden, kdnnen Immunzellen Uber TLR (insbesondere TLR-
2/4) oder andere Rezeptoren stimulieren (Lotz et al. 2005; Tahara et al. 2006; Salminen et
al. 2009).

Dies konnte dazu fuhren, dass Mikroglia von Alzheimer-Patienten, welche ohnehin dem
dauerhaften Reiz durch AB ausgesetzt sind, bei einer zusatzlichen bakteriellen
Begleitinfektion UberschieRend reagieren. Bei einer kombinierten Behandlung von Mikroglia-
Zellkulturen mit AR und bakteriellen TLR-2/4-Agonisten wie LPS oder dem Lipopeptid
Pam3;CysSK, resultierte eine starkere Aktivierung von Mikroglia als bei der Behandlung mit
einem einzigen Stimulans. Im Gegensatz dazu fiihrte die gleichzeitige Gabe von A 1-40 und
CpG (TLR-9 Agonist) zu einer geringeren Produktion proinflammatorischer Zytokine
verglichen mit der Stimulation durch CpG alleine. Auch liel3 sich dabei im Gegensatz zu den
anderen Stimulanzien nicht nur eine geringere Produktion proinflammatorischer Zytokine,
sondern auch die Produktion des antiinflammatorischen IL-10 nachweisen. Offensichtlich
verstarken nicht alle TLR Agonisten den stimulatorischen Effekt von AB auf die angeborene
Immunitat, es kann aber eine additive Wirkung bei der Stimulation mit endogenen und
exogenen Faktoren resultieren (Lotz et al. 2005). Dabei ist die Anregung der angeborenen
Immunabwehr mittels der Stimulation von Mikroglia fir die neuronalen Zellen nicht unbedingt
protektiv. Wahrend z.B. Pneumokokken-DNA (Schmidt et al. 2001) und unmethylierte CpG-

DNA (lliev et al. 2004) in isolierten Neuronen-Kulturen keinen neurotoxischen Effekt haben,
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kommt es in organotypischen hippokampalen Kulturen jedoch zu einer Schadigung der
Neuronen. Diese Neurotoxizitat von CpG-DNA war auch in Kokulturen von Mikroglia und
Neuronen nachweisbar (lliev et al. 2004). Dabei antworteten Mikrogliazellen auf die
Stimulation durch CpG-DNA mit einer Produktion von bakteriotoxischem Stickoxid und
proinflammatorischem TNF-a. Auch wenn die proinflammatorischen Zytokine wie IL-1, IL-6
oder TNF-a neuroprotektive Effekte haben kdnnen, kénnen sie eine neurotoxische Wirkung
entfalten (Allan und Rothwell 2001). TNF-a kann einen direkten Zelltod durch Anbindung an
Zelltodrezeptoren vermitteln (Downen et al. 1999) oder in niedrigeren Dosen das Wachsen
und Teilen der Neuriten verhindern (Neumann et al. 2002). Passend dazu fiihrten die
Hemmung der Stickoxid-Synthase und neutralisierende Antikérper gegen TNF-a zu einer
verringerten Neurotoxizitat von CPG-DNA (lliev et al. 2004).

Sollte sich der optische Eindruck, den die in dieser Arbeit durchgefuhrten Zellkulturversuche
erwecken, in Zukunft objektivieren lassen, so ware auch die Untersuchung des
Zusammenspiels von AR 1-40 mit bakteriellen Bestandteilen wie LPS und CpG-DNA von
groBem Interesse. So konnte man den komplexen in vivo stattfindenden Vorgangen
detaillierter auf die Spur kommen.

Zusammengefasst lasst sich eine Bestatigung der Hypothese einer synergistischen
Aktivierung der Mikrogliazellen mit resultierender verstarkter Neuronentoxizitat bei
Stimulation neuronal-monozytaren Kokulturen durch AR 1-40 und den bakteriellen
Bestandtteil PamsCysSK, aufgrund des optischen Gesamteindrucks vermuten, zuvor muss

jedoch eine adaquate Quantifizierungsmethode des Neuronenschadens etabliert werden.
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5 Zusammenfassung

Die Alzheimer-Demenz ist eine Erkrankung des Seniums, deren Bedeutung aufgrund der
demographischen Veranderungen mit einer steigenden Lebenserwartung weiter zunehmen
wird. Es gibt zahlreiche Hinweise daflr, dass entzindliche Vorgdnge bei dem
Pathomechanismus eine Rolle spielen und dass die dementiellen Symptome im Rahmen
einer bakteriellen Infektion zunehmen kénnen.

Wir haben die Beeinflussung der Alzheimer-Demenz durch rezidivierende systemische
Infektionen mit dem haufigsten respiratorischen Pathogen des Erwachsenen - S.
pneumoniae - in einem Maus-Modell untersucht. Die transgenen, das AB-Vorlauferprotein
APP Uberexprimierenden Tg2576-Mause wurden wiederholt intraperitoneal mit dem
lebenden Bakterium S. pneumoniae Typ 3 infiziert und danach Uber drei Tage alle 12
Stunden mit dem bakteriziden Antibiotikum Ceftriaxon therapiert.

Die Infektion fihrte zu einer inflammatorischen Antwort im ZNS mit erhéhten
Konzentrationen von Interleukin-6 in Hirnhomogenaten. Die motorische Leistungsfahigkeit
der Tiere wurde durch den Seiltest und den Rotarod-Test Gberpruft und ergab keine Defizite.
Das raumliche Lernen, Lerndefizite und Erinnerungsdefizite wurden durch das Morris-Water-
Maze evaluiert. Weder ein friherer Beginn noch ein schneller Verlauf der Alzheimer-
Erkrankung konnte durch diese Tests bei den infizierten Tieren beobachtet werden. Die
durch Thioflavin S angefarbten Plaques zeigten keine GroRenunterschiede zwischen den
Gruppen. Mittels Westernblot wurden aus Hirnhomogenaten die Detergenzien-l6slichen und
Detergenzien-unlgslichen AB-Fragmente 1-37,1-38,1-39,1-49 und 1-42 bestimmt. Die
Konzentrationen der Detergenzien-ldslichen Konzentrationen von AR 1-40 und AR 1-42
wurden auch mittels der sensitiveren ELISA-Methode gemessen. Weder im Westernblot
noch bei den mittels ELISA bestimmten Konzentrationen der AB-Fragmente konnten
signifikante Differenzen in den Gehirnen von infizierten versus nicht-infizierten Tieren
nachgewiesen werden.

Die in dieser Arbeit aul3erdem durchgefiihrten Versuche zur kombinierten Wirkung von AB 1-
40 und bakteriellen Zerfallsbestandteilen auf murine oder humane neuronal-monozytére
Kokulturen zeigten optisch einen deutlichen Zellschaden, fiihrten aber aufgrund der
fehlenden Genauigkeit der Quantifizierung zu keinem statistisch verwertbaren Ergebnis.
Zusammenfassend konnten wiederholte systemische Infektionen mit S. pneumoniae den
Beginn und Verlauf der Alzheimer-Demenz im Maus-Modell nicht beeinflussen. Dies kénnte
bedeuten, dass der Effekt von maRig schweren akuten Infektionen auf den Verlauf der
Alzheimer-Demenz  weniger ausgepragt ist als bislang angenommen. Weitere
Untersuchungen sollten den Einfluss chronischer Entziindungen auf die neurodegenerative

Alzheimer-Erkrankung im Tiermodell beleuchten.
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