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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Erkrankung

Geméal international classification of diseases-10 (ICD-10; Internationale Statistische
Klassifikation der Krankheiten-10) zdhlt die Alzheimer-Erkrankung zu den degenerativen
Krankheiten des Nervensystems mit begleitender organischer und symptomatischer

psychischer Stérung (DIMDI, BMG und KKG 2017).
1.1.1 Epidemiologie

Sowohl die Demenzen im Allgemeinen, als auch die Alzheimer-Erkrankung im Speziellen
gelten als Krankheiten des fortgeschrittenen Alters, welche einen starken Anstieg in der
altersspezifischen Privalenz und Inzidenz ab dem 65. Lebensjahr zeigen (Qiu et al. 2009). Von
allen Demenzen nimmt dabei die Alzheimer-Erkrankung mit einem Anteil von 50 — 75 % den
wohl grofiten Stellenwert ein (Lane et al. 2018).

Weltweit ist die Demenz-Pravalenz von 20,2 Millionen im Jahr 1990 auf 43,8 Millionen im
Jahr 2016 angestiegen (Nichols et al. 2019; Sathianathan und Kantipudi 2018). In Deutschland
betrug die Demenz-Privalenz 1,2 Millionen im Jahr 2016 (Nichols et al. 2019).
Hochrechnungen gehen davon aus, dass sich die Zahl der Demenz-Erkrankten aufgrund des
demografischen Wandels bis 2050 mehr als verdreifachen wird (Brookmeyer und Gray 2000;
Ferri et al. 2005; Lane et al. 2018; Robinson et al. 2017).

Metaanalysen konnten regionale Unterschiede in der Demenz-Privalenz im Sinne einer
erhohten Zahl in Entwicklungsldndern aufzeigen (Ferri et al. 2005). Weiterhin bestehen
zwischen ethnischen Gruppen relevante Unterschiede in der Erkrankungshéufigkeit und den
Risikofaktoren, an Alzheimer zu erkranken (Babulal et al. 2019).

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass Frauen im Vergleich zu Ménnern ein erhohtes

kumulatives Risiko haben, an Alzheimer zu erkranken (Andersen et al. 1999).
1.1.2 Klassifikation

Bei der Einteilung der Alzheimer-Erkrankung wird zwischen der spit einsetzenden- (late onset
Alzheimer’s disease, LOAD) und der deutlich selteneren friih einsetzenden Alzheimer-Demenz
(early onset Alzheimer’s disease, EOAD) unterschieden (Bekris et al. 2010). Zu Letzterer wird
jene Form gezdhlt, welche als Familidre Alzheimer-Erkrankung (familial Alzheimer’s Disease,
FAD) bezeichnet wird und mit einer Prdvalenz von weniger als 1 % sehr selten vorkommt (van
Cauwenberghe et al. 2016). Die FAD beruht auf Mutationen in den Genen APP als Gen fiir die
Kodierung des Amyloid-Vorlauferproteins, PSEN1 und PSEN2 und wird autosomal dominant

1



Einleitung

an die Nachkommen vererbt (Campion et al. 1999; Goate et al. 1991; Scheuner et al. 1996;
Selkoe et al. 1988). Die Formen der Alzheimer-Erkrankung, welche nicht mit jenen Mutationen
assoziiert sind, werden zur sporadischen Alzheimer-Erkrankung (sporadic Alzheimer’s disease,

SAD) zusammengefasst (Dorszewska et al. 2016).
1.1.3 Atiologie

Neben den mit der FAD assoziierten Genen konnten genomweite Assoziationsstudien
zahlreiche Risikogene fiir die LOAD identifizieren und darstellen, dass der APP-Metabolismus
mit beiden Formen der Alzheimer-Erkrankung assoziiert ist (Jansen et al. 2019; Kunkle et al.
2019; Lambert et al. 2013).

Eine Schliisselrolle nimmt das Apolipoprotein € ein, welches mit seinen Isoformen
entscheidend das Erkrankungsrisiko beeinflusst (Raber et al. 2000). Wahrend das Allel fiir
Apolipoprotein €4 als starker Risikofaktor fiir die LOAD identifiziert wurde, gilt das Allel fiir
Apolipoprotein €3 als protektiv (Corder et al. 1993; Farrer et al. 1997; Liu et al. 2013).
Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass Menschen mit der numerischen
Chromosomenaberration Trisomie 21 im Alter von durchschnittlich 40 Jahren in nahezu 100
Prozent der Fille neuropathologische Merkmale der Alzheimer-Krankheit aufweisen und
iiberdurchschnittlich hdufig klinisch an Alzheimer erkranken, wodurch die Trisomie 21 als
weiterer Risikofaktor anerkannt ist (Head et al. 2012; McDowell 2001; Olson und Shaw 1969).
Neben genetischen Faktoren konnten zahlreiche Umwelteinfliisse als Faktor fiir die
Erkrankungswahrscheinlichkeit beschrieben werden. So konnte gezeigt werden, dass ein
iiberdurchschnittlicher 1Q, Schulbildung, beruflicher Erfolg, sowie eine aktive
Freizeitgestaltung mit einem geringeren Erkrankungsrisiko assoziiert sind (Stern 2006). Ein
niedriger sozio6konomischer Status hingegen wird mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko in
Verbindung gebracht (Evans et al. 1997).

Zahlreiche weitere Risikofaktoren und prédisponierende Faktoren wurden fiir die Alzheimer-
Erkrankung nachgewiesen, wie betroffene Verwandte ersten Grades, das weibliche Geschlecht,
Kopfverletzungen, Diabetes mellitus, Cholesterin, arterielle Hypertonie, Virus-Infektionen und
oxidativer Stress (Grant et al. 2002; McDowell 2001; Pasquier et al. 2006; van Duijn et al.
1991).

Als womdglich grofiter Risikofaktor gilt das Lebensalter, wobei ein exponentieller Anstieg der
Privalenz ab einem Alter von 65 Jahren vorliegt und jener Anstieg nachgewiesenermaf3en bis
in die fortgeschrittenen Altersgruppen bestehen bleibt (Qiu et al. 2009; Rocca et al. 1991; von
Strauss et al. 1999).
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1.1.4 Neuropathologische Merkmale

Im Rahmen des Krankheitsprozesses treten neuropathologische Veridnderungen des Gehirns
auf, welche mitunter pathognomonisch fiir die Alzheimer-Krankheit sind (Castellani et al.
20006).

Jene lassen sich in strukturelle- und mikroskopische Verdnderungen unterteilen (Drew 2018).
Strukturelle Verdnderungen umfassen eine Atrophie der grauen Substanz und feinstrukturelle
Defekte der weillen Substanz, sowie eine progressive Erweiterung des Ventrikelsystems des
GroBhirns (Nestor et al. 2008; Weiler et al. 2015).

Mikroskopische Verdnderungen konnen in ,,positive”- und ,negative* Ldsionen unterteilt
werden. Erstere bezeichnen Amyloid-Plaques, Neurofibrillen, Gliose und die zerebrale
Amyloidangiopathie, wihrend Letztere durch Nervenzellverlust und Synapsenverlust
reprasentiert werden (Ghiso et al. 2010; Kidd 1964; Rodriguez-Arellano et al. 2016; Selkoe
2002; Serrano-Pozo et al. 2011; West et al. 1994).

1.1.4.1 Amyloid-Plaques

Die fiir die Alzheimer-Erkrankung pathognomonischen Amyloid-Plaques sind extrazelluldr
gelegene, unldsliche Komplexe, welche als Hauptbestandteil proteinreiche Aggregate aus Beta-
Amyloid und insbesondere der Isoform A2 aufweisen (Castellani et al. 2006; Golde et al.
2000; Kidd 1964; Masters et al. 1985; Miller et al. 1993; Roher et al. 1993). Amyloid-Plaques
werden zunehmend mit aktivierten Mikroglia, sowie reaktiven Astrozyten (1.1.4.3) assoziiert,
welche eine konsekutive lokale Neuroinflammation verursachen (Dickson 1997). Entsprechend
threr Morphologie und Zusammensetzung wird ein Grof3teil der Amyloid-Plaques in die vier

Plaque-Typen ,diffus‘, ,primitiv‘, ,klassisch® und ,kompakt‘ eingeteilt (Armstrong 1998).
1.1.4.2 Tau-Fibrillen

Neurofibrillire 7angles (NFT’s; Tau-Fibrillen) sind intraneuronal vorkommende
Akkumulationen aus zytoskelettalen Fibrillen, sogenannten paired helical filaments (PHF)
(Wisniewski und Wen 1985). Diese PHF bestehen aus dem Mikrotubuli-assoziierten Protein t
(Tau), welches unter physiologischen Bedingungen an der Bildung von Mikrotubuli beteiligt
ist (Grundke-Igbal et al. 1986; Weingarten et al. 1975). Jenes Tau ist bei Alzheimer-Patienten
fehlgefaltet und atypisch hyperphosphoryliert (Grundke-Igbal et al. 1986; Igbal et al. 2005;
Opattova et al. 2013). Die Modifikation des Tau-Proteins scheint dabei die Interaktion mit
Mikrotubuli zu beeintrichtigen, was in der Entstehung von Tau-Fibrillen resultiert (Avila et al.

2004; Congdon et al. 2008).
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Dabei besteht eine negative Korrelation zwischen der Anzahl an Tau-Fibrillen und
Neuronenanzahl im frontalen und temporalen Cortex, sowie Hippocampus (Bondareff et al.
1989). Es konnte gezeigt werden, dass der klinisch beurteilte Schweregrad der Alzheimer-
Demenz verhéltnisméBig der Akkumulation an Tau-Fibrillen im Neocortex entspricht

(Arriagada et al. 1992; Bierer et al. 1995; Cho et al. 2016).

1.1.4.3 Neuroinflammation

Die bisher beschriebenen neuropathologischen Verédnderungen gehen einher mit einer massiven
Entziindungsreaktion in den betroffenen Hirnregionen, der Neuroinflammation (Shadfar et al.
2015). Daran beteiligt sind Gliazellen, speziell Mikroglia und Astroglia, sowie
Immunmediatoren und Immunmodulatoren (Heneka et al. 2015).

Aktivierte Mikroglia agieren als Makrophagen des Zentralnervensystems, wihrend nicht-
aktivierte Mikroglia die Anzahl an funktionellen Synapsen regulieren und somit die
Synapsenaktivitit beeinflussen (Ji et al. 2013; Kettenmann et al. 2011). Es konnte gezeigt
werden, dass Beta-Amyloid Fibrillen durch Bindung eines membranstindigen AB-Rezeptor-
Komplexes eine Signaltransduktionskaskade ausldsen und somit Mikrogliazellen aktivieren
(Bamberger et al. 2003). Aktivierte Mikrogliazellen ihrerseits phagozytieren Aggregate aus
Beta-Amyloid mittels Scavenger-Rezeptoren, wodurch jenen Zellen eine entscheidende
Bedeutung bei der Elimination von Beta-Amyloid zugeschrieben wird (Paresce et al. 1996).
Astroglia wiederum werden in reaktive und nicht-reaktive Astroglia unterschieden (Sofroniew
2009). Nicht-reaktive Astroglia sind u.a. an der Bereitstellung von Energiereserven fiir
Neuronen, der Synapsenfunktion und Plastizitit, sowie der Aufrechterhaltung des
extrazelluldren Milieus beteiligt (Sofroniew 2009; Sofroniew und Vinters 2010).

Reaktive Astroglia treten im Rahmen von pathologischen Prozessen des Gehirns auf. Bei der
Alzheimer-Demenz tritt jene reaktive Astrogliose insbesondere in rdumlicher Ndhe zu senilen
Plaques auf (Medeiros und LaFerla 2013). Es konnte gezeigt werden, dass Astroglia Beta-
Amyloid mittels Beta-Amyloid Rezeptoren binden und infolgedessen abbauen konnen (Wyss-
Coray et al. 2003). Weiterhin bewirken Astrozyten eine verstirkte Expression von Proteasen,
welche mafigeblich am Abbau von Beta-Amyloid beteiligt sind (Saido und Leissring 2012).
Sowohl Mikroglia als auch Astroglia setzen bei Kontakt mit Beta-Amyloid Mediatoren und
Modulatoren, wie Zytokine oder Interleukine frei, welche wiederum zu einer verstirkten

Neuroinflammation fithren (Heneka et al. 2015).
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1.1.4.4 Synapsen- und Nervenzellverlust

Ein frithes Ereignis der Alzheimer-Erkrankung ist die strukturelle Schiddigung von Synapsen
und der damit einhergehende Synapsenverlust insbesondere im Neocortex und limbischen
System (Crews und Masliah 2010; Davies et al. 1987; DeKosky und Scheff 1990; Masliah et
al. 1994; Selkoe 2002). Dabei zeigt sich eine hohe Korrelation zwischen dem Synapsenverlust
und der Ausprigung der neuropsychologischen und kognitiven Symptomatik (DeKosky und
Scheff 1990; Terry et al. 1991). Im Rahmen der Schiddigung von Synapsen kommt es
konsekutiv zu einer retrograden Schidigung von Neuronen, was in Nervenzellverlust resultiert
(Masliah 2001; Masliah et al. 1994; Selkoe 2002).

Post-mortem Analysen haben gezeigt, dass zwischen altersbedingtem- und Alzheimer-
bedingtem Nervenzellverlust unterschieden werden kann, wobei jeweils spezifische
Hirnregionen betroffen sind (West et al. 1994). Zu den von Alzheimer-bedingtem
Nervenzellverlust betroffenen Hirnregionen zdhlen die CA1 Region des Hippocampus und
Teile der Area entorhinalis (Gomez-Isla et al. 1996; West et al. 1994). Die CA1 Region zeigt
eine krankheitsspezifische Korrelation zwischen Volumen bzw. Neuronenanzahl und der
Schwere der klinischen Symptomatik, wobei der Nervenzellverlust stadienabhéingig

voranschreitet (Bobinski et al. 1998; Rossler et al. 2002).

1.1.5 Pathogenese

1.1.5.1 BAPP-Prozessierung

Beta-Amyloid stellt ein Spaltprodukt des membranstindigen Vorlduferproteins amyloid f
precursor protein (BAPP) dar, welches durch die APP-Sequenz auf Chromosom 21 kodiert
wird (Glenner und Wong 1984; Goate et al. 1991; Kang et al. 1987; Selkoe et al. 1988; St
George-Hyslop et al. 1987). Neben Beta-Amyloid entstehen wihrend der BAPP-Prozessierung
weitere Spaltprodukte, wobei a-, -, und y -Sekretasen als Spaltenzyme fungieren (Esch et al.
1990; MacLeod et al. 2015).

Die Prozessierung des BAPP wird dabei in den amyloidogenen- und den nicht-amyloidogenen
Weg unterteilt, welche sich in den entstehenden Produkten und beteiligten Enzymen
unterscheiden (Abbildung 1.1) (Roberts et al. 1994).

Infolge des nicht-amyloidogenen Wegs kommt es vermittelt durch a-Sekretasen zur Spaltung
des BAPP in das N-terminale 16sliche APPa (soluble APPa, sAPPa) und das C-terminale C83.
Letzterem wird dabei in einem zweiten Schritt das P3 Fragment abgespalten (Esch et al. 1990;

Kojro und Fahrenholz 2005; Naslund et al. 1994; Sisodia et al. 1990).
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Beta-Amyloid ist hingegen ein Produkt des amyloidogenen Wegs, wobei BAPP zunéchst durch
B-Sekretasen in das N-terminale 16sliche APPJ (soluble APPf, sAPPp), sowie das C-terminale
CTF99 gespalten wird (Chow et al. 2010; Wilson et al. 1999). Letzteres wird durch y-
Sekretasen in die N-terminale APP intracellular domain (AICD) und das C-terminale Beta-
Amyloid aufgespalten (Chow et al. 2010; Esch et al. 1990; Sisodia et al. 1990; Wilson et al.
1999).

Das beta-site APP-cleaving enzyme 1 (BACE 1) wurde als B-Sekretase beschrieben und spaltet
Volllingen-BAPP an Aspl und Glull der AB-Sequenz (Cai et al. 2001; Gurses et al. 2016;
Nunan und Small 2000; Sinha et al. 1999; Vassar et al. 1999; Yan et al. 1999). Die y-Sekretase
hingegen besteht aus einem Enzymkomplex von 4 Untereinheiten, welcher zunédchst aus CTF99
eine lange AB48- oder AB49-Variante und anschlieend durch schrittweise Spaltung AB40 oder
AB42 generiert (Carroll und Li 2016; Qi-Takahara et al. 2005). Prinzipiell kdnnen in
Abhidngigkeit von der Schnittstelle der y-Sekretase AP-Varianten von 34- bis 50
Aminosdurenldangen gebildet werden (Kummer und Heneka 2014).

Es konnte gezeigt werden, dass Mutationen in den Genen PSEN1/2 eine verstirkte Exposition
des BPAPP gegeniiber der y-Sekretase bewirken und somit zu einer Erhohung der extrazelluldren

Konzentration an Beta-Amyloid fiihren (Bentahir et al. 2006; Scheuner et al. 1996).

A)

extrazellulir

a intrazellulir

H,N+ COOH
B) Amyloidogener Weg C) Nicht-amyloidogener Weg
( B-Sekretase ﬁ a-Sekretase
[sAPP}]| IS BN [CTF99]  [sAPP«| D ﬂ:l
ﬁ y-Sekretase ( v-Sekretase

[sAPPH] I [ [AICD|  [sAPPe| —

Abbildung 1.1: Unterscheidung in den amyloidogenen- und nicht-amyloidogenen Weg der BAPP-Prozessierung anhand
einer schematischen Darstellung angelehnt an Bayer und Wirths (2008). Der amyloidogene Weg (B) beschreibt die
Spaltung des BAPP durch B-und y-Sekretasen mit Beta-Amyloid als Produkt. Als nicht-amyloidogenen Weg (C) wird die
Spaltung des BAPP durch a- und y-Sekretasen bezeichnet, wobei kein Beta-Amyloid entsteht.
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1.1.5.2 Die Amyloid-Hypothese

Die Amyloid-Hypothese geht von der Annahme aus, dass die Akkumulation und Ablagerung
von Beta-Amyloid eine Schliisselrolle in der Krankheitsentstehung einnehmen (Hardy und
Allsop 1991; Hardy und Selkoe 2002). Jene Akkumulation beruht auf einer Ungleichheit
zwischen Bildung und Abbau von Beta-Amyloid (Selkoe 2001). Neuropathologische
Verdnderungen im Sinne einer Akkumulation von Beta-Amyloid setzen bereits zehn bis 15
Jahre vor Beginn der Alzheimer-typischen Symptome ein (Reiman et al. 2012).

Mutationen in den Genen APP, PSEN1 und PSEN2 konnten kausal mit der familidren Form
der Alzheimer-Erkrankung in Verbindung gebracht werden und haben entscheidend zum
Verstindnis der Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung beigetragen (Goate et al. 1991;
Scheuner et al. 1996; van Cauwenberghe et al. 2016). Entsprechend der Hypothese beeinflussen
jene Mutationen die Proteolyse des amyloid [ precursor Proteins (BAPP) (siehe 1.1.5.1),
infolgedessen es zu einer extrazelluldren Erh6hung der Konzentration an insbesondere Af42
kommt und der Abbau von Beta-Amyloid nicht ausreichend gewihrleistet werden kann (Hardy
und Allsop 1991; Younkin 1998).

Nachfolgend kommt es in der Kaskade zu extrazelluldren Ablagerungen von A4 und zeitlich
versetzt von Ao, welche in der Bildung von unldslichen Fibrillen und Plaques resultieren
(Iwatsubo et al. 1995; Levy et al. 1990; Masters et al. 1985; Selkoe 1998; Wisniewski et al.
1991).

Dem Beta-Amyloid konnte eine zytotoxische Wirkung insbesondere auf Nervenzellen
nachgewiesen werden, wodurch die Akkumulation jenes Peptids mit dem Synapsen- und
Nervenzellverlust assoziiert wird (Kim et al. 2003; Selkoe 2001; Zhang et al. 2002).

Dies wird von einer Immunantwort im Sinne einer Mikro- und Astrogliose, sowie einer
verdnderten Aktivitit von Kinasen und Phosphatasen mit Bildung von hyperphosphoryliertem
Tau begleitet (Braithwaite et al. 2012; Hardy und Selkoe 2002).

Neueren Erkenntnissen zufolge findet neben extrazelluldren Prozessen eine intraneuronale
Ablagerung von Beta-Amyloid statt, welche durch die modifizierte Amyloid-Hypothese
beschrieben wird (Wirths et al. 2004). Dieser zufolge stellt die intrazellulire Akkumulation von
Beta-Amyloid und insbesondere AB4> den Startpunkt fiir die im Vorfeld beschriebene Kaskade
dar (Abbildung 1.2) (Aoki et al. 2008; Gouras et al. 2000; Wirths et al. 2004).

Die Amyloid-Hypothese fiihrt folglich die Entwicklung einer Alzheimer-Demenz mitsamt der
damit einhergehenden Symptome auf die Dysregulation des Beta-Amyloid Metabolismus

zuriick (Selkoe 2001).
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Die modifizierte Amyloid-Kaskade

Risikofaktoren: Lebensalter, Apolipoprotein &4,
Trisomie 21, Mutationen APP/ PSEN1/ PSEN2

'

Erhohte Spiegel intraneuronalen Beta-Amyloids

Wiederaufnahme von
l l Beta-Amyloid
Akkumulation von intra- Losliches extrazellulires
neuronalem A, /AB,, AB,/AB,,
Funktionsstéorungen der Plaquebildung

Synapsen und Nervenzellen

v

Synapsen- und Nervenzellenverlust

v

Gehirnatrophie in typischen
Hirnregionen

v

Entwicklung Alzheimer-typischer Symptomkomplexe

Abbildung 1.2: Intraneuronales Beta-Amyloid stellt in der modifizierten Amyloid-Kaskade pathophysiologisch den
Ausgangspunkt fiir die Alzheimer-Erkrankung dar. Angelehnt an die von Wirths et al. (2004) publizierte schematische
Darstellung der modifizierten Amyloid-Kaskade préadisponieren bekannte Risikofaktoren die intraneuronale Anreicherung von

Beta-Amyloid, welche den Ausgangspunkt fiir nachfolgende Kaskade darstellt (Aoki et al. 2008; Gouras et al. 2000).

1.1.5.3 Aggregationsformen des Beta-Amyloids

Gehirne von Alzheimer-Patienten weisen im Vergleich zu Gehirnen von Patienten ohne
klinische Demenz massiv erhohte Werte an 16slichem und unloslichem kortikalen Beta-
Amyloid auf (Wang et al. 1999). Wihrend unlosliches Beta-Amyloid in Form von Fibrillen
fixiert im Kern von Amyloid-Plaques vorkommt, diffundiert 16sliches Beta-Amyloid in Form
von Oligomeren im Extrazellularraum (Glenner 1980; Masters et al. 1985; Waters 2010). Es
besteht dabei eine starke Korrelation zwischen der Schwere der Alzheimer-Krankheit und der
Hoéhe an loslichem Beta-Amyloid, nicht aber unldslichem Beta-Amyloid oder gesamtem
Amyloid (Lue et al. 1999; McLean et al. 1999). Loslichen Beta-Amyloid Oligomeren wird
daher eine toxische Wirkung zugeschrieben (Haass und Selkoe 2007). Hinweise verdichten
sich, dass Amyloid-Plaques 16sliches Beta-Amyloid binden und somit eine Schutzfunktion in
Bezug auf toxische Beta-Amyloid Oligomere einnehmen, wodurch es erst bei Uberschreiten
der Pufferkapazitit zu einem entsprechenden Anstieg der Konzentration an 16slichen Beta-

Amyloid Oligomeren kommt (Esparza et al. 2018; Esparza et al. 2013).
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1.1.5.4 Varianten des Beta-Amyloids

Unter den Amyloid-Isoformen ist im Liquor cerebrospinalis von Gesunden Aso die hiufigste
und AP+ die zweithdufigste Form, wobei letzterer eine entscheidende Rolle in der Pathogenese
der Alzheimer-Krankheit zugesprochen wird (Ida et al. 1996; Mo et al. 2015; Younkin 1995).
Es konnte gezeigt werden, dass AB42 im Vergleich zu Ao besonders hydrophob ist und zur
schnelleren Fibrillenformation neigt, sowie frithzeitiger und entscheidender Bestandteil von
senilen Plaques ist (Jarrett et al. 1993; Younkin 1998).

Neben unfragmentiertem Beta-Amyloid konnten N-terminal verkiirzte Beta-Amyloid
Varianten als Hauptbestandteil von Amyloid-Plaques identifiziert werden, welche als As.42
mit der Aminoséure Phenylalanin anstatt von Aspartat beginnen (Masters et al. 1985). Weitere
N-terminal verkiirzte Beta-Amyloid Varianten stellen APpe3-42, APa-3s3 und APs4-40 dar (Bouter et
al. 2013). N-terminal verkiirzte Beta-Amyloid Varianten zeigen im Vergleich zu
unfragmentiertem Beta-Amyloid eine verstirkte Aggregation zu Amyloid-Fibrillen, wobei
davon ausgegangen wird, dass dies einen moglichen Ausgangspunkt fiir die Plaque-Formation

darstellt (Bayer und Wirths 2014; Bouter et al. 2013; Pike et al. 1995).

1.1.5.5 Intraneuronales Beta-Amyloid

Es konnte gezeigt werden, dass Beta-Amyloid und insbesondere AB4; in den fiir die Alzheimer
Erkrankung typischen Hirnregionen intrazelluldr akkumuliert (Aoki et al. 2008; Gouras et al.
2000). Jene intrazelluldre Akkumulation von Beta-Amyloid scheint dabei bereits vor der
Plaque-Formation und Entstehung von NFT‘s aufzutreten und wird damit als Friihereignis der
Alzheimer-Erkrankung gewertet (Gouras et al. 2000; Gyure et al. 2001). Die Konzentration an
intrazelluldrem Beta-Amyloid sinkt mit der Bildung von extrazelluldren Plaques, wodurch das
intrazelluldre Beta-Amyloid mutmaBlich als Quelle der fiir die Plaque-Formation notwendigen
Substrate fungiert (Gyure et al. 2001; LaFerla et al. 2007; Oddo et al. 2006). Wegiel et al.
(2007) hingegen konnten jene Akkumulation altersunabhdngig in gesunden Individuen
nachweisen und gehen davon aus, dass die Akkumulation von intrazellulirem Beta-Amyloid
ein physiologischer Prozess im Rahmen des Amyloid Metabolismus ist.

Die Produktion von Amyloid-Isoformen findet in spezifischen Zellkompartimenten statt, wobei
APso im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und APs4 im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
generiert wird (Hartmann et al. 1997).

Weiterhin kann Beta-Amyloid und insbesondere ABs> zum einen durch Bindung des a7-
nikotinischen Acetylcholinrezeptors, zum anderen durch passive Diffusion durch die

Zellmembran intrazelluldr aufgenommen werden (Bayer und Wirths 2010; Knauer et al. 1992;
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Li et al. 2007; Nagele et al. 2002). Internalisiertes AP4> akkumuliert dabei im endosomal-
lysosomalen System, wodurch es zu einer Storung des lysosomalen Protonengradienten mit
konsekutiver Durchléssigkeit der lysosomalen Membran und folglich einem Untergang der
Nervenzelle kommt (Bayer und Wirths 2010; Ditaranto et al. 2001; Yang et al. 1998; Zheng et
al. 2012).

Dementsprechend scheint die intrazelluldre Akkumulation von Beta-Amyloid Peptiden in

Synapsen- und Nervenzellverlust zu resultieren (Bayer und Wirths 2010).
1.1.6 Symptomatik und klinischer Verlauf

Die Klinik von Alzheimer-Patienten kann zu drei Symptomkomplexen entsprechend des ABC-
Systems zusammengefasst werden, wobei jeder Buchstabe einen Symptomkomplex
reprasentiert: activities of daily living (Alltagsaktivititen), behavioral and psychological
symptoms (neuropsychiatrische Begleitsymptome) und cognition (geistige Leistungsfahigkeit)
(Corey-Bloom 2002; Grossberg 2002; Potkin 2002; Schmidtke und Otto 2012).

Die Einschrankung von Alltagsaktivititen stellt fiir Betroffene eine starke Beeintrachtigung
dar, da jene langfristig in einem Verlust der Eigenstandigkeit und Handlungsfahigkeit resultiert
(Potkin 2002). Dies bedeutet nicht zuletzt auch fiir Angehorige und Pflegende eine starke
Belastung mit Beeintrachtigung der Lebensqualitét (Liu et al. 2018; Wang et al. 2018).
Weiterhin sind neuropsychiatrische Begleitsymptome ein zentrales Element der Alzheimer-
Erkrankung, wobei diese sich hdufig bereits in einem frithen Krankheitsstadium manifestieren
(Lyketsos et al. 2011). Jene Begleitsymptome konnten zu folgenden Subsyndromen in
absteigender Haufigkeit zusammengefasst werden: Teilnahmslosigkeit, Hyperaktivitit,
Gemiitskrankheit und Psychose (Aalten et al. 2007). Neuropsychiatrische Begleitsymptome
nehmen dabei im Verlauf der Erkrankung an Intensitit zu und bediirfen intensiver Behandlung
und Pflege (Grossberg 2002).

Das Kernelement der Alzheimer-Symptomatik ist die Einschrinkung der geistigen
Leistungsfahigkeit, welche sich in einer Beeintrachtigung der Lernféhigkeit, des Gedéchtnisses,
der Sprache und der visuell-raumlichen Fihigkeiten zeigt (Corey-Bloom 2002; Quental et al.
2009; Weiner et al. 2008). Jene Beeintrachtigungen resultieren in einer regredienten Autonomie
mit enger Verknilipfung zum Symptomkomplex der Einschrinkung von Alltagsaktivititen
(Corey-Bloom 2002; Potkin 2002).

Anhand der Auspriagung der Symptome kann der klinische Verlauf der Alzheimer-Erkrankung
in Stadien eingeteilt werden. Der klinisch manifesten Alzheimer-Demenz gehen die

praklinische Phase und mild cognitive impairment (MCI) voraus, wobei Letztere durch ein
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Einsetzen der Symptome charakterisiert wird (Alzheimer's Association 2020; Albert et al. 2011;
Jack et al. 2011; McKhann et al. 2011).

Entlang des chronisch progredienten Verlaufs der Alzheimer-Erkrankung hingt die Prognose
insbesondere vom Alter bei Erkrankungsbeginn ab. Patienten in der siebten- und zu Beginn der
achten Lebensdekade haben eine mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit von sieben bis zehn

Jahren, welche bei entsprechend &lteren Patienten abnimmt (Zanetti et al. 2009).
1.1.7 Diagnostik

Bei Verdacht auf Vorliegen eines Demenzsyndroms muss zunichst durch eine entsprechende
Anamnese und Schweregradeinteilung mittels geeigneter kognitiver Kurztests die Diagnose
einer Demenz mit entsprechendem Schweregrad gestellt werden, bevor eine dtiologische
Differenzierung erfolgt (Leitlinie Demenzen 2016). AnschlieBend wird eine
neuropsychologische Diagnostik, beispielsweise mittels der in Deutschland weit verbreiteten
CERAD+-Testserie empfohlen (Morris et al. 1989; Leitlinie Demenzen 2016; Schmidtke und
Otto 2012). Die Leitlinie empfiehlt bei Demenzsyndromen weiterhin eine strukturelle
Bildgebung durch konventionelles cCT (craniale Computertomographie) oder cMRT (craniale
Magnetresonanztomographie), wobei das cMRT ohne Kontrastmittel den hoheren Stellenwert
hat (Dormont et al. 2008; Leitlinie Demenzen 2016). Ein charakteristischer Frithbefund bei
Alzheimer-Patienten ist die Dilatation der Seitenventrikelunterhdrner bei Atrophie in
temporomedialen Hirnregionen (Schmidtke und Otto 2012).

Eine weitere diagnostische Methode ist die Bestimmung von Neurodegenerationsmarkern in
der Liquorchemie, wobei die kombinierte Bestimmung von A4 und Tau bzw. A4 und
phosphoryliertem Tau gegeniiber der einzelnen Parameterbestimmung eine hohere Sensitivitit
und Spezifitit aufweist (Engelborghs et al. 2008; Mitchell 2009; Welge et al. 2009; Leitlinie
Demenzen 2016). Typischerweise présentieren sich Tau und phosphoryliertes Tau in erhohter-
und A4z in erniedrigter Konzentration (Motter et al. 1995; Sunderland et al. 2003; Trojanowski
et al. 1999). Bei Unklarheit der Diagnose infolge der o.g. Verfahren und insbesondere bei
moglichen Differentialdiagnosen, konnen die nuklearmedizinischen Verfahren 2-/18F]fluoro-
2-Deoxy-D-Glucose-Positron-Emission-Tomography (FDG-PET) und 99mTc-
hexamethylpropyleneamine oxime-single photon emission computed tomography (HMPAO-
SPECT) in der Diagnostik eingesetzt werden (Leitlinie Demenzen 2016). Diese Methoden
zdhlen zur sogenannten funktionellen Bildgebung und treffen Aussagen iiber den Glukose-
bzw. Sauerstoffmetabolismus (Bloudek et al. 2011). Dabei zeigt sich bei Alzheimer-Patienten
in der FDG-PET ein deutlich verminderter Glukosemetabolismus im posterioren Cingulum,

sowie dem temporoparietalen und prafrontalen Assoziationscortex (Herholz et al. 2002). Ein
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dhnliches Muster zeigt sich in der SPECT mit verminderter Hirnperfusion insbesondere in
temporoparietalen Hirnregionen (Bonte et al. 1986).

Bei gesicherter Diagnose einer Alzheimer-Erkrankung kann bei Verdacht auf autosomal-
dominanten Erbgang in Riicksprache mit dem Patienten und ggf. den Angehorigen eine

humangenetische Diagnostik erwogen werden (Leitlinie Demenzen 2016).
1.1.8 Mausmodelle

Fir die Alzheimer-Erkrankung existieren inzwischen zahlreiche Mausmodelle, welche
entscheidende Krankheitsmerkmale hinsichtlich Pathologie, Physiologie und Verhalten
darstellen. Derzeit existiert jedoch kein Mausmodell, welches die Gesamtheit der Alzheimer-
Erkrankung reprisentieren kann (Elder et al. 2010; Foidl und Humpel 2020).

Von besonderem Interesse bei der Entwicklung von Alzheimer-Mausmodellen sind die bei der
FAD beteiligten Gene APP, PSEN1 und PSEN2, wobei zwischen transgenen Mausmodellen
mit einer Uberexpression von APP und denen mit einer Uberexpression von Prisenilin-
Mutationen unterschieden werden muss (Elder et al. 2010).

Die PDAPP-Mauslinie gilt als eine der ersten reprdsentativen Mausmodelle der Alzheimer-
Erkrankung, wobei humanes APP mit der FAD-assoziierten Indiana-Mutation V717F als
Transgen dient (Elder et al. 2010; Games et al. 1995). Jene und weitere APP-basierte
Mauslinien zeigen eine altersabhingige Amyloid-Ablagerung und Plaque-Bildung,
einhergehend mit weiteren neuropathologischen Merkmalen und altersabhéngigen kognitiven
Defiziten (Games et al. 1995; Games et al. 2006). Die hiufigste verwendete Mutation ist die
schwedische Mutation K670N/M671L, welche eine Uberexpression von Beta-Amyloid bedingt
(Citron et al. 1992; Sasaguri et al. 2017). So existieren die Tg2576- und APP23-Mauslinie mit
ausschliefSlich schwedischer Mutation, sowie die J20-Mauslinie mit einer Kombination aus
schwedischer- und Indiana-Mutation (Hsiao et al. 1996, Mucke et al. 2000; Sturchler-Pierrat et
al. 1997).

Anhand von Mauslinien mit ausschlieBlich Prasenilin-Mutationen konnte gezeigt werden, dass
diese eine erhohte Konzentration an A4 und einen altersabhéngigen Nervenzellverlust,
jedoch keine Plaque-Bildung in den entsprechenden Individuen bewirken (Chui et al. 1999;
Duffet al. 1996; Holcomb et al. 1998). Bei Kreuzung von Mauslinien mit einer Uberexpression
von zum einen APP- und zum anderen Présenilin-Mutationen zeigt sich hingegen eine
ausgeprigte und bereits frither einsetzende Plaque-Bildung (Holcomb et al. 1998).

Der 5XFAD-Mauslinie wurden multiple APP- und PSENI-Mutationen implementiert,
wodurch die Tiere eine ausgeprdgte und ausgesprochen friithzeitig einsetzende Alzheimer-

Pathologie aufweisen (Oakley et al. 2006).
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Durch die Entwicklung der 3xTg-Mauslinie kann durch eine zusétzliche Mutation des MAPT-
Gens neben der Beta-Amyloid-, die Tau-Pathologie abgebildet werden, einhergehend mit
bereits frithzeitig einsetzenden kognitiven Defiziten (Oddo et al. 2003; Stover et al. 2015).
Hinsichtlich neuropathologischer Merkmale der Alzheimer-Erkrankung bilden jedoch nur
wenige dieser Mausmodelle den charakteristischen Nervenzellverlust ab.

Ein von FAD-basierten Mausmodellen unabhidngiger Ansatz ist die Entwicklung von
Mausmodellen, die eine Uberexpression von N-terminal verkiirztem Beta-Amyloid aufweisen.
So zeigen Tiere der TBA2.1/2.2-Mauslinie und der TBA42-Mauslinie einen hippocampalen
Nervenzellverlust, eine Uberexpression von ABy3-42 mit Ablagerungen von Beta-Amyloid und
APBpE3-42, sowie eine neuroinflammatorische Reaktion (Alexandru et al. 2011; MeiBner et al.

2015; Wittnam et al. 2012).

1.1.8.1 Die Tg4-42n,m-Mauslinie

Die Tg4-42nom-Mauslinie ist eine transgene Mauslinie auf dem Hintergrund der C57BL/6J-
Linie. Das Transgen kodiert fiir humanes N-terminal trunkiertes As.42, wobei die transgene
Sequenz an die Signalsequenz fiir murines Thyreotropin Releasing Hormon (TRH) gekoppelt
ist und durch den Thy-1 Promotor reguliert wird (Bouter et al. 2013). Jenes Fusionspeptid
ermoglicht die extrazelluldre Sekretion von Aps.42, welches intraneuronal akkumuliert und
mafgeblich an der Bildung stabiler Aggregate beteiligt ist (Bouter et al. 2013; Casas et al.
2004). Intraneuronales AP4-42 wird dabei vorwiegend in der CA1 Region des Hippocampus und
ab einem Alter von zwei Monaten exprimiert, wobei es eine Korrelation mit dem
altersabhédngigen Nervenzellverlust und damit einhergehenden kognitiven Defiziten gibt
(Abbildung 1.3) (Bouter et al. 2013; Bouter et al. 2014). Homozygote Tiere der Tg4-42-
Mauslinie zeigen im Vergleich zu gesunden Wildtyp-Tieren einen signifikanten
Nervenzellverlust in der CA1 Region des Hippocampus mit fiinf, sechs und sieben Monaten
von entsprechend 43-, 50- und 58 % (Antonios et al. 2015). Damit einhergehend findet sich
eine verstirkte Neuroinflammation im Sinne einer Astro- und Mikrogliose und weiterhin ein
reduzierter Glukosemetabolismus im gesamten Gehirn von Tieren der Tg4-42-Mauslinie
(Bouter et al. 2018; Bouter et al. 2013).

Tiere der Tg4-42-Mauslinie zeigen, einhergehend mit Merkmalen der Alzheimer-Pathologie,
Defizite in Hinblick auf Verhalten und Lernen. So konnte im Morris water maze als Test flr
rdumliches Lernen in Nagetieren ein altersabhéingiges Defizit beginnend ab einem Alter von

fiinf Monaten nachgewiesen werden (Antonios et al. 2015; Vorhees und Williams 2006).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der charakteristischen Merkmale der Tg4-42-Mauslinie. Bereits mit einem
Alter von zwei Monaten setzt die hippocampale Neuroinflammation ein, welche von intraneuronalem Beta-Amlyoid und
Synapsen-Defekten begleitet wird (Bouter et al. 2013; Dietrich et al. 2018). Mit fiinf Monaten sind signifikante
Nervenzellverluste von -43 % in der CA1-Region des Hippocampus nachweisbar mit damit einhergehenden leichten kognitiven
Defiziten. In einem Alter von sechs Monaten ruft der Nervenzellverlust von -50 % klinisch starke kognitive Defizite hervor,

welche sich mittels etablierter Verhaltensversuche objektivieren lassen (Antonios et al. 2015).
1.1.9 Therapie

1.1.9.1 Aktuell zugelassene Therapien

Derzeit existieren zwei Substanzgruppen, die fiir die Therapie der Alzheimer-Erkrankung
zugelassen sind und entsprechend der aktuellen Leitlinie empfohlen werden:
Acetylcholinesterase-Inhibitoren und nicht-kompetitive NMDA-Antagonisten (Leitlinie
Demenzen 2016). Erstere erhdhen durch Inaktivierung der Acetylcholinesterase die
Bioverfiigbarkeit von Acetylcholin an der Synapse und sind bei leichten bis mittelschweren
Alzheimer-Demenzen zugelassen (Casey et al. 2010; Leitlinie Demenzen 2016). Memantin als
nicht-kompetitiver NMDA-Antagonist greift durch Blockade des L-Glutamatrezeptors in das
Glutamat-System ein und ist bei moderaten und schweren Alzheimer-Demenzen zugelassen
(Hampel et al. 2012; Leitlinie Demenzen 2016). Beide Substanzgruppen haben einen
bewiesenen symptomatischen Effekt in Bezug auf die in Abschnitt Symptomatik (1.1.6)
beschriebenen drei Symptomkomplexe der Alzheimer-Erkrankung (Birks 2006; McShane et al.

2006). Es konnte gezeigt werden, dass mit Acetylcholinesterase-Inhibitoren vorbehandelte
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Patienten mit moderater bis schwerer Alzheimer-Demenz unter Umstinden von einer
zusétzlichen Therapie mit Memantin in Bezug auf die Kognition profitieren (Folch et al. 2018;
Tariot et al. 2004).

Die mit der Alzheimer-Erkrankung einhergehenden Begleitsymptome konnen den zusétzlichen
Einsatz von Antidepressiva, Antipsychotika, Antikonvulsiva oder Tranquilizern notwendig

machen (Leitlinie Demenzen 2016).

1.1.9.2 Forschungsansitze

Die aktuell zugelassenen Substanzklassen wirken symptomatisch und haben keine Auswirkung
auf die Krankheitsprogredienz, sodass grofes Interesse an der Erforschung sogenannter disease
modifying drugs (krankheitsmodifizierende Therapien) besteht (Leitlinie Demenzen 2016).
Die aktive Immunisierung zeigte vielversprechende Ergebnisse in Tiermodellen fiir die
Alzheimer-Erkrankung im Sinne einer reduzierten Progredienz von neuropathologischen
Merkmalen bei bereits erkrankten Tieren (Gelinas et al. 2004; Schenk et al. 1999). Eine Phase
ITa Studie mit AN-1792, einem aktiven Impfstoff aus aggregiertem AP4», musste aufgrund
damit assoziierter postvakzinaler Meningoenzephalitiden bei mit AN-1792 behandelten
Patienten abgebrochen werden (Orgogozo et al. 2003; Senior 2002). Es konnte allerdings eine
Verlangsamung der klinischen Progredienz und in post-mortem Analysen eine Reduktion von
Amyloid-Plaques bei mit AN-1792 behandelten Patienten gezeigt werden (Hock et al. 2003;
Nicoll et al. 2003). Weitere aktive Impfstoffe befinden sich derzeit in klinischer Testung
(Huang et al. 2020).

Eine kontrollierbarere und damit im klinischen Einsatz sicherere Alternative stellt die passive
Immunisierung dar, bei der die Antikorper gegen Beta-Amyloid im Gegensatz zur aktiven
Immunisierung nicht vom Korper selbst gebildet-, sondern peripher injiziert werden
(Melnikova 2007). Ein derzeit viel diskutierter passiver Impfstoff ist Aducanumab der Firma
Biogen, ein humaner monoklonaler Antikdrper gegen Beta-Amyloid Aggregate mitsamt
16slicher Oligomere und unldslicher Fibrillen (Sevigny et al. 2016).

Neben Vollldngen Beta-Amyloid spielen zunehmend auch trunkierte Varianten als Therapieziel
eine Rolle (Lues et al. 2015). So wird die Bildung des N-terminal trunkierten Pyroglutamat-
Beta-Amyloids (pE-AP) durch die Glutaminyl-Cyclase katalysiert, welche durch den
Glutaminyl-Cyclase-Inhibitor PQ912 gehemmt werden kann (Schilling et al. 2004). Es konnte
gezeigt werden, dass eine Langzeitbehandlung mit PQ912 zu einer Reduktion des
neurotoxischen pE-Ap fiihrt und behandelte Tiere klinisch im Sinne eines signifikanten Effekts

auf das rdumliche Lernen von der Behandlung profitieren (Hoffmann et al. 2017).
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Neben den bereits beschriebenen- existieren andere Therapieansitze, wie etwa die Reduktion
von Tau-Aggregation und Tau-Phosphorylierung oder der Einsatz von Antioxidantien zur
Reduktion von oxidativem Stress (Ferreira et al. 2015; Takashima 2010).

Ein weiterer Forschungsansatz konnte eine enge Verkniipfung zwischen der Alzheimer-
Erkrankung und dem Endocannabinoidsystem (ECS) herstellen (1.2) (Bedse et al. 2015). So
konnte gezeigt werden, dass das ECS zum einen pathologische Prozesse der Alzheimer-
Erkrankung modulieren kann und zum anderen einen neuroprotektiven Effekt aufweist (Bedse
et al. 2015; Rossi et al. 2015). Im Tierversuch hat A9-THC als Phytocannabinoid bereits einen
positiven Effekt auf altersbedingte kognitive Beeintrachtigungen mit Verbesserung des
rdumlichen Lernens und Langzeitgeddchtnisses gezeigt (Bilkei-Gorzo et al. 2017). Bei
Demenz-Patienten im Allgemeinen und Alzheimer-Patienten im Speziellen wurde bereits ein
hinreichender therapeutischer Effekt von Endocannabinoiden auf neuropsychiatrische
Symptome der Alzheimer-Erkrankung beschrieben, wobei aussagekriftige Studien weiterhin

notwendig sind (Liu et al. 2015; Walther et al. 2006).
1.2 Das Endocannabinoidsystem

Die Cannabispflanze Cannabis sativa hat ihren Ursprung mutmaBlich in Zentralasien, wo sie
bereits vor iiber 2000 Jahren bei der Gushi-Kultur fiir ihre psychoaktive Wirkung bekannt war
und zur medizinischen Nutzung, fiir Weissagungspraktiken oder fiir den Einsatz als
Halluzinogen angebaut wurde (Andre et al. 2016; Russo et al. 2008; Touw 1981). Mitte des 19.
Jahrhundert wurde in Europa die Erforschung der Cannabispflanze zunehmend vorangetrieben,
sodass tliber ein Jahrhundert spdter der psychoaktive Bestandteil der Cannabispflanze, A9-
Tetrahydrocannabinol (A9-THC), isoliert werden konnte (MacGillivray 2017; Mechoulam und
Gaoni 1965, 1967; Pisanti und Bifulco 2017). Mit der Identifikation der
Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 als Zielstruktur der Cannabinoide und der darauf
folgenden Entdeckung der in Sdugetieren produzierten Endocannabinoide, konnte das
Endocannabinoidsystem (ECS) beschrieben werden (Devane et al. 1988; Devane et al. 1992;
Matsuda et al. 1990; Mechoulam et al. 1995; Munro et al. 1993; Pisanti und Bifulco 2017;
Sugiura et al. 1995). Seither widmet sich die Cannabis-Forschung mitunter dem potentiellen
Einsatz von Cannabinoiden als Medizinprodukt, wobei die mogliche Regulation des ECS durch
Cannabinoide in zahlreichen Studien untersucht wird (Di Marzo et al. 2004; Pisanti und Bifulco

2017).
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1.2.1 Aufbau

Das ECS ist als neuromodulatorisches System Teil des zentralen Nervensystems (ZNS),
bestehend aus Cannabinoidrezeptoren, als endogene Liganden agierenden Cannabinoiden und

fiir Synthese und Abbau verantwortlichen Enzymen (Lu und Mackie 2016).

1.2.1.1 Cannabinoidrezeptoren

Die Signaltransduktion im ECS wird iiber die Bindung von Cannabinoiden an die
membrangebundenen  Cannabinoidrezeptoren, Cannabinoidrezeptor 1 (CB1) und
Cannabinoidrezeptor 2 (CB2), vermittelt (Devane et al. 1988; Lu und Mackie 2016; Matsuda
et al. 1990; Munro et al. 1993). Beide Rezeptoren zdhlen zu den G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) vom Gi,o-Typ (Howlett et al. 2002; Matsuda et al. 1990). Im Wesentlichen
unterscheiden sich die Rezeptoren hinsichtlich der Zellen, auf denen der jeweilige Rezeptor
bevorzugt exprimiert wird (Pertwee 1997). Der CBI1-Rezeptor ist einer der im ZNS am
héufigsten vorkommenden GPCR und wird dort vor allem im Bereich der Basalganglien, des
Cerebellums, Hippocampus und Cortex exprimiert, wobei eine deutliche Priferenz fiir
prasynaptische Neurone besteht (Di Marzo et al. 2004; Herkenham et al. 1990; Pertwee 1997).
Der CB2-Rezeptor findet sich vorrangig auf peripheren Zellen des Immunsystems (Munro et
al. 1993). Es konnte gezeigt werden, dass der CB2-Rezeptor auflerdem auf Neuronen sowohl
des zentralen-, als auch des peripheren Nervensystems exprimiert wird (Anand et al. 2008;
Onaivi et al. 2006).

Ein weiterer moglicher Cannabinoidrezeptor ist der GPR55-Rezeptor, welcher auf Zellen des
Nervensystems, Skelettsystems und Gastrointestinaltrakts exprimiert wird und an welchen
nachgewiesenermaflen Endo- und Phytocannabinoide, sowie synthetische Cannabinoide binden
(Ryberg et al. 2007; Shore und Reggio 2015).

Neben den Cannabinoidrezeptoren als GPCR binden Cannabinoide an weiteren
Rezeptorklassen, wie den nukledren Rezeptoren und den Ionenkandlen mitsamt der
thermosensitiven transient receptor potential (TRP) Kationen-Kandle (De Petrocellis und Di

Marzo 2010; Di Marzo und Piscitelli 2015).

1.2.1.2 Liganden

Cannabinoide agieren als Liganden an Cannabinoidrezeptoren mit agonistischer bzw.
anatgonistischer Wirkung (Pertwee und Ross 2002). Bei natiirlich vorkommenden
Cannabinoiden kann zwischen den aus Gewebe von Sdugetieren isolierten Endocannabinoiden
und den aus der Cannabispflanze isolierten Phytocannabinoiden unterschieden werden

(Mechoulam et al. 2014; Pertwee 2006).

17



Einleitung

Zu den Endocannabinoiden zdhlen mindestens fiinf verschiedene Molekiile, wobei N-
Arachidonylethanolamide (Anandamid; AEA) und 2-Arachidonylglygerol (2-AG) die am
besten erforschten sind (Devane et al. 1992; Di Marzo et al. 2004; Grotenhermen 2004;
Mechoulam et al. 1995; Sugiura et al. 1995). Die Endocannabinoide sind Derivate der
Arachidonséure und werden durch enzymatische Aktivitdt von insgesamt fiinf verschiedenen
Enzymen synthetisiert bzw. hydrolytisch inaktiviert (Di Marzo und Piscitelli 2015; Lu und
Mackie 2016; McAllister und Glass 2002).

Besondere Bekanntheit haben die von der Pflanze Cannabis sativa L. gebildeten
Phytocannabinoide durch die damit assoziierte psychotrope Wirkung erlangt, welche bei
derzeit mehr als 120 bekannten Phytocannabinoiden bislang nur auf A9-THC und AS-
Tetrahydrocannabinol zuriickgefiihrt werden konnte (Mechoulam und Gaoni 1967; Morales et

al. 2017).

1.2.1.2.1 A9-Tetrahydrocannabinol

A9-THC ist eine trizyklische Kohlenwasserstoff-Verbindung mit ausgepragter Lipophilie
(Mechoulam und Gaoni 1967; Sharma et al. 2012). Sowohl A9-THC, als auch der aktive
Metabolit 11-Hydroxy-A9-Tetrahydrocannabinol (11-OH-THC) besitzen eine psychotrope
Wirkung, was im Wesentlichen durch das Zusammenspiel aus Bindungsverhalten an
Cannabinoidrezeptoren und Verteilung von Cannabinoidrezeptoren im Gewebe begriindet
werden kann (Di Marzo et al. 2004; Mechoulam und Gaoni 1967; Sharma et al. 2012).
A9-THC konnte als partieller Agonist des CB1- und CB2-Rezeptors mit einer Priaferenz fiir den
CB1-Rezeptor identifiziert werden (Pertwee 2008). Zudem interagiert A9-THC  mit
verschiedenen nicht-CB1- und nicht-CB2-Rezeptoren, wobei u.a. eine antagonistische
Wirkung auf 5HT3a- und eine modulierende Wirkung auf Opioid-Rezeptoren beschrieben
wurde (Morales et al. 2017). Weiterhin wird A9-THC die Fahigkeit zugesprochen, gewisse
Signalwege der Endocannabinoide zu blockieren und dadurch die Freisetzung von Transmittern
zu beeinflussen (Pertwee 2008; Shen und Thayer 1999).

Im medizinischen Alltag wird Dronabinol als synthetisch hergestelltes A9-THC bereits sehr
vielfdltig eingesetzt, beispielsweise zur Appetitsteigerung oder Schmerztherapie (Malik et al.
2017; Plasse et al. 1991; Volicer et al. 1997). Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass A9-
THC den Alterungsprozess hinsichtlich der kognitiven Funktion giinstig beeinflusst, indem die
Abnahme der kognitiven Leistung bei élteren Individuen verlangsamt wird (Bilkei-Gorzo et al.
2017).

Bei Langzeitbehandlung mit A9-THC kann eine Toleranz- und Abhédngigkeitsentwicklung
beobachtet werden, welche bei abruptem Absetzen der Behandlung jedoch in der Regel nicht
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mit einem Abstinenzsyndrom einhergeht (Pertwee 2006). Dies ist auf die Anreicherung von
A9-THC im Fettgewebe zuriickzufiihren, woraus die Substanz nur langsam ausgeschwemmt

wird (Pertwee 2006).
1.2.2 Signaltransduktion

Bei der Endocannabinoid-vermittelten Signaltransduktion kann zwischen dem retrograden-,
dem nicht-retrograden-, und dem neuronal-astrozytiren Signalweg unterschieden werden
(Castillo et al. 2012).

Entsprechend des retrograden Signalwegs werden die Endocannabinoide an der Postsynapse
aus Vorlduferproteinen synthetisiert und wirken retrograd an der Prisynapse (Brown et al.
2003; Di Marzo et al. 1994; Piomelli 2003). Im Wesentlichen wird durch die Bindung eines
Agonisten an den G-Protein-gekoppelten Cannabinoidrezeptor die Freisetzung von
exzitatorischen und inhibitorischen Neurotransmittern reduziert (Felder et al. 1995; McAllister
und Glass 2002). Die Cannabinoidrezeptoren zeigen jedoch spezifische Bindungsaffinitdten
fiir die jeweiligen G-Protein Subtypen, was in unterschiedlichen Signalwegen resultiert (Glass
und Northup 1999; McAllister und Glass 2002). Durch Aktivierung des CB1-Rezeptors
werden spannungsabhingige Ca?*-Kanile gehemmt und einwirts gleichgerichtete K*-Kanéle
aktiviert, was in einer reduzierten Acetylcholin-, GABA-, Glutamat- oder Noradrenalin-
Freisetzung resultiert (Gessa et al. 1997; Gifford und Ashby 1996; Kathmann et al. 1999;
Katona et al. 1999; Mackie et al. 1995; McAllister und Glass 2002; Shen et al. 1996). Dieser
Mechanismus wird als Kurzzeitplastizitit bezeichnet, da die direkte Rezeptorwirkung nur fiir
Sekunden andauert (Brown et al. 2003; Castillo et al. 2012). Davon unterscheidet sich als
zweiter Mechanismus die Langzeit-Depression, deren Wirkung mehr als eine Stunde lang
bestehen bleibt und eine Herunterregulierung der synaptischen Ubertragung bedeutet
(Chevaleyre et al. 2006; Linden 1994). Durch Hemmung der Adenylylcyclase wird dabei der
cAMP/Proteinkinase A Signalweg herunterreguliert und damit neben der Reduktion der
Transmitterfreisetzung auch auf die Genexpression Einfluss genommen (Chevaleyre et al.
2007; Childers und Deadwyler 1996).

Der nicht-retrograde Signalweg wird insbesondere {iber den TRPV 1-Rezeptor vermittelt, einen
TRP Kationen-Kanal mit Expression an der Postsynapse, welcher durch Aktivierung u.a. eine
postsynaptische Langzeit-Depression bewirkt (Castillo et al. 2012).

Neben der direkten Signaltransduktion an der Synapse konnte eine Endocannabinoid-
vermittelte Interaktion zwischen Synapsen und Astrozyten identifiziert werden. Dabei wird

durch Aktivierung des auf Astrozyten exprimierten Ggi1-gekoppelten CB1-Rezeptors die
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Phospholipase C aktiviert, welche {iber eine Erhohung der intraneuronalen Calcium-

Konzentration eine Glutamat-Freisetzung bewirkt (Navarrete und Araque 2008).
1.2.3 Funktion

Anhand der Rezeptorverteilung und Signalwege konnten unterschiedliche Funktionen des ECS
identifiziert werden. Herausgestellt werden soll hierbei die Endocannabinoid-basierte
Neuromodulation, im Rahmen derer die Signaliibertragung an der Synapse beeinflusst und
neuronale Prozesse reguliert werden (Galve-Roperh et al. 2007; Marsicano und Lutz 2006).
Das Phdnomen der depolarization induced suppression of inhibition (DSI;
depolarisationsinduzierte Unterdriickung der Hemmung) konnte mit dem ECS in Verbindung
gebracht werden. Dieser Vorgang beschreibt eine durch postsynaptische Depolarisation
ausgeloste Freisetzung von Endocannabinoiden und die damit einhergehende préasynaptisch
unterdriickte Freisetzung von inhibitorischen Neurotransmittern, speziell von GABA (Kreitzer
und Regehr 2001; Llano et al. 1991; Narushima et al. 2006; Ohno-Shosaku et al. 2001; Piomelli
2003; Pitler und Alger 1992; Wilson und Nicoll 2001). Jene DSI kann ineffektive Signalwege
aktivieren und eine Langzeit-Potenzierung in hippocampalen Neuronen bewirken.
Entsprechend dieser Hypothese kommt es infolgedessen zur Ausbildung sogenannter Place
Fields, in denen besonders aktive Neurone mit einer hohen Feuerrate vorkommen (Carlson et
al. 2002; Ekstrom et al. 2001). Weiterhin konnte ein Einfluss des ECS auf hippocampale
Gamma Oszillationen nachgewiesen werden, welche entscheidend an der Vernetzung zwischen
Neuronen beteiligt sind (Buzsaki und Chrobak 1995; Hajos et al. 2000; Piomelli 2003; Wilson
und Nicoll 2001).

Eine weitere Funktion des ECS ist die Regulation von affektivem Verhalten, welche auf der
Aktivierung von CB1-Rezeptoren in der basolateralen Amygdala beruht (Katona et al. 2001;
McDonald und Mascagni 2001; Navarro et al. 1997; Piomelli 2003).

Uber eine Endocannabinoid-vermittelte Suppression der GABA- und Glutamat-Freisetzung in
Basalganglien und Cerebellum wird eine regulatorische Wirkung auf die motorische Aktivitdt
beschrieben, wobei auch eine Assoziation zum Dopamin-System besteht (Giuffrida et al. 1999;
Levenes et al. 1998; Piomelli 2003; Romero et al. 2002).

Die Verteilung von Cannabinoidrezeptoren zeigt, dass die Neuromodulation neben dem
zentralen-, auch im peripheren Nervensystem stattfindet und damit einhergehend in
verschiedene neuronale Prozesse eingreift. So scheint das ECS an der Schmerzverarbeitung mit
antinozizeptiver Wirkung beteiligt zu sein, was u.a. auf eine Wirkungsverstirkung des
Opioidsystems zurilickgefiihrt wird (Anand et al. 2009; da Fonseca Pacheco et al. 2008;
Hohmann 2002; Ibrahim et al. 2005).
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Hinsichtlich der funktionellen Bedeutung des ECS muss hervorgehoben werden, dass fiir einige
Cannabinoide eine neuroprotektive und antioxidative Wirkung diskutiert wird (Fowler et al.
2010; Hampson et al. 1998). Mittels unterschiedlicher Mechanismen sind jene Cannabinoide in
der Lage, Neuronen vor dem Zelltod zu bewahren. So kdnnen Cannabinoid-vermittelt die
Korpertemperatur herunterreguliert- oder die Neuronen vor Exzitotoxizitét geschiitzt werden
(Bonfils et al. 2006; Hayakawa et al. 2007; Leker et al. 2003; Shen und Thayer 1998).
Weiterhin konnte eine Wechselwirkung zwischen Immunsystem und ECS nachgewiesen
werden. Zum einen werden Endocannabinoide von aktivierten Immunzellen synthetisiert, zum
anderen wird sowohl der CB1-, als auch der CB2-Rezeptor auf immunkompetenten Zellen
exprimiert (Di Marzo et al. 1996; Galiegue et al. 1995; Klein 2005). In experimentellen
Modellen fiir Neuroinflammation und Neurodegeneration konnte gezeigt werden, dass
Cannabinoide eine antiinflammatorische- und den Krankheitsprogress verlangsamende
Wirkung haben (Ni et al. 2004; Pryce et al. 2003).

Zahlreiche weitere Funktionen, wie die Regulation von Gastrointestinaltrakt, kardiovaskuldrem
System und Respirationstrakt, konnten fiir das ECS beschrieben werden (Di Carlo und Izzo

2003; Di Marzo et al. 2004; Randall et al. 2002; Schmid et al. 2003).

21



Einleitung

1.3 Das Endocannabinoidsystem und die Alzheimer-Erkrankung

Aufgrund des Expressionsmusters von Cannabinoidrezeptoren und der funktionellen
Verkniipfung mit dem ZNS ist das ECS hinsichtlich seiner Bedeutung in Bezug auf die
Alzheimer-Erkrankung von grof8em Interesse. Post-mortem Analysen konnten im Cortex von
Alzheimer-Patienten eine herunterregulierte CB1- und eine hochregulierte CB2-Rezeptor
Expression nachweisen, wobei letztere mit dem Level fiir AB42 und senile Plaques korrelieren
(Solas et al. 2013). In den senilen Plaques von Alzheimer-Patienten wurden wiederum CB1-
und CB2-Rezeptoren identifiziert, welche eine verstirkte Nitrierung im Rahmen der Mikroglia-
Aktivierung aufwiesen (Ramirez et al. 2005). Weiterhin zeigten sich in Hirnproben von
Alzheimer-Patienten signifikant niedrigere Werte fiir das Endocannabinoid Anandamid und
dessen Vorlauferprotein, jeweils mit einer inversen Korrelation fiir ABs> Level (Jung et al.
2012).

In-vitro- und In-vivo-Studien untersuchen den Einfluss des ECS auf die Alzheimer-Pathologie,
wobei konkrete Zusammenhinge hergestellt werden konnten. Sowohl fiir endogene, als auch
fiir exogene Cannabinoide wurde eine inhibitorische Wirkung auf die Beta-Amyloid Pathologie
nachgewiesen (Benito et al. 2007; Eubanks et al. 2006; Martin-Moreno et al. 2012; Milton
2002). Wihrend CB1- und CB2-Rezeptor Antagonisten die Akkumulation und Toxizitét von
Beta-Amyloid verstdrken, stimulieren CB1- und CB2-Rezeptor Agonisten den Abbau von
intraneuronalem Beta-Amlyoid und verstirken die Clearence von Beta-Amyloid entlang der
Blut-Hirn-Schranke (Bachmeier et al. 2013; Currais et al. 2016). Zudem wird {iber einen
Agonismus am CB2-Rezeptors die Beta-Amyloid vermittelte Mikroglia-Aktivierung gehemmt
und dadurch Einfluss auf die neuroinflammatorische Komponente der Alzheimer-Erkrankung
genommen (Benito et al. 2007; Ehrhart et al. 2005; Ramirez et al. 2005).

Sowohl in mit Beta-Amyloid behandelten Ratten, als auch in FAD-basierten Mausmodellen
konnte in Verhaltensversuchen ein positiver Effekt von Cannabinoiden mit Agonismus am
CB1-und/oder CB2-Rezeptor auf die Kognition beobachtet werden (Aso und Ferrer 2014; Aso
et al. 2013; Aso et al. 2012; Haghani et al. 2012; Martin-Moreno et al. 2012; Martin-Moreno et
al. 2011; Ramirez et al. 2005; Wu et al. 2013).

Auf die Hyperphosphorylierung als weiteres neuropathologisches Merkmal der Alzheimer-
Erkrankung haben entsprechende Cannabinoide ebenfalls eine inhibitorische Wirkung, was
sowohl in Zellkulturen, als auch im Alzheimer-Modell nachgewiesen wurde (Aso und Ferrer

2014; Aso et al. 2013; Aso et al. 2012; Esposito et al. 2006).
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Wie bereits ausfiihrlich in Abschnitt 1.2.3 beschrieben wurde, ist das ECS an zahlreichen
neuronalen Prozessen und insbesondere an der Ausbildung neuronaler Netzwerke beteiligt
(Buzsaki und Chrobak 1995; Hajos et al. 2000; Marsicano und Lutz 2006; Piomelli 2003;
Wilson und Nicoll 2001). Eine Stimulation des Endocannabinoidsystems mit der Mdglichkeit
einer giinstigen Beeinflussung der Alzheimer-Pathologie und dem damit assoziierten
Gedidchtnisverlust stellt daher einen interessanten Forschungsansatz dar. A9-THC hat als
psychoaktives Phytocannabinoid das Potential, zusétzlich auf neuropsychiatrische Symptome
der Alzheimer-Erkrankung einzuwirken. /n vitro konnte bereits gezeigt werden, dass A9-THC
intraneuronales Beta-Amyloid abbaut (Currais et al. 2016).

In dieser Doktorarbeit sollte nun erstmals in vivo untersucht werden, was fiir einen Einfluss
jenes Phytocannabinoid auf den Nervenzellverlust, als auch auf Kognition und Verhalten in
einem Modell fiir die sporadische Alzheimer-Erkrankung als epidemiologisch hiufigste Form
hat (Bekris et al. 2010). Dazu wurden Tiere der Tg4-42-Mauslinie in einem préventiven und
einem therapeutischen Ansatz fiir jeweils sechs Wochen mit A9-THC behandelt und
anschlieend etablierten Verhaltensversuchen fiir Motorik, Gedéichtnisleistung und
Angstverhalten unterzogen. Hirnproben wurden anhand standardisierter Farbeprotokolle
immunhistochemisch und stereologisch untersucht mit Hauptaugenmerk auf die
Quantifizierung der Neuronenanzahl und der in Neurogenese befindlichen Nervenzellen in der

CA1 Region des Hippocampus.
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2 Material und Methoden

Tabelle 2.1: Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Herstellerfirma

Ameisensaure

Argarose

Borsiure

Citratpuffer 0,01M pH 6,0

D(+)-Saccharose

DAB-Peroxidase-Substrate-Kit
Dinukleotidtriphosphate (ANTP’s)

DNA Ladder 100bp

Dronabinol [(-)-trans-A9-Tetrahydrocannabinol]
Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS)
Essigsiure

Ethanol

Ethanol 99,5%, reinst
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA)
Fetal Calf Serum (FCS)

H>O fiir Argarose-Gel

Hiimatoxylin

HD Green Plus DNA Stain

Histofix 4%
Isopropanol

Ketamin 10%

Kresylviolett
Ladepuffer
Magnesiumchlorid (MgCl2)

Milchpulver

Na;EDTA

Natriumacetat Trihydrat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumchlorid-Losung 0,9%
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Bioron GmbH, Ludwigshafen, Deutschland

THC Pharm GmbH, Frankfurt/ Main, Deutschland
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Th. Geyer Ingredients GmbH & Co. KG, Hoxter,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Intas Science Imaging Instruments GmbH, Goéttingen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Medistar Arzneimittelvertriecb GmbH, Ascheberg,
Deutschland

Honeywell International Inc., Morristown, NJ, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Axon  Labortechnik  GmbH,  Kaiserslautern,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland
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Substanz Herstellerfirma
Paraffin Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Proteinkinase K

Puffer BD

Roth®-Histokitt

Taq Polymerase

Tissue-Tek O.C.T. Compound Kleber

Tris Base

Tris/HCI pH 8,5

Triton X-100

Tween80

Vectastain Elite ABC-Kit
Wasserstoffperoxid (H202) 30 %

VWR Life Science Competence Center, Erlangen,
Deutschland

Axon  Labortechnik  GmbH,  Kaiserslautern,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Axon  Labortechnik ~ GmbH,  Kaiserslautern,
Deutschland

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn,
Niederlande

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Xylariem (Xylazinhydrochlorid 23,3 mg/ml) Ecuphar GmbH, Greifswald, Deutschland

Xylol

Tabelle 2.2: Primer

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Bezeichnung | Hersteller 5°3’-Sequenz
Primer 1 APB3-42 for2 Eurofins Medigenomix | GTGACTCCTGACCTTCCAG
Forensik GmbH, Ebersberg,
Deutschland
Primer 2 AB3-42 rev2 Eurofins Medigenomix | GTTACGCTATGACAACACC
Forensik GmbH, Ebersberg,
Deutschland
Tabelle 2.3: Primire Antikorper
Antikorper Hersteller Verdiinnung Donator Verwendung
Anti-Cannabinoid | Abcam plc., | 1:2000 Kaninchen 3,3
Rezeptor 1 (Anti- = Cambridge, Diaminobenzidin-
CB1) Vereinigtes Immunféarbung
Konigreich (2.5.1.2)
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Antikorper Hersteller Verdiinnung Donator Verwendung
Anti-Doublecortin | Synaptic Systems | 1:4000 Kaninchen Free-Floating-3,3"-
(Anti-DCX) GmbH, Géttingen, Diaminobenzidin-
Deutschland Immunféarbung
(2.5.1.1)
Anti-lonized Synaptic  Systems | 1:1000 Meerschweinchen | 3,3¢-
Calcium-Binding | GmbH, Goéttingen, Diaminobenzidin-
Adapter Molecule | Deutschland Immunféarbung
1 (Anti-IBA1) (2.5.1.2)
Anti-Saures Synaptic  Systems | 1:1000 Meerschweinchen | 3,3¢-
Gliafaserprotein GmbH, Géttingen, Diaminobenzidin-
(Anti-GFAP) Deutschland Immunfirbung
(2.5.1.2)
Tabelle 2.4: Sekundéire Antikérper
Antikorper Hersteller Verdiinnung | Konjugat Donator Verwendung
Anti-Kaninchen Agilent 1:250 (2.5.1.1) Biotinyliert | Schwein Free-Floating-
Technologies, bzw. 3,3
Inc., Santa Clara, | 1:200 (2.5.1.2) Diaminobenzidin-
CA, USA Immunféarbung
2.5.1)
Anti- Jackson 1:200 (2.5.1.2) Biotinyliert | Esel ,3¢-
Meerschweinchen | ImmunoResearch Diaminobenzidin-
Laboratories, Inc., Immunfirbung
West Grove, PA, (2.5.1.2)
USA
Tabelle 2.5: Geriite
Gerit Herstellerfirma
Elektrophoresekammer BlueMarine™ 100 Serva  Electrophoresis =~ GmbH,  Heidelberg,
Deutschland
Serva BlueCube 300 Serva  Electrophoresis =~ GmbH,  Heidelberg,
Deutschland

Heraeus Biofuge Pico Zentrifuge

Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge

HM 335E Microtome

LabCycler

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

SensoQuest GmbH, Géttingen, Deutschland
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Gerit

Herstellerfirma

Leica CM1850 Kryostat

Leica EG1140 H Heated Paraffin Embedding
Module

MS 300V Power Supply

NanoDrop One

Perfusionspumpe Ismatec ISM861

Thermomixer Compact

TP 1020 Automatic Tissue Processor

UNO-Thermoblock
Wasserbad

BX Stereology Workstation
Olympus BX 51

Tierhaltungsschrank

RotaRod®
Kamera Computar® 2,8-12mm

Moticam Pro 282 B

Tabelle 2.6: Gebrauchswaren

Gebrauchsmaterial

Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Major Science, Saratoga, Kalifornien, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Idex Corporation, Lake Forest, IL, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

Medax GmbH & Co. KG, Olching, Deutschland
Olympus K.K., Shinjuku, Tokio, Japan

Olympus K.K., Shinjuku, Tokio, Japan

Charles River Laboratories, Inc., Wilmington, MA,
USA

TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland
CBC Co., Ltd., Chuo-Ku, Tokio, Japan

Motic, Hong Kong, China

Herstellerfirma

Corning® Nettwell® Einsiitze
Einmal-Insulinspritzen

Filterpapier 150mm

IVC Kiifig

Menzel Deckgliiser 24 x S0mm
Microtome Blades C35
Microtome Blades S35
PCR-Gefiifle

Pipetten

Sterican®-Kaniilen 26G (0,45 x 25mm)
Superfrost®-Objekttriger

TC-Platte 12 Well

Titanweifle Acrylfarbe

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Th. Geyer Ingredients GmbH & Co. KG, Hoxter,
Deutschland

Tecniplast Deutschland GmbH, Hohenpeilenberg,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster,
Osterreich

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland
Lukas-Nerchau GmbH, Diisseldorf, Deutschland
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2.1 Versuchstiere

Alle Versuchstiere gehdren zur Gruppe der Farbméause (Mus Musculus). Hauptaugenmerk liegt
in dieser Arbeit auf der Behandlung von Mausen der Tg4-42-Mauslinie, welche auf dem
Hintergrund der C57BL/6J Mauslinie geziichtet wurde (Bouter et al. 2013). Das an die
Signalsequenz flir murines thyreotropin releasing hormone (TRH) gekoppelte und durch den
Thy-1 Promotor regulierte Transgen der Tg4-42-Mauslinie kodiert fiir humanes N-terminal
trunkiertes AP4-42. Als Kontrollgruppe dienen in dieser Studie Miuse des Wildtyp-Stammes
C57BL/6J (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA).

Zucht, Austragung und Haltung der Versuchstiere wurden entsprechend den Vorgaben der
Gesellschaft fiir Versuchstierkunde (GV-SOLAS) und der federation of european laboratory
science associations (FELASA) von dafiir ausgebildetem Personal durchgefiihrt. Die
Behandlung der Versuchstiere, sowie die Versuche selbst, wurden nach Genehmigung des
Niedersdachsischen Landesamts fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) in
der Universititsmedizin Gottingen (UMG) in der hauseigenen zentralen tierexperimentellen
Einrichtung (ZTE) durchgefiihrt. Es wurde darauf geachtet, die Anzahl der Versuchstiere zur

Reduktion von Schmerz und Leid so klein wie moglich zu halten.
2.1.1 Haltungsbedingungen

Zucht, Austragung und Haltung fanden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPF)
statt. Bis zu flinf Versuchstiere wurden nach Geschlechtern getrennt in einzeln beliifteten
Kifigen (IVC, 32 x 16 x 14 cm) und einem 12/12-Stunden Tag-Nacht-Rhythmus gehalten.
AusschlieBlich wihrend der Verhaltensversuche wurden die Versuchstiere in einem mit Aigh
efficiency particulate air- (HEPA-) gefilterter Raumluft gefiillten Tierhaltungsschrank in der
Interimshaltung unseres Labors gehalten.

Auf spezielles Enrichment fiir die Versuchstiere wurde wéhrend der gesamten Haltung

verzichtet. Futter und Wasser waren zu jeder Tages- und Nachtzeit frei verfiigbar.
2.1.2 Genotypisierung von Miusen der Tg4-42n,m-Mauslinie

Zur Identifikation der Tg4-42hom-Mauslinie wurde der Transgen-tragende DNA-Abschnitt
isoliert, quantifiziert, mittels polymerase chain reaction (PCR; Polymerase Kettenreaktion)
amplifiziert und letztlich mittels Gelelektrophorese nachgewiesen.

2.1.2.1 DNA-Isolierung aus Mausschwanzbiospien

Dem Lysepuffer (200 mM Tris/HCI pH 8,5; 10 mM EDTA; 0,4 % SDS; 400 mM NaCl ad 200

ml H>O) wurden vor Gebrauch 10 pl/ml Proteinase K hinzugegeben. Die Mausschwanzbiopsie
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wurde mit 200 pl Lysepuffer versetzt und fiir ca. 20 h bei 56 °C und 450 U/min im Thermomixer
Compact inkubiert. Anschlieend wurde die Probe fiir 20 min bei 4 °C und 17 000 U/min in
der Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand der Probe wurde mit
200 pl kaltem Isopropanol versetzt. Das Gemisch wurde geschwenkt, bis ein Prézipitat sichtbar
wurde. Die Probe wurde fiir 10 min bei 13 000 U/min bei Raumtemperatur in der Heraeus
Biofuge Pico Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert. Zu dem Pellet wurden
200 pl kaltes 70 % Ethanol hinzugegeben und das Gemisch wurde fiir 10 min bei 13 000 U/min
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. Der Uberstand wurde abpipettiert. Das
Pellet wurde fiir ca. 60 min bei 56 °C auf dem Thermoblock getrocknet. Anschlieend wurden
30 ul H2O auf das Pellet gegeben und darin geldst. Die Probe wurde {iber Nacht bei 56 °C und
anschlieend bei 4 °C gelagert.

2.1.2.2 DNA-Quantifizierung

Fir die Messung der Reinheit und der DNA-Konzentration wurde das NanoDrop One
Photometer verwendet. Zunédchst wurde der Sensor mit destilliertem Wasser gereinigt.
Anschlieend wurden 2 pl der Probe auf den Sensor des Photometers aufgetragen. Zur
Sicherstellung einer ausreichenden Konzentration und Reinheit der Proben, wurde der
Extinktionskoeffizient fiir A260/A280 und A260/A230 bestimmt. Entsprechend der ermittelten
Konzentration wurden die Proben mit H>O auf 20 ng/pl verdiinnt, um eine einheitliche

Konzentration herzustellen.

2.1.2.3 DNA-Amplifizierung durch PCR

Die Amplifizierung wurde mittels einer PCR durchgefiihrt. Als Positivprobe wurde eine bereits
positiv getestete Probe einer Tg4-42p,m-Maus verwendet. Als Negativprobe diente der
Mastermix ohne Zugabe einer DNA-Probe. Zunéchst wurde der Reaktionsmix geméaf3 Tabelle
2.7 angesetzt. 18 ul des Reaktionsmix wurden mit 2 pl der DNA-Verdiinnung in einem PCR-
Gefdll vermischt. Die Proben wurden in dem LabCycler platziert und das PCR-Programm
gestartet (Tabelle 2.8).

2.1.2.4 Gelelektrophorese

Um das Argarose-Gel herzustellen, wurden 35 ml der Puffer-Losung, bestehend aus 50 ml 5 x
TBE-Puffer (Tabelle 2.9) und 200 ml H>O, mit 0,7 g Argarose versetzt. Das Gemisch wurde
bei 200 W in der Mikrowelle erhitzt, bis sich die Argarose vollstindig geldst hat. AnschlieBend
lieB man das Gemisch auf 65 °C abkiihlen. Unter dem Abzug wurden 2 pl HD Green Plus DNA

Stain hinzugegeben. Die Fliissigkeit wurde in die mit einem Probenkamm fiir zwolf
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Probenkammern versehene Elektrophoresekammer BlueMarine™ 100 gegeben und bei
Zimmertemperatur stehen gelassen, bis eine gelartige Konsistenz erreicht war. Als Puffer
wurden die restlichen 215 ml der o.g. Puffer-Losung verwendet. Als Marker wurden 5 ul DNA
Ladder 100 bp verwendet. 1 ul des Ladepuffers wurden mit jeweils 10 pl der Probe vermischt
und in die Taschen des Gels gefiillt. Fiir 45 min wurde durch den MS 300 V Power Supply eine
Stromspannung von 135 V angelegt. Das Gel wurde unter ultraviolettem Licht mit einer

Wellenlédnge von 312 nm mithilfe des Serva BlueCube 300 ausgewertet.
Tabelle 2.7: Reaktionsmix fiir Tg4-42-PCR

Reagenz Volumen
Primer 1 (Tabelle 2.2) 1wl
Primer 2 (Tabelle 2.2) 1wl
dNTP's 2l
MgCl: 25 mM 1,6 ul
Puffer BD 10x 2wl

H.0 10,2 ul
Taq Polymerase 0,2 ul

Tabelle 2.8: PCR-Protokoll

Schritt Temperatur Dauer

1 94 °C 3 min

2 94 °C 45s

3 58 °C 1 min

4 72 °C 1 min

5 Schritt zwei bis vier werden 35x wiederholt

6 72°C 5 min

7 4°C ©
Tabelle 2.9: TBE-Puffer pH 8,3

Reagenz Mengenangabe

Tris Base 54,5 g/1

Borsiure 27,8 g/l

0,5 M Na;EDTA pH 8,0 20 ml
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2.2 Behandlung mit Tetrahydrocannabinol

2.2.1 Herstellung der Injektionslosung

In dieser Studie dient Dronabinol bzw. (-)-trans-A9-Tetrahydrocannabinol (A9-THC) als
Behandlungssubstanz. Das A9-THC wurde bei 70 °C in einem Inkubator fiir 5 min erwérmt
und anschlieBend 100 mg A9-THC in 2,5 ml 100 % Ethanol und 2,5 ml Tween80 gelost. Die
Losung wurde zu 45 ml 0,9 % NaCl-Losung gegeben. Die Losung wurde lichtgeschiitzt
verpackt und entsprechend Empfehlungen der Herstellerfirma gelagert. Zur Herstellung der
Vehikellosung fiir die Behandlung der Kontrollgruppe wurden 2,5 ml 100 % Ethanol zu 2,5 ml
Tween80 addiert und die Losung zu 45 ml 0,9 % NaCl-Losung gegeben.

2.2.2 Intraperitoneale Injektion

Sowohl die Wildtyp- als auch die transgenen Versuchstiere wurden iiber einen Zeitraum von
42 Tagen tdglich mit 20 mg/kg Korpergewicht THC behandelt. Zur Ermittlung des zu
injizierenden Volumens wurden die Versuchstiere wochentlich gewogen. Die Injektionslosung
wurde mit Einmal-Insulinspritzen intraperitoneal injiziert. Die Kontrollgruppe wurde mit der
Vehikelldsung nach gleichem Schema behandelt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden
die mit Vehikellosung behandelten Mause im Nachfolgenden als ,,unbehandelt bezeichnet, da

ihnen keine wirksame Substanz injiziert wurde.
2.2.3 Behandlungsgruppen

Beziiglich des Behandlungsschemas wurden zwei verschiedene Ansitze verfolgt.
Behandlungsansatz A) begann bei einem Alter der Versuchstiere von drei Monaten + drei Tage
und endete sechs bis sieben Wochen vor Beginn der Verhaltensversuche (Wash-out-Periode).
Behandlungsansatz B) begann bei einem Alter der Versuchstiere von fiinf Monaten + drei Tage,
wobei die Verhaltensversuche zu Ende der Behandlungsphase stattfanden. Wéhrend zu Beginn
der Behandlung bei Tieren der Behandlungsgruppe A) noch kein signifikanter
Nervenzellverlust eingetreten war, wiesen Tiere der Behandlungsgruppe B) bereits einen
signifikanten Nervenzellverlust von 43 % auf (Antonios et al. 2015). Somit ist
Behandlungsansatz A) im Sinne einer praventiven- wihrend Behandlungsansatz B) im Sinne
einer therapeutischen Behandlungsstrategie zu verstechen (Abbildung 2.1). Die

Behandlungsgruppen werden daher im Folgenden als prdventiv und therapeutisch bezeichnet.

31



Material und Methoden

—— Beginn der 6-wichigen Behandlung w —— Beginn der Verhaltensversuche

Nervenzellverlust >

17% -4|3% -S(I)%
Q..

Priventiver _— '

Behandlungsansatz

1
Alter in Monaten 1 2 3 4 5 6

Therapeutischer ‘
Behandlungsansatz > '

Alter in Monaten 1 2 3 4 5 6

Abbildung 2.1: Beginn der Behandlung im préiventiven Behandlungsansatz vor- und im therapeutischen
Behandlungsansatz nach Eintreten des signifikanten Nervenzellverlustes. Die sechswochige THC-Behandlung setzte in
der praventiven Behandlungsgruppe mit drei Monaten- und damit vor Beginn eines signifikanten Nervenzellverlustes ein. Die
therapeutische Behandlungsgruppe wurde erst mit einem Alter von fiinf Monaten behandelt, wobei die Tg4-42 Méuse zu
diesem Zeitpunkt bereits einen signifikanten Nervenzellverlust von -43 % aufweisen (Antonios et al. 2015). Die

Verhaltensversuche wurden bei beiden Behandlungsgruppen ab einem Alter von sechs Monaten durchgefiihrt.

2.3 Verhaltensversuche

Die Verhaltensversuche wurden wihrend der Nachtphase zwischen acht- und 20 Uhr
durchgefiihrt. Die Versuchstiere wurden in einem Alter von sechs Monaten getestet. Alle
Versuchstiere durchliefen eine Testbatterie von insgesamt sechs verschiedenen Tests. Die
Reihenfolge dieser Tests war bei allen Versuchstieren identisch, wobei darauf geachtet wurde,
maximal einen motorischen Test und einen Angst- oder Gedichtnistest pro Tag durchzufiihren.
Die Testbatterie begann mit dem Rotarod Test zur Uberpriifung der Motorik, worauf die
Angsttests elevated plus maze und light/dark box folgten. Dem schlossen sich open field maze
und object recognition test zur Beobachtung des Verhaltens in neuen Umgebungen an. Beendet
wurde die Versuchsreihe mit dem Morris water maze als Test fiir rdumliches Lernen
(Abbildung 2.2).

Fiir die Versuche wurden ménnliche und weibliche Mduse in gleicher Gruppenstérke getestet.
Um die Anzahl der Versuchstiere so gering wie moglich zu halten, wurde die Kontrollgruppe

zusammen mit Herrn M. J. Low getestet.
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Abbildung 2.2: Zeitliche Staffelung der Verhaltensversuche innerhalb von 14 Versuchstagen. Begonnen wurde die
Testbatterie mit dem Rotarod Test, um motorische Defizite fiir die darauf folgenden Tests auszuschlieen. Innerhalb von 14
Tagen durchliefen die Versuchstiere verschiedene Tests zur Untersuchung der Motorik, des Angstverhaltens und

Lernvermdgens.

2.3.1 Rotarod

Als erster Verhaltenstest der Testbatterie wurde der Rotarod Test zur Uberpriifung des
motorischen Lernvermdgens und der Koordination der Mause durchgefiihrt, um motorische
Einschriankungen der Versuchstiere auszuschlieBen (Shiotsuki et al. 2010). Dadurch wird
sichergestellt, dass die Mause motorisch in der Lage sind, die nachfolgenden Tests zu
absolvieren (Deacon 2013). Des Weiteren kann hiermit ein moglicher Einfluss der
Behandlungssubstanz auf das motorische System der Versuchstiere detektiert werden.

Der Rotarod Test wurde in einem dafiir vorgesehenen RotaRod®-Apparat durchgefiihrt
(Abbildung 2.3). Der Apparat wurde iiber eine zugehorige RotaRod®-Software gesteuert. Der
Apparat bestand aus fiinf gleichgroBen Kammern, in welchen die Miuse platziert wurden.
Diese Kammern waren an der Ober- und Vorderseite mittels durchsichtiger Winde
verschlossen. Die restlichen Winde waren undurchsichtig. In der Mitte der Kammern befand
sich ein lidngs rotierender Zylinder. 12 cm unterhalb dieses Zylinders wurde ein Gitter
angebracht. Der Test wurde bei Rotlicht durchgefiihrt. Der Rotarod Test wurde an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen mit jeweils vier Durchgéngen durchgefiihrt, wobei Tag zwei 24 h
spater (= 1 h) begonnen wurde. Zwischen den einzelnen Durchgéingen wurde eine Ruhepause
von 15 min fiir die Versuchstiere eingehalten. Es wurden maximal drei Méuse gleichzeitig
getestet.

Zu Beginn des Tests wurden die Versuchstiere auf dem Zylinder platziert und die Kammern
verschlossen.  AnschlieBend wurde die Rotation des Zylinders mit einer
Eingangsgeschwindigkeit von vier Umdrehungen pro Minute (UpM) gestartet. Die
Beschleunigung betrug 7,2 UpM. Sobald die Maus den Zylinder verlassen hatte und auf dem
Gitter aufgekommen war, erleuchtete die griine Signalleuchte und die Zeit wurde gestoppt. Die

Dauer des Tests betrug maximal 300 Sekunden, wobei die Drehgeschwindigkeit unter oben
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genannter Drehbeschleunigung stetig zunahm. Nach jedem Versuch wurde der Apparat mit

70 % Ethanol gereinigt, um Geriiche zu beseitigen.

Abbildung 2.3: Versuchsaufbau Rotarod: Uberpriifung des motorischen Lernvermégens und der

Koordination

2.3.2 Elevated plus maze

Das elevated plus maze (EPM) dient der Untersuchung von Angstverhalten in Nagetieren. In
dem Test werden die Méuse mit offenen, frei exponierten Ebenen konfrontiert, was ein
Vermeidungsverhalten der Mause herbeifiihrt (Walf und Frye 2007). Angelehnt an den
Versuchsaufbau von Handley und Mithani, bestand der Apparat aus vier Armen (Handley und
Mithani 1984). Die Arme mit den MaBlen 15 cm x 5 cm waren in einem 90 © Winkel zu einer
zentralen Fliche mit den Maflen 5 cm x 5 cm angeordnet und befanden sich in einer Héhe von
141,5 cm. Die offenen bzw. geschlossenen Arme lagen sich jeweils gegeniiber. Die
geschlossenen Arme waren an drei Seiten von einer 15 cm hohen und durchsichtigen Wand aus
Plexiglas umgeben, wihrend die offenen Arme keine Begrenzung hatten (Abbildung 2.4). Der
Versuch wurde von einer oberhalb der Arena angebrachten Kamera Computar® 2,8-12 mm
aufgezeichnet und mit dem Video-Tracking-System Any-Maze® die Aufenthaltsdauer in den
jeweiligen Arealen und die zuriickgelegte Distanz ausgewertet.

Fiir den Test wurde die Maus in der Mitte der Arena mit dem Gesicht zu einem der offenen
Arme platziert und konnte sich in der Arena fiir 300 s frei bewegen. Eine Zunahme der
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen kann als vermindertes Angstverhalten interpretiert
werden.

Nach jedem Versuch wurde die Arena mit 70 % Ethanol gereinigt, um Geriiche zu beseitigen.
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Abbildung 2.4: Versuchsaufbau EPM: Untersuchung des Angstverhaltens

2.3.3 Light/dark box

Light/dark box (LDB) ist ein etablierter Test zur Untersuchung des Angstverhaltens und des
Einflusses von psychoaktiven Substanzen auf das Verhalten von Nagetieren. Der Test beruht
auf der natiirlichen Abneigung von Nagetieren gegen lichtexponierte Rdume, sowie dem
Verhalten in unbekannten Umgebungen (Takao und Miyakawa 2006).

Die Arena bestand aus zwei miteinander verbundenen Boxen, von welchen eine komplett
geschlossen- und die andere durch den fehlenden Deckel hell erleuchtet war. Die geschlossene
Box trug die Mafe 31 cm x 25 cm und die hell erleuchtete Box 42 cm x 25 cm. Ublicherweise
ist die helle Box grofer, als die geschlossene Box, sodass auch in diesem Versuchsaufbau beide
Boxen unterschiedliche Maf3e aufwiesen (Bourin und Hascoet 2003). Die Arena hatte eine
Hohe von 32 cm. Beide Boxen waren durch eine Wand voneinander getrennt und nur iiber eine
Aussparung mit den Mafen 4,8 cm x 4,8 cm verbunden (Abbildung 2.5). Der Versuch wurde
von einer liber der Arena angebrachten Kamera Computar® 2,8-12 mm aufgezeichnet und mit
dem Video-Tracking-System Any-Maze® die Aufenthaltsdauer in der jeweiligen Box und die
Zeitdauer bis zum Kompartimentwechsel aufgezeichnet. Dabei wurde die Maus wihrend des
Versuchs nur in der hell erleuchteten Box beobachtet. Die Maus wurde zu Beginn des Versuchs
mit dem Gesicht der Trennwand abgewandt in der hell erleuchteten Box platziert. AnschlieSend
konnte sich die Maus fiir die Dauer von 300 s frei in beiden Boxen bewegen. Die Aussparung
in der Trennwand war grof3 genug, als dass die Maus die benachbarte Box betreten konnte. Eine
Zunahme der Aufenthaltsdauer in der hellen Box kann als vermindertes Angstverhalten

interpretiert werden.
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Nach jedem Versuch wurden die Boxen mit 70 % Ethanol gereinigt, um Geriiche zu beseitigen.

Abbildung 2.5: Versuchsaufbau DLB: Untersuchung des Angstverhaltens

2.3.4 Open field maze und object recognition test

Das open field maze (OFM) ist einer der am weitesten verbreiteten Verhaltenstests fiir
Angstverhalten in Tieren. Dieser Test beruht im Allgemeinen auf einer Abneigung von
Nagetieren gegen weite, hell erleuchtete und unbekannte Umgebungen (Seibenhener und
Wooten 2015). In diesem Versuchsaufbau dient das OFM auferdem als Habituationsphase fiir
den sich am Folgetag anschlieBenden object recognition test (ORT) (Frick und Gresack 2003;
Leger et al. 2013).

Das OFM fand in einer an den Seiten geschlossenen Box mit den Mallen
40 cm x 50 cm x 50 cm bei gedffnetem Deckel unter Weilllicht statt (Abbildung 2.6).
Hinsichtlich der Auswertung des Tests wurde der Apparat in ein im Zentrum befindliches
Quadrat und die randsténdige Peripherie eingeteilt. Der Versuch wurde von einer oberhalb der
Box angebrachten Kamera Computar® 2,8-12 mm aufgezeichnet und mit dem Video-Tracking-
System Any-Maze® die Aufenthaltsdauer im Zentrum und in der Peripherie, sowie die
zuriickgelegte Distanz ausgewertet. Die Maus wurde in der Mitte der Box platziert. Die Dauer

des Tests betrug 300 s.
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Abbildung 2.6: Versuchsaufbau OFM: Untersuchung des Angstverhaltens

Am darauffolgenden Tag schloss sich der ORT an. Mit diesem Test wird das
Explorationsverhalten, die Priaferenz fiir Neues, sowie das Gedéchtnis der Méuse untersucht
(Antunes und Biala 2012; Ennaceur und Delacour 1988). Wildtyp-Méause haben ein
natiirliches Verlangen, neue Objekte zu explorieren. Folglich wiirden Mduse zwischen einem
neuen und einem bekannten Objekt eine Priaferenz fiir das neue Objekt zeigen (Lueptow 2017).
Der Test fand an zwei aufeinanderfolgenden Tagen statt, wobei der zweite Teil 24 h spéter (£
1h) begonnen wurde. Der Versuchsaufbau entsprach dem des OFM. Hinzu kamen an Tag eins
Objekt 1 (O1) und Objekt 2 (O2), wobei sich diese identisch in Form eines Quaders aus
braunem Holz darstellten (Abbildung 2.7A). Die Maus hatte 300 s Zeit, die Umgebung mitsamt
den Objekten zu explorieren. An Tag zwei wurde Objekt 1 durch ein neues Objekt (nO) in Form
eines Salzstreuers mit gelber Schaumstofffiillung ausgetauscht, wodurch sich dieser in Form,
Material und Farbe von dem ausgetauschten Objekt unterschied (Abbildung 2.7B). Erneut hatte
die Maus 300 s Zeit, die Umgebung mitsamt den Objekten zu inspizieren. Ausgewertet wurden
an beiden Tagen die Aufenthaltsdauer an Objekt 1 bzw. neuen Objekt und Objekt 2, sowie die
zuriickgelegte Distanz. Die Aufenthaltsdauer am jeweiligen Objekt wurde anhand folgender

Formel berechnet:

(Aufenthaltsdauer Objekt x [s] x 100)
(Aufenthaltsdauer 01 bzw.nO [s] +Aufenthaltsdauer 02 [s])

Aufenthaltsdauer am Objekt [%] =

Nach jedem Versuch wurde die Box mit 70 % Ethanol gereinigt, um Geriiche zu beseitigen.
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Abbildung 2.7: Versuchsaufbau ORT: Untersuchung des Explorationsverhaltens, der Priferenz fiir Neues

und Gedichtnisleistung

2.3.5 Morris water maze

Das Morris water maze (MWM; Morris-Wasserlabyrinth) ist ein etablierter Test fiir riumliches
Lernen in Nagetieren (Vorhees und Williams 2006). Das MWM wurde von Richard Morris
entwickelt und anschlieend von verschiedenen Arbeitsgruppen ergénzt (Morris 1984). In
dieser Arbeit wurde sich an den 2006 von Vorhees und Williams entwickelten
Versuchsprotokollen orientiert, wobei das Hippocampus-abhéngige Lernen und rdumliche
Bezugsgedichtnis getestet wird (Bromley-Brits et al. 2011; Morris 1984; Vorhees und
Williams 2006). Wihrend der einzelnen Testphasen sollen die Versuchstiere erlernen, eine
unter der Wasseroberfliche verborgene Plattform anhand visueller Orientierungshilfen
aufzusuchen.

Der Apparat zur Durchfiihrung des MWM bestand aus einem zylinderformigen Wasserbecken,
der kreisformigen Plattform, einer dreieckigen Fahne und vier Schildern, welche am Rand der
Arena befestigt werden konnen. Das Wasserbecken aus rostfreiem Stahl hatte einen
Durchmesser von 110 cm und eine Hohe von 24 cm und wurde ca. zur Hilfte mit Wasser
gefiillt. Die Plattform hatte einen Durchmesser von 11 cm und wurde unterhalb der
Wasseroberfldche platziert. Das Wasser wurde mit titanweiler Acrylfarbe eingeférbt, sodass
die Plattform wihrend des Versuchs nicht sichtbar war. Der Versuch wurde bei einer
Wassertemperatur von ca. 20 °C + 2 °C durchgefiihrt. Die Arena war an drei Seiten von weillen
Winden- und an einer Seite von einem weiflen Paravent umgeben. An jeder dieser vier Flachen
wurden Hinweise in unterschiedlicher Form und Farbe angebracht. Der Versuchsleiter befand

sich wihrend des Versuches im Raum hinter dem Paravent. Der Versuch wurde mit einer

38



Material und Methoden

oberhalb der Arena angebrachten Kamera Computar® 2,8-12 mm aufgezeichnet und mit dem
Video-Tracking-System Any-Maze® die Aufenthaltsdauer in den einzelnen Quadranten, die
Zeit bis zum Erreichen der Plattform und die Schwimmgeschwindigkeit ausgewertet.

Der Versuch besteht aus drei Abschnitten: dem cued training, dem acquisition training und
dem probe trial. Die jeweilige Start- und Zielposition der Versuchstiere wurde aus dem in
Tabelle 2.10 dargestellten Protokoll entnommen.

Das cued training dient der Identifizierung mdglicher Ausschlusskriterien auflerhalb kognitiver
Funktionen, wie etwa fehlende Schwimmféhigkeit und insuffizientes Sehvermdgen. Das cued
training wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt, bestehend aus jeweils vier
Durchgiingen. Dabei wurde die Plattform bei jedem Durchgang in einen anderen Quadranten
verschoben und die Maus an unterschiedlichen Stellen mit dem Gesicht zur Wand in den
Apparat gesetzt. Auf der Plattform wurde eine Fahne platziert, welche die Plattform fiir die
Maus anzeigt (Abbildung 2.8A). Jeder Durchgang dauerte maximal 60 Sekunden. Hatte die
Maus die Plattform in dieser Zeit nicht gefunden, wurde sie zu der Plattform herangefiihrt.
Sobald sie dort angekommen war, erhielt sie ausreichend Zeit, um sich zu orientieren. Zwischen
den einzelnen Durchgéngen wurde eine Ruhepause von 15 min fiir die Versuchstiere
eingehalten. Um eine Hypothermie der Miuse zu vermeiden, wurden sie nach jedem
Durchgang vor einer Rotlichtlampe platziert.

Nach einem Tag Pause begann das acquisition training. Das acquisition training dient dazu,
den Lernfortschritt der Versuchstiere zu beobachten. Das acquisition training wurde an finf
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt, ebenfalls bestehend aus jeweils vier Durchgéngen.
Die Fahne wurde von der Plattform entfernt und die Plattform nicht mehr verschoben
(Abbildung 2.8B). Der Quadrant, in dem die Plattform lokalisiert war, wird ab diesem Zeitpunkt
als Zielquadrant bezeichnet. Die Maus wurde an unterschiedlichen Stellen mit dem Gesicht zur
Wand in den Apparat gesetzt. Jeder Durchgang dauerte auch hier maximal 60 Sekunden. Sollte
die Maus die Plattform in dieser Zeit nicht gefunden haben, wurde sie an die Plattform
herangefiihrt. Nachfolgende Abldufe glichen denen des cued trainings.

Am darauffolgenden Tag wurde der probe trial durchgefiihrt. Beim probe trial wird das
Verhalten der Versuchstiere unter Ausschaltung der Hilfestellungen beobachtet und anhand des
Schwimmverhaltens eventuelle Priferenzen fiir die Quadranten analysiert. Dies dient der
Beurteilung des rdumlichen Bezugsgedéchtnisses (Morris 1984).

Die Plattform wurde entfernt, sodass die Tiere den Test nicht nach Erreichen der Plattform-
Zone vorzeitig beenden konnten. Der probe trial bestand nur aus einem Durchgang mit einer

Dauer von 60 s.
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Tabelle 2.10: MWM Protokoll: N = Norden; NO = Nordosten; NW = Nordwesten; O= Osten; S = Siiden; SO =
Siidosten; SW = Siidwesten; W = Westen.

Trial 1 Trial 2 Trial 3 Trial 4

Start Ziel Start Ziel Start Ziel Start Ziel
Cued training
1 o NO \ SO N SO S SW
2 W NO S NO o SO N NW
3 S NW N NO 4 SW o NW
Acquisition
training
1 NO NW o NW S NW SW NW
2 S NW NO NW SW NW o NW
3 SW NW S NW o NW NO NW
4 o NW SW NW NO NW S NW
5 SW NW NO NW S NW o NW
Probe trial
1 SO entfernt

A B

Abbildung 2.8: Versuchsaufbau MWM: Untersuchung des Hippocampus-abhingigen Lernens und

raumlichen Bezugsgedachtnisses

2.4 Praparation des Hirngewebes

2.4.1 Perfusion

Die Perfusion beschreibt eine Methode zur Gewinnung von anndhernd blutleerem Gewebe.

Dazu wird das Blutvolumen durch eine farblose Fliissigkeit ersetzt.
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Zur Vorbereitung der Perfusion wurde der Schlauch der Perfusionspumpe Ismatec ISM861 mit
0,01 M Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (PBS) gespiilt, um Luftblasen zu entfernen. Der
Schlauch wurde mit einer Sterican®-Kaniile 26G fiir die spétere Punktion des Ventrikels
versehen.

Anschliefend wurde die Narkoselosung angesetzt. Dazu wurden 2 % Ketamin und 10 %
Xylazin in Reinstwasser gelost. 100 pl/10 g Korpergewicht Narkoselosung wurden der Maus
mit einer Einmal-Insulinspritze intraperitoneal injiziert. Die Narkotisierung wurde von
Mitarbeitern mit entsprechender Ausbildung und Genehmigung fiir dieses Projekt
durchgefiihrt.

Sobald die entsprechenden Reflexe, inklusive des Zehenkneifreflexes nicht mehr auslosbar
waren, wurde die Maus auf dem Perfusionsbrett fixiert. AnschlieBend wurde die Haut, sowie
das Subkutangewebe von Abdomen und Thorax mit einer chirurgischen Schere median
inzidiert und dieser Schnitt jeweils lateral erweitert. Das freigelegte Peritoneum wurde
angehoben und ebenfalls inzidiert und somit das Abdomen erdffnet. Das Diaphragma wurde
linksseitig inzidiert und abprépariert. Der Rippenbogen wurde durch mediane Inzision des
Sternums gespalten. Der Schnitt wurde lateral erweitert und der Rippenbogen abpripariert,
sodass das schlagende Herz sichtbar wurde. Dieses wurde mit einer stumpfen Pinzette fixiert.
Das rechte Atrium wurde mit einer feinen chirurgischen Schere inzidiert, um den Blutaustritt
zu gewdhrleisten. Die Kaniile des Perfusionsschlauches wurde in den linken Ventrikel
eingefiihrt und die Perfusion gestartet. Es wurden ungefdhr 30 ml 0,01M PBS perfundiert.

Durch Entfarbung der Leber wurde die suffiziente Perfusion sichergestellt.
2.4.2 Probenentnahme

Im Anschluss an die in Abschnitt 2.4.1 beschriebene Prozedur wurde die Dekapitation mit einer
chirurgischen Schere vorgenommen. Die Haut des Schéddels wurde abprépariert und das
Schideldach median mittels einer feinen chirurgischen Schere inzidiert. Zwei weitere
Inzisionen wurden temporal vorgenommen. Das Schiddeldach wurde abpripariert und das

Gehirn stumpf aus dem Schédel gelost. Die Hemisphédren wurden median gespalten.
2.4.3 Fixation

Zundchst wurden die benétigten Losungen fiir den Fixierungsvorgang angesetzt. Zur
Herstellung der 4 % Paraformaldehyd (PFA)-Losung wurden 4 % PFA in 0,01 M PBS erhitzt
und nachdem sich das PFA restlos in dem PBS gel6st hatte die Losung auf'4 °C heruntergekiihlt.
Fiir die Herstellung der Zuckerlosung wurden 30 % D(+)-Saccharose in PBS gelost und auf
4 °C heruntergekiihlt.
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Im Anschluss an die Priparation des Hirngewebes (2.4.2) wurde die jeweils linke Hemisphire
mindestens {iber Nacht in einer 4 % PFA-L6sung bei 4 °C gelagert. Anschlielend erfolgte die
Fixierung in einer 30 % Zuckerlosung und Schockgefrierung bei -80 °C, sobald die
Hemisphéren in der Zuckerlosung abgesunken waren.

Die rechte Hemisphdre wurde entweder sofort bei -80 °C schockgefroren oder in
Einbettkassetten platziert und fiir mindestens drei Tage in 4 % phophatgepufferter
Formaldehydlosung (Histofix 4 %) gelagert.

2.4.3.1 Einbettung in Paraffin

Nachdem das Hirngewebe fiir mindestens drei Tage in Histofix 4 % gelagert hat (2.4.3), wurden
die Einbettkassetten mitsamt Hirngewebe fiir die Dehydratation und Immersion des Paraffins
im TP 1020 Automatic Tissue Processor platziert und gemédl Dehydratationsprotokoll
behandelt (Tabelle 2.11). AnschlieBend wurden die Kassetten mitsamt Hirngewebe fiir eine
Stunde in geschmolzenes Paraffin gegeben. Das Hirngewebe wurde nun mithilfe der
Einbettmaschine Leica EG1140 H Heated Paraffin Embedding Module in Paraffinblocke

eingebettet.
Tabelle 2.11: Dehydratationsprotokoll

Substanz Dauer
Histofix 4 % 5 min
Reinstwasser 30 min
50 % Ethanol lh

60 % Ethanol lh

70 % Ethanol lh

80 % Ethanol lh

90 % Ethanol lh
100 % Ethanol 2x1h
Xylol lh
Paraffin (geschmolzen) 2x1h

2.4.4 Herstellung von Gewebeschnitten

2.4.4.1 Anfertigung von Hirnschnitten am Kryostat

Zur Herstellung von 30 um-Schnitten wurden jene Hemisphédren verwendet, welche in 4 %
PFA-L6sung konserviert, in 30 % Zuckerlosung fixiert- und anschlie8end bei -80 °C gefroren

wurden (2.4.3). Dazu wurde das Leica CM1850 Kryostat verwendet. Das Cerebellum wurde
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zum grofiten Teil entfernt und das zu schneidende Hirngewebe mit Tissue-Tek O.C.T.
Compound Kleber fixiert und eingebettet. Das Hirngewebe wird mit Microtome Blades C35
koronar in Schnitte mit einer Dicke von 30 pm geschnitten und chronologisch auf 10
ProbengefiBe aufgeteilt. Die Proben wurden Free-Floating-3,3’-Diaminobenzidin-

Immunfarbungen (2.5.1.1) und Kresylviolettfirbungen (2.5.2) verwendet.

2.4.4.2 Anfertigung von Hirnschnitten am Mikrotom

Zur Herstellung von 4 pm-Schnitten wurden Paraffin-fixierte Hemisphiren verwendet
(2.4.3.1). Dazu wurde das HM 335E Microtome verwendet.

Das Hirngewebe wird mit Microtome Blades S35 sagittal in Schnitte mit einer Dicke von 4 pm
geschnitten, in einem Wasserbad bei Raumtemperatur platziert und auf Superfrost®-
Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte werden nun in ein Wasserbad mit einer Temperatur von
52 °C getaucht, damit sich die Schnitte entfalten kénnen. Die Schnitte werden am Rand des
Wasserbads bei 52 °C getrocknet und iiber Nacht in einem Inkubator bei 37 °C platziert. Mit

diesen Hirnschnitten wurden 3,3‘-Diaminobenzidin-Immunfarbungen durchgefiihrt (2.5.1.2)
2.5 Firbetechniken
2.5.1 Immunhistochemische Firbungen

2.5.1.1 Free-Floating-3,3‘-Diaminobenzidin-Immunfiarbung

Fiir diese Farbung wurden Hirnschnitte im Koronarschnitt mit einer Schichtdicke von 30 pm
verwendet (2.4.4.1). Eines der zehn Glédser mit den darin enthaltenen Hirnschnitten wurde mit
eiskaltem 0,01 M PBS gefiillt und vorsichtig bewegt, sodass sich die Schnitte von den
Oberflachen 16sen. Die Schnitte wurden in 12 Well TC Platten mit einem Corning® Nettwell®
Einsatz gegeben und fiir 5 min und anschlieBend erneut fiir 10 min in kaltem 0,01 M PBS
gewaschen. Zur Hemmung endogener Peroxidasen wurden die Schnitte mit einem Peroxidase
Block, bestehend aus 0,3 % H>O> gelost in 0,01 M PBS, fiir 30 min inkubiert. Die Schnitte
wurden fiir 3 x 10 min in einer Losung aus 0,1 % Triton und 0,01 M PBS permeabilisiert und
anschlielend fiir eine min in 0,01 M PBS gewaschen. Ein unspezifischer Block zur Hemmung
unspezifischer Bindungsstellen, bestehend aus 10 % fetal calf serum (FCS), 4 % Milchpulver
und 0,01 M PBS, wurde den Schnitten fiir 1 h hinzugegeben. Der primére Antikdrper Anti-
Doublecortin (Anti-DCX) (Tabelle 2.3) wurde in 10 % FCS und 0,01 M PBS geldst, den
Schnitten hinzugegeben und bei Raumtemperatur iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte fiir 3 x 10 min in einer Losung aus 0,1 % Triton und

0,01 M PBS und anschlieBend fiir 1 min in 0,01 M PBS gewaschen. Der sekundire Antikorper
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Anti-Kaninchen (Tabelle 2.4) wurde in 10 % FCS und 0,01 M PBS gelost, den Schnitten
hinzugegeben und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte fiir
3 x 10 min in 0,01 M PBS gewaschen. Die Avidin-Biotin-Complex-Losung (ABC-Losung)
wurde mittels Vectastain Elite ABC-Kit 30 min vor Verwendung nach Vorgaben des
Herstellers vorbereitet. Die Schnitte wurden in der ABC-Losung fiir 1,5 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Schnitte wurden 3 x 10 min in 0,01M PBS gewaschen. Die Diaminobenzidin-
Losung (DAB-Losung) wurde mittels DAB-Peroxidase-Substrate-Kit nach Vorgaben des
Herstellers hergestellt. Die Schnitte wurden fiir 2 min mit der DAB-Ldsung bedeckt. Die
Schnitte wurden 3 x 10 min in 0,01 M PBS gewaschen und anschlieBend auf Superfrost®-
Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden iiber Nacht in einem Inkubator mit einer
Temperatur von 37 °C getrocknet.

Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte 10 min in 0,01 M PBS gewaschen. Die Schnitte
wurden zur Herstellung einer Gegenfarbung fiir 40 s in gefiltertes Himatoxylin gestellt. Die
Schnitte wurden in deionisiertes Wasser getaucht und anschlieend fiir 5 min unter laufendes
Leitungswasser gestellt. Die Schnitte wurden nach folgendem Dehydratationsprotokoll
behandelt: 1 min 70 % Ethanol; 5 min 95 % Ethanol; 10 min 100 % Ethanol; 2 x 5 min Xylol.
AnschlieBend wurde ein Tropfen Roth®-Histokitt auf den Objekttriger gegeben und mit einem
Menzel Deckglas 24 x 50 mm bedeckt. Die Schnitte verblieben iiber Nacht abgedeckt unter
dem Abzug.

2.5.1.2 3,3‘-Diaminobenzidin-Immunfarbung

Fiir diese Farbung wurden Paraffinschnitte im Sagittalschnitt mit einer Schichtdicke von 4 pm
verwendet (2.4.4.2).

Zunichst wurden die Schnitte fiir 2 x 5 min in Xylol entparaffiniert. Anschlieend durchliefen
die Schnitte die folgende Behandlungsreihe: 10 min 100 % Ethanol; 5 min 95 % Ethanol; 5 min
70 % Ethanol; 1 min deionisiertes Wasser. Darauffolgend wurden die Schnitte fiir 30 min mit
einem Peroxidase-Block, bestehend aus 0,3 % H»O; gelost in 0,01 M PBS, inkubiert und
anschliefend 1 min mit deionisiertem Wasser gewaschen. Zur Antigendemaskierung wurden
die Schnitte mit einem 10 mM Citratpuffer bedeckt und dieser in einer Mikrowelle bei 800 W
aufgekocht und anschlieBend bei 80 W fiir 8 min in der Mikrowelle belassen. Die Schnitte liel3
man in dem Citratpuffer fiir 15 min abkiihlen. AnschlieBend wurden die Schnitte 1 min in
deionisiertem Wassser, 15 min in einer Losung aus 0,1 % Triton und 0,01 M PBS, und
anschlieBend 1 min in 0,01 M PBS gewaschen. Die Schnitte wurden darauthin fiir 3 min mit
88 % Ameisensdure behandelt und anschlieBend 1 min in 0,01 M PBS und fiir weitere 5 min in

0,01 M PBS gewaschen. Nicht-spezifische Bindungsstellen wurden mit einer Losung bestehend
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aus 10 % FCS, 4 % Milchpulver und 0,01 M PBS gehemmt. Dazu wurden die Schnitte mit
einem Lipidstift umrandet und fiir 1 h bei 37 °C mit dem unspezifischen Block inkubiert.
Anschliefend wurde der unspezifische Block entfernt und der primére Antikorper, geldst in
10 % FCS und 0,01 M PBS, hinzugegeben. Die Schnitte wurden {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Als primédre Antikorper wurden Anti-CB1, Anti-GFAP und Anti-IBA1 verwendet (Tabelle
2.3).

Am folgenden Tag wurden die Schnitte fiir 3 x 10 min in einer Losung aus 0,1 % Triton und
0,01 M PBS- und anschlie8end fiir I min in 0,01 M PBS gewaschen. Der sekundére Antikorper
Anti-Meerschweinchen (Tabelle 2.4) wurde in einer Verdiinnung von 1:200 in 10 % FCS und
0,01 M PBS gelost. Die Schnitte wurden fiir 1 h bei 37 °C mit dem sekundéren Antikorper
inkubiert. Die Schnitte wurden fiir 3 x 5 min mit 0,01 M PBS gewaschen. Die ABC-Losung
wurde 30 min vor Verwendung nach Vorgaben des Herstellers vorbereitet. AnschlieBend
wurden die Schnitte mit der ABC-Losung behandelt und bei 37 °C inkubiert. Die Schnitte
wurden 3 x 5 min mit 0,01 M PBS gewaschen. Die DAB-L6sung wurde nach Vorgaben des
Hersteller hergestellt und die Schnitte bis zur gewiinschten Farbintensitét inkubiert. Die mit den
entsprechenden Antikorpern behandelten Schnitte wurden fiir folgenden Zeitraum mit der
DAB-Losung behandelt: Anti-CB1 fiir 64 s; Anti-GFAP fiir 55 s; Anti-IBAL1 fiir 53 s. Die
Schnitte wurden darauthin 3 x 5 min mit 0,01 M PBS gewaschen. Die Schnitte durchliefen
anschlieBend folgendes Dehydratationsprotokoll: 1min 70 % Ethanol; 5 min 95 % Ethanol;
10 min 100 % Ethanol; 2 x 5 min Xylol. AnschlieBend wurde ein Tropfen Roth®-Histokitt auf
den Objekttrager gegeben und mit einem Menzel Deckglas 24 x 50 mm bedeckt. Die Schnitte
verblieben iiber Nacht abgedeckt unter dem Abzug.

2.5.2 Kiresylviolettfirbung

Die Kreyslviolettfarbung dient der Sichtbarmachung von Nissl-Substanz und wird in dieser
Arbeit fiir stereologische Analysen genutzt (Alvarez-Buylla et al. 1990). Fiir die Farbung
wurden Hirnschnitte im Koronarschnitt mit einer Dicke von 30 um verwendet (2.4.4.1). Die
benoétigten Losungen wurden entsprechend Tabelle 2.12 angesetzt. Losung 2 wurde dabei liber
Nacht geriihrt und vor Gebrauch gefiltert. Losung 3A wurde vor Verwendung 1 h geriihrt. Die
Schnitte wurden in eine mit 0,01 M PBS gefiillte Petrischale gegeben, auf Superfrost®-
Objekttrager aufgezogen und iiber Nacht in einem Inkubator bei 37 °C getrocknet.

Die Schnitte wurden fiir 2 x 10 min mit Arbeitslosung 1B-, weiterhin fiir 20 min mit
Arbeitslosung 3B- und anschliefend erneut fiir 2 x 10 min mit Arbeitslosung 1B behandelt. Die
Schnitte wurden fiir 2 x 8 min mit Losung 2 gefdrbt. Die nun angefarbten Schnitte wurden nach

folgendem Dehydratationsprotokoll behandelt: 3 x 1 min Arbeitslosung 3B, 3 min 100 %
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Ethanol, 10 min Isopropanol, 2 x 5 min Xylol. AnschlieBend wurde ein Tropfen Roth®-Histokitt
auf den Objekttriager gegeben und mit einem Menzel Deckglas 24 x 50 mm bedeckt. Die

Schnitte verblieben iiber Nacht abgedeckt unter dem Abzug.
Tabelle 2.12: Losungen fiir Kresylviolettfirbung

Losungen Zusammensetzung

1A Vorratslosung 13,61 g Natriumacetat Trihydrat
100 ml Reinstwasser

1B Arbeitslosung 80 ml von Losung 1A
19,2 ml 100 % Essigséure
900,8 ml Reinstwasser

2 Firbelosung 0,1 g Kresylviolett
1 1 von Losung 1B

3A Vorratslosung 20 ml Triton X-100
980 ml Reinstwasser

3B Arbeitslosung 2,5 ml von Losung 3A
50 ml Reinstwasser

150 ml 100 % Ethanol

2.6 Mikroskopie

2.6.1 Stereologie

Die Design-basierte Stereologie ist eine Mikroskopiermethode zur Quantifizierung der
Neuronenanzahl (West et al. 1991). Dafiir wurden die Zellen jedes zehnten Hirnschnittes
mittels Kresylviolettfarbung angeférbt (2.5.2). AnschlieBend wurden die Schnitte fiir den
Untersucher verblindet, um systematischen Bias zu verhindern. In dieser Arbeit wurden die
Neuronen der CA1 Region des Hippocampus in den Abschnitten Bregma -1,34 bis Bregma -
3,80 mm quantifiziert (Paxinos und Franklin 2001). Als Mikroskop wurde die BX 51
Stereology Workstation inklusive motorisiertem Objekttisch verwendet.

Mittels der Software Stereo Investigator 7 wurden die im Folgenden beschriebenen
Einstellungen vorgenommen. Entsprechend der von Paxinos und Franklin erstellten
schematischen Abbildungen wurden die Begrenzungen der CAl Region bei einer 4 x
VergroBerung vorgenommen. Die Neuronen wurden unter Anwendung eines Immersionsols
bei einer 100 x VergroBerung ausgezihlt.

Die Neuronen wurden in Késtchen mit den Maflen 14 x 14 um gezéhlt, wobei jene Késtchen
zufillig in einem Gitternetz mit einer Maschenweite von 49 x 105 um platziert wurden. Die

Schichtdicke jedes Késtchens wurde bei einer disector height von 5 pm bestimmt. Die Neurone
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wurden entsprechend der optical disector Zahlmethode gezdhlt. Mithilfe der optical
fractionator Methode wurde die totale Anzahl an Neuronen bei einer fop guard zone von 2 pm
anndhernd bestimmt (West et al. 1991). Die Neuronen wurden anhand der Prinzipien der
Stereologie ausgezdhlt (Schmitz und Hof 2005; West et al. 1991). Die totale Anzahl der

Neuronen in der CA1 Region wurde anhand entsprechender Formeln bestimmt (Tabelle 2.13).

Abbildung 2.9: Randomisierte Auswahl der Quadrate in der CA1-Region des Hippocampus. Mithilfe der
Stereo Investigator 7 Software werden die entsprechenden Begrenzungen der zu untersuchenden Region manuell
vorgegeben (blaue Linie). Die Software verteilt randomisiert quadratische Flachen in und unmittelbar um die
Region. Bei der manuellen Zéhlung der in dem Quadrat liegenden Neurone wurden nur diese gezahlt, welche die
rote Linie nicht beriihren. Die Neurone, welche in dem Kistchen liegen oder die griine Linie bertihren, wurden

quantifiziert.

Tabelle 2.13: Formeln fiir Berechnung der Gesamtneuronenanzahl

Formel
Berechnung des Zwischenwertes (P) P =asf X ssf X tsf
Berechnung der Neuronenanzahl pro Schnitt (N) N =P X tmc
Berechnung der Gesamtneuronenanzahl LG
(Veitenhansl et al. 2004) Noes = ;(P X tme)i

Tabelle 2.14: Parameter fiir die Berechnung der Gesamtneuronenzahl

Abk. | Parameter Berechnung

asf area sampling fraction o Gitternetzmasche [pmx pm] 49 pm X 105 pm
oI = Zahlrahmen [pm x pm]| " 14pm x 14 pum

ssf section sampling fraction 10

tsf thickness sampling fraction tsf = Schichtdicke [um] _ Schichtdicke [pm]
I = optical disector height [um] 5 um
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Abk. | Parameter Berechnung

tmce total markers counted Gezéhlte Neuronen im Stereo Investigator 7

2.6.2 Quantifizierung der Neurogenese

Zur Quantifizierung der in Neurogenese befindlichen Neuronen wurden zundchst die
Gewebeproben von 30 pum Schichtdicke gemé des in Abschnitt 2.5.1.1 beschriebenen
Farbeprotokolls behandelt und damit DCX-positive Zellen sichtbar gemacht. Anschlieend
wurden die Schnitte fiir den Untersucher verblindet, um systematischen Bias zu verhindern. In
dieser Arbeit wurden die Neuronen des Gyrus Dentatus des Hippocampus in den Abschnitten
Bregma -1,34 bis Bregma -3,80 mm quantifiziert (Paxinos und Franklin 2001). Als Mikroskop
wurde die BX 51 Stereology Workingstation inklusive motorisiertem Objekttisch verwendet.
Entsprechend der von Paxinos und Franklin erstellten schematischen Abbildungen wurden die
Begrenzungen der CA1 Region bei einer 4 x Vergroflerung vorgenommen. Die DCX-positiven
Neuronen wurden unter Anwendung eines Immersionsdls bei einer 100 x VergroBerung in einer
Maiander-Technik ausgezédhlt. Um die in Neurogenese befindlichen Zellen auf das gesamte

Gehirn hochzurechnen, wurde die Anzahl der Zellen mit dem Faktor 10 multipliziert.
2.6.3 Quantifizierung der Inflammation und CB1-Expression

Zur Quantifizierung der Inflammation und CB1-Expression wurden zundchst Gewebeproben
mit einer Schichtdicke von 4 pm entsprechend des in Abschnitt 2.5.1.2 beschriebenen
Farbeprotokolls angefdarbt und damit CB1-, GFAP-, bzw. IBAl-positive Zellen sichtbar
gemacht. Insgesamt wurden pro Firbung drei Hirnschnitte mit einem Mindestabstand von
20 um quantifiziert.

Fiir die Mikroskopie der Hirnschnitte wurde das Olympus BX 51 Mikroskop mit angebrachter
Moticam Pro 282 B Kamera, sowie die Motic Images Plus 2.0 Mikroskopier-Software
verwendet. Es wurden pro Schnitt jeweils unter gleichen Bedingungen drei Bilder des Cortex
cerebri in 40 x VergroBerung und ein Bild des Hippocampus in 10 x VergroBerung
aufgenommen. Bei Ersteren wurde zunichst eine Aufnahme exakt dorsal des Hippocampus
generiert, auf welche jeweils eine Aufnahme zwei Gesichtsfelder rostral bzw. okzipital folgt
(Abbildung 2.10).

Die Aufnahmen wurden mit der Image] Software in ein 8 bit Binérbild gewandelt und
ausgewertet. Zundchst wurde ein Schwellenwert festgelegt, welcher fiir die gesamten
Aufnahmen ein optimales Ergebnis liefert. Mit den in Tabelle 2.15 ersichtlichen

Schwellenwerten wurden die Aufnahmen des entsprechenden Hirnareals ausgewertet, wobei
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das FErgebnis die angefarbte Fliache reprisentiert. Die Ergebnisse wurden auf die

Kontrollgruppe normalisiert.

Cortex cerebri

Hippocampus

Abbildung 2.10: Schematische Abbildung der Aufnahmen von Hippocampus und Cortex cerebri. Pro Schnitt wurden
jeweils eine Aufnahme des Hippocampus in 10 x VergroBerung und drei Aufnahmen des Cortex cerebri in 40 x Vergroflerung
generiert. Das erste Bild des Cortex cerebri wurde exakt dorsal des Hippocampus- und die nachfolgenden jeweils zwei

Gesichtsfelder rostral bzw. okzipital aufgenommen.

Tabelle 2.15: Schwellenwerteinstellung Image J

Antikorper Schwellenwert Hippocampus Schwellenwert Cortex cerebri
Anti-CB1 230 240
Anti-GFAP 200 200
Anti-IBA1 215 230

2.7 Statistik

Im Rahmen der Auswertung mittels GraphPad Software Prism 6 wurden gepaarte und
ungepaarte Zweistichproben-t-Tests, einfache Varianzanalysen und zweifaktorielle
Varianzanalysen mit Bonferroni-Korrektur (two-way ANOVA) durchgefiihrt. Die Anzahl der
verwendeten Tiere (n) wurde im Beschriftungstext des jeweiligen Graphen angegeben. Die
Signifikanzniveaus wurden bei allen statistischen Auswertungen wie folgt angegeben: *p <
0.05; **p < 0.01; ***p <0.001. Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler angegeben
(standard error of the mean, S.E.M.). Statistische Ausreiler wurden aus der statistischen

Analyse entfernt.
2.8 Software

Die Verhaltenstests wurden mithilfe der Any-Maze®-Software analysiert. Der Rotarod-Test
wurde mit der RotaRod®-Software durchgefiihrt und analysiert. Design-basierte Stereologie
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wurde mithilfe der Stereo Investigator 7 Software durchgefiihrt. Motic Images Plus 2.0 und
Imagel] wurde fiir immunhistochemische Analysen verwendet. GraphPad Software Prism 6
wurde fiir die Darstellung der Graphen und fiir die statistische Auswertung verwendet (Tabelle
2.16). Die in der Einleitung und im Methodenteil verwendeten Grafiken wurden mithilfe von

Adobe Illustrator 2021 erstellt.
Tabelle 2.16: Software

Software Hersteller

Any-Maze® Version 4 Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA

GraphPad Software Prism 6 GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA
Image J Version 1.51 National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA
Microsoft Office 365 Plus Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Motic Images Plus 2.0 Motic, Hong Kong, China

RotaRod®-Software TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland
Stereo Investigator 7 MBF Bioscience, Williston, VT, USA

Adobe Illustrator 2021 Adobe Inc., San José, CA, USA
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3 [Ergebnisse

3.1 Nachweis des Transgens der Tg4-42n,m-Mauslinie

Fiir die folgenden Versuche wurden homozygote Méuse der Tg4-42-Mauslinie verwendet. Es
wurden stichprobenartig entsprechende Genotypisierungen durchgefiihrt, um das
Vorhandensein des Transgens zu bestdtigen. Die Ergebnisse wurden exemplarisch in
Abbildung 3.1 dargestellt. Erwartungsgeméil befinden sich die Banden der homozygoten Tg4-
42-Miuse bei 248bp auf Hohe der Positivkontrolle. Die Negativkontrolle zeigt aufgrund des

fehlenden Transgens keine Bande.

[bp]
1000

2x500
400

300
200

Abbildung 3.1: Nachweis des Transgens der Tg4-42-Mauslinie bei 248bp. Die Banden 1-6 reprisentieren
die zu testenden Tiere der Tg4-42-Mauslinie, wihrend Bande 7 der Positivkontrolle und Bande 8 der
Negativkontrolle entspricht. Der DNA Ladder (L) ist ganz links in der Abbildung aufgetragen und entsprechend
beschriftet.

3.2 Verhaltensversuche

3.2.1 Fehlender Einfluss von A9-THC auf die Motorik der Tg4-42-Mauslinie

Um den Einfluss von A9-THC auf das motorische Lernen der Versuchstiere vor Durchfiihrung
der nachfolgenden Verhaltensversuche zu iiberpriifen, wurde der Rotarod Test durchgefiihrt
(Deacon 2013).

Sowohl in der priventiven-, als auch in der therapeutischen Behandlungsgruppe fanden sich
keine Unterschiede zwischen unbehandelten- und THC-behandelten Tieren (Abbildung 3.2A-
B; Zweifaktorielle Varianzanalyse; Behandlungssubstanz: p > 0,05).

Sowohl Gruppen der praventiven-, als auch der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigten im
Rotarod Test eine ansteigende Lernkurve im Sinne einer verldngerten Zeitdauer auf dem
Zylinder entlang der durchgefiihrten Durchginge (Abbildung 3.2A-B; Zweifaktorielle
Varianzanalyse; Durchgdnge: p < 0,001).
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Das Gewicht diente insbesondere in diesem Versuch als Kontrolle, wobei sich in beiden
Behandlungsansétzen kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen feststellen lie3
(Abbildung 3.2C-B; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).
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Abbildung 3.2: THC hat keinen Einfluss auf die Lernkurve der Tg4-42-Mauslinie im Rotarod Test. Sowohl
THC-behandelte Versuchstiere des praventiven- (A), als auch THC-behandelte Versuchstiere des therapeutischen
Behandlungsansatzes (B) zeigen gegeniiber der Kontrollgruppe in den einzelnen Durchgéingen keine signifikanten
Unterschiede in der Zeitdauer auf dem Zylinder. Zwischen den Behandlungsgruppen fanden sich keine
Unterschiede hinsichtlich des Gewichtes (C, D). Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur (A, B),

ungepaarter Zweistichproben-t-Test (C, D). n= 12 - 15 pro Gruppe. ***p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert
+S.EM.

3.2.2 Auswirkungen von A9-THC auf das Angstverhalten der Tg4-42-Mauslinie

Zur Testung des Angstverhaltens wurden unterschiedliche Verhaltensversuche durchgefiihrt,
welche allesamt die Versuchstiere in eine Konfliktsituation versetzen. Das physiologische
Verhalten von Nagetieren, eine neue Umgebung zu explorieren, wird beispielsweise durch die
Angst vor Hohe, offenen- oder hell exponierten Rdumen gestort. Zu diesen Tests zéhlen das

EPM, OFM und der LDB (Bailey und Crawley 2009).

3.2.2.1 Verédndertes Angstverhalten in unbehandelten Tieren der Tg4-42-Mauslinie im
elevated plus maze (EPM)

Das EPM dient der Untersuchung des Angstverhaltens von Nagetieren gegeniiber der

Exposition von Hohe in einem dafiir vorgesehenen Apparat (Handley und Mithani 1984).
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In der priventiven Behandlungsgruppe verbrachten die unbehandelten Tg4-42-Méuse im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren signifikant mehr Zeit in den offenen Armen des Apparates
(Abbildung 3.3A; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p < 0,05), wihrend sich zwischen den
THC-behandelten Tg4-42-Miusen und den Wildtyp-Tieren kein Unterschied darstellte.
Unbehandelte Tiere der Tg4-42-Mauslinie zeigen somit gegeniiber Wildtyp-Tieren ein
vermindertes Angstverhalten. Die THC-behandelten Tg4-42-Méuse legten im Vergleich zu den
Wildtyp-Tieren signifikant groBere Distanzen zurlick (Abbildung 3.3B; ungepaarter
Zweistichproben-t-Test; p < 0,05).

In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen hinsichtlich der Zeitdauer in den offenen Armen und der zuriickgelegten

Distanz (Abbildung 3.3C-D; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).
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Abbildung 3.3: Veriindertes Angstverhalten von unbehandelten Tg4-42-Miusen in der priventiven
Behandlungsgruppe. In der priaventiven Behandlungsgruppe verbringen die unbehandelten Tg4-42-Méuse im
Vergleich zu den Wildtyp-Tieren signifikant mehr Zeit in den offenen Armen des Apparates, wohingegen sich
zwischen den mit THC-behandelten Tg4-42-Miusen und den Wildtyp-Tieren keine Unterschiede zeigen (A). In
der praventiven Behandlungsgruppe legen die mit THC behandelten Tg4-42-Méause im Vergleich zu den anderen
Gruppen eine signifikant groflere Distanz zuriick (B). In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigen sich keine
Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der Zeitdauer in den offenen Armen (C) und der zuriickgelegten
Distanz (D). Ungepaarter Zweistichproben-t-Test. n = 12 - 15 pro Gruppe. *p < 0,05. Daten dargestellt als
Mittelwert + S.E.M.
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3.2.2.2 Fehlender Einfluss auf das Angstverhalten im Light/ Dark Box Test (LDB)

Mithilfe des LDB kann die Aversion von Nagetieren gegeniiber lichtexponierten Umgebungen
in Kombination mit dem Verhalten in unbekannten Umgebungen untersucht werden (Takao
und Miyakawa 2006).

In der praventiven Behandlungsgruppe verbringen sowohl die unbehandelten (Abbildung 3.4A;
ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p <0,01), als auch die mit THC-Lsung behandelten Tg4-
42-Miuse (Abbildung 3.4A; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p < 0,05) gegeniiber
Wildtyp-Tieren signifikant weniger Zeit in der hellen Box, wohingegen die Zeit bis zum ersten
Ubertritt in die dunkle Box zwischen den Gruppen dquivalent ist (Abbildung 3.4B; ungepaarter
Zweistichproben-t-Test; p > 0,05). Folglich hat die THC-Behandlung im LDB keinen Einfluss
auf das Angstverhalten der Tg4-42-Mauslinie.

In der therapeutischen Gruppe war die Zeitdauer bis zum ersten Ubertritt in die dunkle Box bei
den unbehandelten Tg4-42-Miusen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren verldngert (Abbildung
3.4D; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p < 0,01). Hinsichtlich der Zeitdauer in der hellen
Box zeigten sich im therapeutischen Behandlungsansatz keine Unterschiede zwischen den

Gruppen (Abbildung 3.4C; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).
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Abbildung 3.4: Unverindertes Angstverhalten zwischen unbehandelten- und THC-behandelten Tg4-42-
Miéusen im LDB. In der préventiven Behandlungsgruppe verbringen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren beide
Behandlungsgruppen der Tg4-42-Mauslinie signifikant weniger Zeit in der hellen Box (A). In der Zeit bis zum
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ersten Ubertritt in die dunkle Box finden sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen der priventiven
Behandlungsgruppe (B). In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigen sich keine Unterschiede beziiglich der
Zeitdauer in der hellen Box (C). Unbehandelte Tg4-42-Méuse zeigen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine
signifikant verlingerte Zeitdauer bis zum Ubertritt in die dunkle Box (D). Ungepaarter Zweistichproben-t-Test.
n=12 - 15 pro Gruppe. *p <0,05; ** p <0,01. Daten dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

3.2.2.3 Vermindertes Angstverhalten im open field maze (OFM)

Anhand des OFM wird das Verhalten der Versuchstiere in einer weiten, hell erleuchteten und
unbekannten Umgebung untersucht (Seibenhener und Wooten 2015).

In der praventiven Behandlungsgruppe zeigten sich hinsichtlich der Zeitdauer im Zentrum
keine Unterschiede zwischen unbehandelten bzw. THC-behandelten Tg4-42-Méusen und
Wildtyp-Tieren (Abbildung 3.5A; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05). THC-
behandelte Tg4-42-Méuse verbrachten im Vergleich zu den unbehandelten Tg4-42-Méusen
prozentual mehr Zeit im Zentrum des Apparates (Abbildung 3.5A; ungepaarter
Zweistichproben-t-Test; p < 0,05). THC-behandelte Tiere der Tg4-42-Mauslinie zeigten somit
innerhalb des praventiven Behandlungsansatzes ein vermindertes Angstverhalten im Vergleich
zu unbehandelten Tieren derselben Mauslinie. Wildtyp-Tiere legten im Vergleich zu Méusen
der Tg4-42-Mauslinie eine lingere Wegstrecke zuriick (Abbildung 3.5B; ungepaarter
Zweistichproben-t-Test; p < 0,05).

Innerhalb des therapeutischen Behandlungsansatzes zeigten sich keine Unterschiede zwischen
den Gruppen hinsichtlich der Zeit im Zentrum des Apparates und der zuriickgelegten Distanz
(Abbildung 3.5C-D; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05). THC hat somit keinen

Einfluss auf Angst- und Erkundungsverhalten in dieser Behandlungsgruppe.
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Abbildung 3.5: Vermindertes Angstverhalten der THC-behandelten Tg4-42-Miiuse in der priventiven
Behandlungsgruppe. Die THC-behandelten Tg4-42-Méuse verbringen im Vergleich zu den unbehandelten Tg4-
42-Maiusen der praventiven Behandlungsgruppe signifikant mehr Zeit im Zentrum des Apparates (A). Wildtyp-
Maéuse legen im Vergleich zur Tg4-42-Mauslinie eine ldngere Distanz zuriick (B). In der therapeutischen
Behandlungsgruppe zeigen sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Zeitdauer im Zentrum (C) und
zuriickgelegter Distanz (D). Ungepaarter Zweistichproben-t-Test. n = 12 - 15 pro Gruppe. *p < 0,05. Daten
dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

3.2.3 Einfluss von A9-THC auf die Gedichtnisleistung der Tg4-42-Mauslinie

3.2.3.1 Verbesserte Gedéchtnisleistung im object recognition test (ORT)

Anhand des ORT wird das angeborene Explorationsverhalten und die Gedéchtnisleistung
getestet (Antunes und Biala 2012; Ennaceur und Delacour 1988; Lueptow 2017). Es wird
getestet, ob die Versuchstiere zwischen einem neuen und einem bereits bekannten Objekt
unterscheiden konnen. Der Priferenz-Index stellt ein Mal3 fiir die Zeit am jeweiligen Objekt
dar und ist die Ratio aus der Zeitdauer am Objekt und der Summe aus der Zeitdauer an beiden
Objekten (Antunes und Biala 2012; Wang et al. 2007).

In der praventiven Behandlungsgruppe zeigen sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen
beziiglich Préferenz-Index und zuriickgelegter Distanz (Abbildung 3.6A-B; ungepaarter
Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).

In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigen die mit A9-THC behandelten Miuse eine
Priferenz fiir das neue Objekt an Tag zwei (Abbildung 3.6C; ungepaarter Zweistichproben-t-
Test; p < 0,01), wihrend unbehandelte Tg4-42-Méuse nicht zwischen den Objekten
unterscheiden konnen (Abbildung 3.6C; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05). In der
zuriickgelegten Distanz zeigt sich kein Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 3.6D;
ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).

56



Ergebnisse

Il Tg4-42 Vehikel praventiv. [E0] Tg4-42 THC priventiv [ Tg4-42 Vehikel therapeutisch [l Tg4-42 THC therapeutisch

Priiferenz-Index [%]
Distanz [m]

01 02 nO 02 01 02 nO 02

15+

10+

5=

Priiferenz-Index [%]
Distanz [m]

0=

01 02 nO 02 01 02 nO O2

Abbildung 3.6: Erhohter Priferenz-Index von THC behandelten Miusen der therapeutischen
Behandlungsgruppe. In der praventiven Gruppe zeigen sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen
hinsichtlich des Préferenz-Index (A) und der zuriickgelegten Distanz (B). In der therapeutischen
Behandlungsgruppe zeigen die THC-behandelten Tiere eine Priferenz fiir das neue Objekt (C). In der
zuriickgelegten Distanz zeigen sich auch hier keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Ungepaarter
Zweistichproben-t-Test. n = 12 - 15 pro Gruppe. O1 = Objekt 1; O2 = Objekt 2; nO = neues Objekt. **p < 0,01.
Daten dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

3.2.3.2 Verbessertes rdaumliches Lernen im Morris water maze (MWM)

Der MWM Test dient der Untersuchung des Arbeitsgedédchtnisses, sowie des rdumlichen
Lernens in Nagetieren (Morris 1984).

Begonnen wurde der Test mit dem dreitdgigen cued training, bei welchem neben der Testung
der Gedéchtnisleistung auch die Eignung der Méuse fiir die weiteren Testphasen sichergestellt
wird.

In der priaventiven Behandlungsgruppe zeigten die Gruppen eine ansteigende Lernkurve
entlang der Testtage (Abbildung 3.7A; Zweifaktorielle Varianzanalyse; Tage: p < 0,001). Ein
Unterschied zwischen unbehandelten- und THC-behandelten Tieren im cued training beziiglich
der Zeit bis zum Erreichen der Plattform fand sich nicht (Abbildung 3.7A; Zweifaktorielle
Varianzanalyse; Behandlungssubstanz: p > 0,05). Sowohl unbehandelte- als auch THC-
behandelte Tiere zeigten einen signifikanten Unterschied in der Zeit bis zum Erreichen der

Plattform zwischen Tag eins und Tag drei (Abbildung 3.7A; Zweifaktorielle Varianzanalyse
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mit multiplen Vergleichen; p < 0,001). THC-behandelte Méause zeigten an Tag drei im
Vergleich zu unbehandelten Tieren eine reduzierte Schwimmgeschwindigkeit (Abbildung
3.7B; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p < 0,05).

In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigten die Gruppen eine ansteigende Lernkurve
entlang der Testtage (Abbildung 3.7C; Zweifaktorielle Varianzanalyse; Tage: p < 0,001). Ein
Unterschied zwischen unbehandelten- und THC-behandelten Tieren im beziiglich der Zeit bis
zum Erreichen der Plattform fand sich nicht (Abbildung 3.7C; Zweifaktorielle Varianzanalyse;
Behandlungssubstanz: p > 0,05). THC-behandelte Tiere bendtigten an Tag eins signifikant
mehr Zeit zum Erreichen der Plattform im Vergleich zu unbehandelten Tieren, was auf die
iiberraschenderweise gute Performance der unbehandelten Tiere zuriickzufiihren ist (Abbildung
3.7C; Zweifaktorielle Varianzanalyse; p < 0,05). Nur THC-behandelte Tiere zeigten einen
signifikanten Unterschied in der Zeit bis zum Erreichen der Plattform zwischen Tag eins und
Tag drei (Abbildung 3.7C; Zweifaktorielle Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen; THC:
p <0,001; Vehikel: p > 0,05). Ein Unterschied hinsichtlich der Schwimmgeschwindigkeit fand
sich nicht (Abbildung 3.7D; Zweifaktorielle Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen; p >
0,05).

Anhand dieser Daten wurden motorische- und visuelle Defizite der Versuchstiere

ausgeschlossen und eine Teilnahme am acquisition Training gewihrleistet.
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Abbildung 3.7: A9-THC hat keinen Einfluss auf Motorik und Visuelle Fihigkeiten der Versuchstiere. In der

praventiven Behandlungsgruppe zeigen beide Gruppen eine zunehmende Lernkurve entlang der einzelnen

58



Ergebnisse

Testtage (A). THC-behandelte Tiere zeigen an Tag drei eine reduzierte Schwimmgeschwindigkeit in der
praventiven Behandlungsgruppe (B). In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigt sich nur bei den THC-
behandelten Tieren eine zunehmende Lernkurve entlang der Testtage (C). In der Schwimmgeschwindigkeit gibt
es keine Unterschiede zwischen den Gruppen (D). Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur,
ungepaarter Zweistichproben-t-Test. n =12 - 15 pro Gruppe. ns = nicht signifikant; *p <0,05; ***p <0,001. Daten
dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

Auf das cued training folgte das fiinftigige acquisition training, in welchem die Plattform nicht
mehr verriickt wird. Die Miuse werden aus verschiedenen Positionen in das Becken gesetzt
und konnen sich anhand von am Beckenrand angebrachten Zeichen im Raum orientieren,
wodurch das rdumliche Lernen anhand der Zeit bis zum Erreichen der Plattform studiert wird.

In der priaventiven Behandlungsgruppe zeigten die Gruppen eine ansteigende Lernkurve
entlang der Testtage (Abbildung 3.8A; Zweifaktorielle Varianzanalyse; Tage: p < 0,001). Es
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten und THC-behandelten Tieren
in der Zeit bis zum Erreichen der Plattform (Abbildung 3.8A; Zweifaktorielle Varianzanalyse;
Behandlungssubstanz: p < 0,05). Nur die THC-behandelten Tiere zeigten einen signifikanten
Unterschied in der Zeit bis zum Erreichen der Plattform zwischen Tag eins und Tag flinf
(Abbildung 3.8A; Zweifaktorielle Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen; THC: p < 0,001;
Vehikel: p > 0,05). An Tag vier und fiinf zeigten THC-behandelte Tiere eine signifikant
verkiirzte Zeit bis zum Erreichen der Plattform (Abbildung 3.8A; ungepaarter Zweistichproben-
t-Test; Tag vier: p < 0,05; Tag fiinf: p < 0,01). Hinsichtlich der Schwimmgeschwindigkeit
zeigten THC-behandelte Tiere einen signifikanten Unterschied zwischen Tag eins und Tag fiinf
(Abbildung 3.8B; Zweifaktorielle Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen; THC: p <0,001;
Vehikel: p > 0,05).

In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigten die Gruppen eine ansteigende
Lernkurve entlang der Testtage (Abbildung 3.8C; Zweifaktorielle Varianzanalyse; Tage: p <
0,001). Ein Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich der Zeit bis zum Erreichen der
Plattform fand sich nicht (Abbildung 3.8C; Zweifaktorielle Varianzanalyse;
Behandlungssubstanz: p > 0,05). Nur THC-behandelte Tiere zeigten einen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Zeit bis zum Erreichen der Plattform zwischen Tag eins und Tag
fiinf (Abbildung 3.8C; Zweifaktorielle Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen; THC: p <
0,001; Vehikel: p > 0,05). An Tag drei zeigten THC-behandelte Tiere eine signifikant verkiirzte
Zeitdauer bis zum Erreichen der Plattform (Abbildung 3.8C; ungepaarter Zweistichproben-t-
Test; p < 0,01). Sowohl unbehandelte-, als auch THC-behandelte Tiere zeigten einen
signifikanten Unterschied in der Schwimmgeschwindigkeit zwischen Tag eins und Tag fiinf

(Abbildung 3.8D; Zweifaktorielle Varianzanalyse mit multiplen Vergleichen; p < 0,05).
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Abbildung 3.8: A9-THC verbessert das ridumliche Lernen sowohl in der préiventiven- als auch in der
therapeutischen Behandlungsgruppe. In der priaventiven Behandlungsgruppe zeigen THC-behandelte Méuse
eine ansteigende Lernkurve entlang der einzelnen Testtage (A). THC-behandelte Tiere der préventiven
Behandlungsgruppe zeigen eine abfallende Schwimmgeschwindigkeit entlang der einzelnen Testtage (B). In der
therapeutischen Behandlungsgruppe zeigen THC-behandelte Mause im Vergleich zu unbehandelten Méusen eine
ansteigende Lernkurve und an Tag drei eine kiirzere Zeitdauer bis zum Erreichen der Plattform (C). In der
therapeutischen Behandlungsgruppe zeigen beide Gruppen eine abfallende Schwimmgeschwindigkeit entlang der
einzelnen Testtage (D). Zweifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur, ungepaarter Zweistichproben-
t-Test. n =12 - 15 pro Gruppe. ns = nicht signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Daten dargestellt als
Mittelwert + S.E.M.

Nach dem fiinftdgigen acquisition training folgte der probe trial bestehend aus einem
Durchgang, in welchem die Plattform entfernt und das Schwimmverhalten iiber die Zeitdauer
von einer Minute analysiert wurde. Hierbei wurde neben der Schwimmgeschwindigkeit die
Zeitdauer in den jeweiligen Quadranten dargestellt und mithilfe jener Quadrantenverteilung als
Auswertungsparameter ndhergehend das rdumliche Lernen untersucht.

In der priaventiven Behandlungsgruppe zeigte sich bei den THC-behandelten Tieren eine
deutliche Préferenz fiir den Zielquadranten (Abbildung 3.9A; gepaarter Zweistichproben-t-
Test; p < 0,001), wihrend unbehandelte Tiere eine Priferenz fiir die Nicht-Zielquadranten

aufwiesen (Abbildung 3.9A; gepaarter Zweistichproben-t-Test; p < 0,05).
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Die Schwimmgeschwindigkeit zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung
3.9B; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).
In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigten THC-behandelte Tiere eine Priferenz fiir
den Zielquadranten, wihrend unbehandelte Tiere keine Priferenz in der dargestellten
Quadrantenverteilung aufwiesen (Abbildung 3.9C; gepaarter Zweistichproben-t-Test; THC: p
< 0.01; Vehikel: p > 0.05). Hinsichtlich der Schwimmgeschwindigkeit fanden sich keine
Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 3.9D; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p
>0,05).
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Abbildung 3.9: Tiere der Tg4-42-Mauslinie zeigen eine Verbesserung des riumlichen Lernens durch
Langzeit-THC-Behandlung. Sowohl in der priaventiven (A), als auch in der therapeutischen Behandlungsgruppe
(C) zeigen die THC-behandelten Tiere eine deutliche Préferenz fiir den Zielquadranten. Unbehandelte Tiere zeigen
keine Priferenz filir den Zielquadranten. In der Schwimmgeschwindigkeit zeigen sich keine Unterschiede zwischen
den Gruppen (B, D). Gepaarter- und ungepaarter Zweistichproben-t-Test. n = 12 - 15 pro Gruppe.
Z = Zielquadrant; LRG = Mittelwert aus linkem, rechtem und gegeniiberliegendem Quadranten; *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

3.3 Verminderter Nervenzellverlust infolge THC-Behandlung

Mittels Design-basierter Stereologie wurde die Neuronenanzahl in der CAl-Region des
Hippocampus ermittelt (2.6.1) (West et al. 1991).

In der priventiven Behandlungsgruppe wurden gemil Tabelle 2.13 fiir unbehandelte Tg4-42-
Maiuse eine durchschnittliche Neuronenanzahl von 100 972- und fiir THC-behandelte Tg4-42-
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Maiuse von 118 537 berechnet. Prozentual betrachtet zeigte sich bei THC-behandelten Méusen
der Tg4-42-Mauslinie im Vergleich zu unbehandelten Miusen desselben Genotyps eine um
17 % erhohte Neuronenanzahl in der CAl-Region des Hippocampus (Abbildung 3.10A;
ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p < 0,01).

In der therapeutischen Behandlungsgruppe zeigen sich keine Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abbildung 3.10B; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).

Bl Tg4-42 Vehikel priventiv [ Tgd-42 THC praventiv [ Te4-42 Vehikel therapeutisch [l Te4-42 THC therapeutisch
A B

150+ I 1 1504

+17%

100+

50+

Neuronenanzahl CA1[%]
Neuronenanzahl CA1[%)]

0= 0=

Abbildung 3.10: THC-behandelte Tiere der priventiven Behandlungsgruppe weisen im Vergleich zu
unbehandelten Tieren eine erhohte Neuronenanzahl in der CAl-Region des Hippocampus auf. In der
praventiven Behandlungsgruppe zeigt sich in Relation zu unbehandelten Tg4-42-Mausen eine um 17 % erhohte
Neuronenanzahl der THC-behandelten Méause (A). In der therapeutischen Behandlungsgruppe finden sich keine
Unterschiede zwischen den Gruppen (B). Ungepaarter Zweistichproben-t-Test. n =9 - 11 pro Gruppe. **p <0.01.
Daten dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

3.4 Auswirkungen der THC-Behandlung auf immunhistologische Marker

Ausgewihlte immunhistochemische Farbungen wurden zur Untersuchung von Neurogenese,

Neuroinflammation und CB1-Rezeptostatus durchgefiihrt (2.5.1).
3.4.1 Unverinderte Neurogenese im Gyrus Dentatus

Mittels Free-Floating-3,3‘-Diaminobenzidin-Immunfirbung wurde DCX als Marker fiir die
adulte Neurogenese im Gyrus Dentatus angefirbt und die in Neurogenese befindlichen
Neuronen unter Anwendung der Miander-Technik ausgezéhlt (Knoth et al. 2010).

Sowohl in der priventiven-, als auch in der therapeutischen Behandlungsgruppe fanden sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 3.11A/B; ungepaarter
Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).
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Abbildung 3.11: Fehlender Einfluss von A9-THC auf die Neurogenese im Gyrus Dentatus. Sowohl in der
praventiven Behandlungsgruppe (A), als auch in der therapeutischen Behandlungsgruppe (B) zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Zweistichproben-t-Test. n = 9 - 14 pro Gruppe. DG = Gyrus
Dentatus. Daten dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

3.4.2 Verstirkte Neuroinflammation im Cortex cerebri

Die Neuroinflammation hinsichtlich Mikrogliose und Astrogliose wurde in der priaventiven
Behandlungsgruppe und dabei ausschlieBlich an weiblichen Individuen getestet.

Die GFAP-Expression als Marker fiir Astrogliose zeigte im Hippocampus keinen Unterschied
zwischen den Gruppen (Abbildung 3.12A; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p > 0,05). Im
Cortex cerebri zeigte sich eine um 45 % erhohte GFAP-Expression bei THC-behandelten
Tieren (Abbildung 3.12B; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; p < 0,05).
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Abbildung 3.12: Verstirkte GFAP-Expression im Cortex cerebri infolge THC-Behandlung. Wéhrend im
Hippocampus (A, C, E) kein Unterschied hinsichtlich der GFAP-Expression zwischen den Gruppen besteht, zeigt
sich im Cortex cerebri (B, D, F) eine um 45 % erhohte GFAP-Expression bei THC-behandelten Tieren der
praventiven Behandlungsgruppe i.S. einer verstirkten Astrogliose. Zweistichproben-t-Test. n = 3 pro Gruppe.

*p < 0.05. Daten dargestellt als Mittelwert £ S.E.M.

Die IBA1-Expression als Marker fiir Mikrogliose zeigt sowohl im Hippocampus als auch im
Cortex cerebri keinen Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 3.13A/B; ungepaarter
Zweistichproben-t-Test; p > 0,05).

Il Tg4-42 Vehikel priventiv [ Tg4-42 THC priventiv

| I

A B

S
@«
3
=
£
b33
2
=
=
£
=
2
¢
-
S
=
=
=
=

200+
1754
1504
1254

1004
754
50+
25+

0=

S
”
£
=
Q
E
=
2
g
&
=]
=
-
«
=)
—

64



Ergebnisse

Abbildung 3.13: THC hat keinen Einfluss auf die IBA1-Expression in der Tg4-42-Mauslinie. Hinsichtlich der IBA1-
Expression als Marker fiir Mikrogliose findet sich sowohl im Hippocampus (A, C, E), als auch im Cortex cerebri
(B, D, F) kein Unterschied zwischen THC-behandelten und unbehandelten Tieren der préventiven

Behandlungsgruppe. Zweistichproben-t-Test. n = 3 pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert + S.E.M.

3.4.3 Verstirkte CB1-Expression im Cortex cerebri

Die CB1-Expression wurde in der praventiven Behandlungsgruppe und dabei ausschlieBlich an
weiblichen Individuen getestet.

Wihrend sich hinsichtlich der CB1-Expression im Hippocampus keine Signifikanz zeigte, fand
sich im Cortex cerebri eine um 30 % erhohte CBI-Expression in der priventiven
Behandlungsgruppe (Abbildung 3.14A/B; ungepaarter Zweistichproben-t-Test; Hippocampus:
p > 0,05; Cortex cerebri: p <0,05).
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Abbildung 3.14: Erhéhte CB1-Expression im Cortex cerebri bei THC-behandelten Tieren. Wiahrend sich im
Hippocampus (A, C, E) kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen findet, zeigt sich im Cortex cerebri
(B, E, F) eine um 30 % erhohte CB1-Expression. Zweistichproben-t-Test. n = 3 pro Gruppe. *p < 0.05. Daten
dargestellt als Mittelwert £ S.E.M.
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4 Diskussion

4.1 Die Tg4-42-Mauslinie eignet sich zur Untersuchung einer THC-
Behandlung

In der priklinischen Alzheimer-Forschung hat die Entwicklung von Tiermodellen als
Forschungsgegenstand einen groen Stellenwert. Da bis heute kein Tiermodell die Alzheimer-
Pathologie vollstindig abbilden kann, ist die Zusammenschau unterschiedlicher Alzheimer-
Modelle mit ihren spezifischen Merkmalen der Erkrankung weiterhin notwendig (Drummond
und Wisniewski 2017; Elder et al. 2010). Drosophilae und Zebrafische haben sich als
Alzheimer-Modelle hinsichtlich der Genetik und Arzneimittelforschung etabliert, wobei ein
kurzer Regenerationszyklus mit groer Reproduktionskapazitit und niedrige Kosten zu den
Vorteilen gehdren. Aufgrund des speziesbedingten Abstands zu menschlichen
Pathomechanismen und einer unzureichenden Prédsentation kognitiven Verhaltens, eignen sich
jene Tiermodelle nur bedingt in der Alzheimer-Forschung. Die wohl am héufigsten
verwendeten Alzheimer-Modelle sind transgene Mausmodelle (Bouleau und Tricoire 2015;
Copenhaver et al. 2011; Drummond und Wisniewski 2017; McKoy et al. 2012; Newman et al.
2014). Eine Ausgangsbasis fiir die Entwicklung zahlreicher transgener Mausmodelle wurde
durch die Entdeckung der Genmutationen in APP, PSENI und PSEN2 geschaffen. Jene
Mutationen werden mit der FAD assoziiert und beeinflussen als Ausgangspunkt der Amyloid-
Hypothese die Proteolyse des BAPP (Goate et al. 1991; Hardy und Allsop 1991; Scheuner et
al. 1996; Selkoe 2001). Die Mehrzahl der Alzheimer-Mausmodelle basiert auf einer oder mehr
der oben genannten Genmutationen und reprasentiert damit die FAD, die mit einer Priavalenz
von < 1 % zu den selten vorkommende Formen der Alzheimer-Erkrankung gehort (C Bouter
und Y Bouter 2019; van Cauwenberghe et al. 2016). Haufig genutzte Alzheimer-Mausmodelle
tragen die schwedische Mutation K670N/M671L, welche eine Uberexpression von Beta-
Amyloid bewirkt und in jenen Mauslinien eine friih einsetzende Bildung von Amyloid-Plaques
zur Folge hat (Citron et al. 1992; Sasaguri et al. 2017). Zur Untersuchung des fiir die Alzheimer-
Erkrankung charakteristischen Nervenzellverlustes in typischen Hirnregionen eignen sich jene
Mauslinien jedoch nur bedingt. So zeigt sich in der Tg2576-Mauslinie gar kein
Nervenzellverlust, wihrend dieser in der 5XFAD-Mauslinie lediglich in untypischen
Hirnregionen auftritt und in der APP23-Mauslinie zeitlich nicht mit dem Einsetzen der
kognitiven Defizite assoziiert werden kann (Calhoun et al. 1998; Eimer und Vassar 2013;

Irizarry et al. 1997; Jawhar et al. 2012; Oakley et al. 2006; van Dam et al. 2003).
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Den FAD-assoziierten Mausmodellen kann die in dieser Arbeit als Versuchsobjekt dienende
Tg4-42-Mauslinie als nicht APP-basiertes Mausmodell gegeniibergestellt werden, welche
keine bekannten Genmutationen beherbergt und ausschlieBlich menschliches APs.42 exprimiert.
APa-42 ist neben anderen N-trunkierten Varianten des Beta-Amyloids fiir seine Toxizitdt und
die Bildung stabiler Aggregate bekannt. In Méusen der Tg4-42-Mauslinie kommt es infolge der
Uberexpression von APa4.4> zur Hippocampus-spezifischen intraneuronalen Akkumulation und
einem signifikanten Nervenzellverlust in der CA1-Region des Hippocampus, welcher von
kognitiven und sensomotorischen Defiziten in etablierten Verhaltenstests begleitet wird.
Folglich kann die Tg4-42-Mauslinie als Modell fiir die sporadische Alzheimer-Erkrankung
betrachtet werden (Antonios et al. 2015; Bouter et al. 2013; Bouter et al. 2014; Sichler et al.
2019).

Die Tg4-42-Mauslinie bietet damit sowohl die Moglichkeit, gewisse Pathomechanismen der
Alzheimer-Erkrankung ndher zu verstehen, als auch mogliche Einflussfaktoren auf
neuropathologische und klinische Merkmale der Erkrankung zu identifizieren. Dass sich diese
Mauslinie zur Untersuchung moglicher priaventiver Faktoren und Therapiekonzepte eignet,
konnte beispielsweise in einer Studie von Hiittenrauch et al. (2016) gezeigt werden. Darin
wurde ein positiver Einfluss einer vielseitigen Kaéfigausstattung mit u.a. Laufrddern,
Nistmaterial und Spielzeugen auf Nervenzellverlust, Neurogenese und die kognitive Leistung
von Tg4-42-Miusen bewiesen (Hiittenrauch et al. 2016).

Entsprechend des Behandlungsbeginns einer moglichen Therapieform kénnen in der Tg4-42-
Mauslinie unterschiedliche Fragestellungen formuliert werden. Da in einem Alter von fiinf
Monaten der signifikante Nervenzellverlust von 43 % mit beginnenden kognitiven Defiziten in
konventionellen Verhaltenstests einhergeht, lassen sich sowohl priaventive, als auch
therapeutische Therapieansitze in diesem Mausmodell untersuchen (Antonios et al. 2015).
Dieser These folgend wurden in dieser Arbeit Mause der Tg4-42-Mauslinie fiir jeweils sechs
Wochen mit A9-THC behandelt, wobei der Therapiebeginn der priventiven
Behandlungsgruppe bei drei Monaten (vor Einsetzen des Nervenzellverlustes) und der
therapeutischen =~ Behandlungsgruppe bei  fiinf Monaten (nach Einsetzen des

Nervenzellverlustes) angesetzt wurde.
4.2 A9-THC verbessert die kognitive Leistung in der Tg4-42-Mauslinie

Die charakteristische Alzheimer-Symptomatik &uflert sich unter anderem in einer

Einschrinkung der geistigen Leistungsfahigkeit mit Beeintrdchtigung des Lernvermdgens, des
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Gedidchtnisses und der visuell-riumlichen Féhigkeiten (Corey-Bloom 2002; Quental et al.

2009).

Der MWM priift als etablierter Verhaltenstest bei Nagetieren die kognitive Leistung mit Fokus
auf das rdumliche Lernen und gilt als Hippocampus-abhéngig. Die Versuchstiere sind innerhalb
des Wasserbeckens frei exponiert, weshalb sie im Rahmen des angeborenen Fluchtverhaltens
aus dem im Versuchsautbau befindlichen Wasser zu entkommen versuchen. Anhand von
visuellen Reizen lernen gesunde Versuchstiere, sich im Raum zu orientieren und eine versteckte
Plattform gezielt aufzusuchen. Folglich ist im acquisition training als Test fiir rdumliches
Lernen eine ansteigende Lernkurve und im probe trial als Test fiir das rdumliche Gedéchtnis
eine Priaferenz flir den Zielquadranten zu erwarten. (Brandeis et al. 1989; Logue et al. 1997;
Morris 1984; Vorhees und Williams 2006).

In dem getesteten Alter von sechseinhalb Monaten préisentieren naive Tg4-42-Mduse bereits
ausgeprigte Defizite im acquisition training und probe trial des MWM, wodurch der Einfluss
einer Behandlung mit A9-THC auf die Kognition im Alzheimer-Modell optimal untersucht
werden kann.

THC-behandelte Tg4-42-Mause der praventiven Behandlungsgruppe zeigen im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine hohere kognitive Leistung. So konnte im acquisition training ein
signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungssubstanzen identifiziert werden. THC-
behandelte Tiere zeigten im Gegensatz zu Kontrolltieren eine ansteigende Lernkurve. Dieser
Effekt konnte auch im probe trial beobachtet werden, worin THC-behandelte Tiere eine starke
Priaferenz fiir den Zielquadranten hatten. Tiere der Kontrollgruppe zeigten hingegen keine
Priferenz fiir den Zielquadranten, was im Rahmen des Nervenzellverlustes auf Defizite der
visuell-rdumlichen Fahigkeiten zuriickzufiihren ist.

In der therapeutischen Behandlungsgruppe stellten sich &hnliche Ergebnisse dar, wenngleich
die Effekte nicht so ausgeprigt zu beobachten waren. Interessanterweise zeigte sich auch hier
ausschlieBlich bei THC-behandelten Tieren eine ansteigende Lernkurve entlang der Testtage
im acquisition training, wobei ein signifikanter Behandlungseffekt jedoch ausblieb. Auch im
probe trial schnitten THC-behandelte Tg4-42-Miduse besser ab, da sie im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine deutliche Priferenz fiir den Zielquadranten aufwiesen. Den Ergebnissen
folgend, présentierten sich THC-behandelte Tg4-42-Méuse mit einer hoheren
Gedidchtnisleistung, wobei aufgrund des ausbleibenden Behandlungseffekts im acquisition
training ein Unterschied zur praventiven Behandlungsgruppe dennoch festgestellt werden

muss.
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Sowohl in der priventiven-, als auch in der therapeutischen Behandlungsgruppe diente die
Schwimmgeschwindigkeit als Kontrolle, um systematische Fehler zu minimieren.
Entsprechend der Tatsache, dass sich an den entsprechenden Testtagen in acquisition training
und probe trial in beiden Behandlungsansétzen kein Unterschied zwischen den Gruppen zeigte,

kann ein Einfluss der Schwimmgeschwindigkeit auf die Testergebnisse ausgeschlossen werden.

Mittels NOR  wurde das  Explorationsverhalten und dariiber hinaus das
Wiedererkennungsgedichtnis getestet. Dieser Verhaltensversuch beruht auf der Beobachtung,
dass Saugetiere auf neue Objekte mit einer angeborenen Neugier und verstirkter Exploration
reagieren, was im Rahmen des Versuchsaufbaus anhand der Zeit am Objekt gemessen wird.
Ein physiologisches Verhalten der Versuchstiere setzt voraus, dass diese sich an die vorherige
Testphase mitsamt den Objekten erinnern konnen. (Antunes und Biala 2012; Ennaceur und
Delacour 1988; Reger et al. 2009).

Interessanterweise konnte in der priaventiven Behandlungsgruppe kein Unterschied zwischen
THC-behandelten- und unbehandelten Tg4-42-Mausen beobachtet werden. So verbrachten
THC-behandelte Tiere zu gleichen Teilen Zeit mit dem neuen und dem bekannten Objekt.

Die therapeutische Behandlungsgruppe profitierte hingegen von der Behandlung mit A9-THC,
sodass sich im Gegensatz zu unbehandelten Tieren eine signifikante Praferenz fiir das neue

Objekt zeigte.

Die divergierenden Ergebnisse im MWM und NOR konnen auf die in dem jeweiligen Test
beteiligten Hirnregionen zuriickgefiihrt werden. So wurde in einer Studie von Logue et al.
(1997) belegt, dass isolierte Hippocampus-Lasionen in der C57BL/6-Mauslinie Defizite im
MWM verursachen, sodass dieser Test als Hippocampus-spezifisch gilt. An der im NOR
getesteten visuellen Objekterkennung scheinen dagegen insbesondere die parahippocampalen
Hirnregionen beteiligt zu sein (Antunes und Biala 2012; Murray et al. 2000; Nemanic et al.
2004; Prusky et al. 2004; Winters et al. 2008).

Die kognitiven Defizite der Tg4-42-Mauslinie im MWM werden insbesondere auf den
signifikanten Nervenzellverlust in der CA1 Region des Hippocampus zuriickgefiihrt (Antonios
et al. 2015). Unter Beachtung der der hoheren kognitiven Leistung THC-behandelter Tiere im
acquisition training und probe trial des MWM, ist von einem Einfluss auf den hippocampalen
Nervenzellverlust auszugehen. Der Umstand, dass in der praventiven Behandlungsgruppe zu
Beginn der Behandlung noch kein signifikanter Nervenzellverlust eingetreten ist, ldsst den im

Gegensatz zur therapeutischen Behandlungsgruppe vorhandenen Behandlungseffekt erkliren.
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In Zusammenschau der Ergebnisse der kognitiven Testung wirkt sich eine Langzeitbehandlung
mit A9-THC positiv auf die Gedéchtnisleistung der Tg4-42-Mauslinie aus.

Damit einhergehend konnte in einer Studie von Bilkei-Gorzo et al. (2017) ein positiver Einfluss
einer Langzeitbehandlung mit niedrigdosiertem A9-THC (mit Wash-out-Periode), auf
altersbedingte kognitive Defizite in Wildtyp-M&usen beschrieben werden. Deren Ergebnissen
folgend, profitieren mittelalte und alte Wildtyp-Tiere hinsichtlich der kognitiven Leistung von
einer Langezeitbehandlung mit A9-THC, widhrend behandelte Jungtiere eine kognitive
Beeintrachtigung zeigen (Bilkei-Gorzo et al. 2017). Somit scheint der Einfluss von A9-THC
auf die Gedichtnisleistung gesunder Individuen vom Entwicklungsstadium abhéngig zu sein.
Wihrend die kognitive Leistung von Jungtieren durch eine Langzeitbehandlung mit A9-THC
(mit Wash-out-Periode) negativ beeinflusst wird, zeigen ausgewachsene Tiere keine
Verdnderung im Vergleich zur Kontrollgruppe (Cha et al. 2006; Rubino et al. 2009). Eine akute
THC-Behandlung ohne Wash-out-Periode fiihrt hingegen bei gesunden Individuen sowohl in
Jungtieren, als auch in ausgewachsenen Tieren zu einer kognitiven Beeintrachtigung (Cha et
al. 2006; Han et al. 2012; Varvel et al. 2005). Jener inhibitorischer Effekt auf die Kognition
steht dabei in der Diskussion, dosisabhéingig zu sein. Wihrend sehr niedrige Dosen von 1mg/kg
A9-THC und weniger keinen Einfluss auf die Gedichtnisleistung haben, konnen bereits
niedrige Dosen ab 2,5mg/kg A9-THC kognitive Defizite in gesunden Tieren hervorrufen
(Calabrese und Rubio-Casillas 2018; Cha et al. 2006; Puighermanal et al. 2009). Dabei ist eine
Verfilschung der kognitiven Testung aufgrund ausgeprigter motorischer Stérungen insofern
unwahrscheinlich, als dass diese in relevantem Ausmal erst bei hohen Dosen von 100mg/kg
A9-THC zu erwarten sind (Marshell et al. 2014). Damit einhergehend zeigte die in dieser Arbeit
verwendete mittelhohe Dosis von 20mg/kg A9-THC keinen Einfluss auf Motorik im Rotarod-
Test.

In der Tg4-42-Mauslinie ldsst sich unter dem in dieser Arbeit verwendeten Therapieschema
sowohl fiir die praventive Behandlungsgruppe (mit Wash-out-Periode), als auch fiir die
therapeutische Behandlungsgruppe (ohne Wash-out-Periode) ein positiver Effekt auf die
kognitive Leistung erkennen. Diese Ergebnisse werden durch eine Studie von Aso et al. (2015)
gestiitzt, in welcher Tiere der ABPP/PS1-Mauslinie fiir fiinf Wochen mit einer sehr niedrigen
Dosis A9-THC behandelt wurden. Nach einer Wash-out-Periode von zehn Tagen konnte in
THC-behandelten Miusen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine hohere Gedéchtnisleistung
beobachtet werden (Aso et al. 2015).
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Eine Verabreichung von A9-THC erscheint folglich insofern diffizil, als dass sie in erkrankten-
und gesunden Individuen eine unterschiedliche Wirkung auf die Gedachtnisleistung hat. Dies
fiihrt zu der Hypothese, dass A9-THC einen klinisch relevanten Einfluss auf die Alzheimer-
Pathologie hat. Aufgrund der aktuell unzureichenden Datenlage ist eine Aussage iiber die
Wirkung von A9-THC auf die kognitive Leistung von Alzheimer-Patienten nicht moglich.
Hinsichtlich einer langzeitigen THC-Behandlung in gesunden Individuen gibt es gewisse
Parallelen zum Mausmodell. So ruft ein chronischer Konsum in Jugendlichen Defizite im
rdumlichen Gedéchtnis hervor, welcher in jungen Erwachsenen ausbleibt (Becker et al. 2014;
Broyd et al. 2016; Grant et al. 2012; Harvey et al. 2007). Somit kann in Gesunden ebenfalls

eine vom Entwicklungsstadium abhidngige THC-Wirkung auf die Kognition vermutet werden.

4.3 Reduktion des Hippocampus-spezifischen Nervenzellverlustes durch

THC-Behandlung

Nervenzellverlust gilt als neuropathologisches Merkmal der Alzheimer-Erkrankung und wird
aufgrund der Substanzabnahme zu den ,,negativen® mikroskopischen Verdanderungen gezihlt
(Serrano-Pozo et al. 2011). Da die Abnahme der Neuronenanzahl auch altersbedingt auftreten
kann, ist diese nicht pathognomonisch fiir die Alzheimer-Erkrankung. Wesentliches
Unterscheidungsmerkmal =~ zwischen  altersbedingtem- und  Alzheimer-bedingtem
Nervenzellverlust sind die beteiligten Hirnregionen, wobei bei Alzheimer-Patienten die CAl
Region des Hippocampus und Teile der Area entorhinalis betroffen sind (Gomez-Isla et al.
1996; West et al. 1994). Dabei ist der Nervenzellverlust der CA1 Region des Hippocampus von
besonderem Interesse, da eine krankheitsspezifische Korrelation zwischen Neuronenanzahl und
Schwere der klinischen Symptomatik besteht (Bobinski et al. 1998).

Charakteristikum der Tg4-42-Mauslinie ist ein CA 1-spezifischer Nervenzellverlust, welcher in
dem getesteten Alter von sechseinhalb Monaten mindestens 50 % betrdgt (Antonios et al. 2015;
Bouter et al. 2013). Im Rahmen dieser Arbeit diente die Design-basierte Stereologie als
Kontrolle fiir die in der kognitiven Testung erhobenen FErgebnisse. So wurde die
Neuronenanzahl in der CA1 Region des Hippocampus unter Anwendung der Stereologie-

Prinzipien bestimmt (Schmitz und Hof 2005; West et al. 1991).

Interessanterweise zeigte sich in der priventiven Behandlungsgruppe, dass die mit A9-THC
behandelten Tg4-42-Méiuse im Vergleich zur Kontrollgruppe 17 % mehr Nervenzellen in der
CALl Region des Hippocampus besitzen. Wie bereits von Bobinski et al. (1998) publiziert,

korreliert die Neuronenanzahl mit der Schwere der klinischen Symptomatik. Damit
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einhergehend ldsst sich in dieser Arbeit eine positive Korrelation der ermittelten
Neuronenanzahl der hippocampalen CA1 Region mit der kognitiven Leistung im MWM
feststellen. Dieses Ergebnis konnte prinzipiell durch verstirkte Neurogenese und/ oder einen
reduzierten Nervenzellverlust erkldart werden. Hinsichtlich der DCX-Expression stellte sich
kein Unterschied zwischen den Gruppen dar, sodass eine Stimulation der Neurogenese durch
A9-THC in mittelhoher Dosis als unwahrscheinlich anzusehen ist. Da DCX erst in spéteren
Stadien exprimiert wird, kann die adulte Neurogenese hierbei jedoch nur eingeschriankt
beurteilt werden (Kempermann et al. 2004; Knoth et al. 2010). In einer Studie von Suliman et
al. (2018) wurde der Einfluss einer Langzeitbehandlung mit A9-THC in einer Dosis von 0,75-,
1,5- und 3mg/kg auf verschiedene Marker der adulten Neurogenese untersucht. Dabei wurde
nachgewiesen, dass THC-behandelte Tiere in diesem Dosisbereich eine verstirkte Neurogenese
im Hippocampus aufwiesen, wobei die mit einer Dosis von 1,5mg/kg behandelten Tiere die
ausgeprigtesten Werte zeigten (Suliman et al. 2018). In Zusammenschau dieser Ergebnisse
lasst sich eine Dosisabhidngigkeit der THC-Behandlung auf die Neurogenese vermuten.
Demzufolge scheint die adulte Neurogenese nur in einem schmalen Niedrigdosisbereich durch
A9-THC induziert zu werden, was den ausbleibenden Effekt der in dieser Arbeit verwendeten
mittelhohen Dosis von 20mg/kg erklaren wiirde. Damit einhergehend berichten Wolf et al.
(2010), dass eine orale Langzeitbehandlung mit A9-THC keinen Einfluss auf die adulte
Neurogenese hat. Entsprechend wahrscheinlicher ist daher eine Reduktion des

Nervenzellverlustes in der Tg4-42-Mauslinie durch Langzeitbehandlung mit A9-THC.

Jenes Phytocannabinoid besitzt die Bereitschaft, Elektronen abzugeben und damit als
Antioxidans zu agieren (Hampson et al. 1998). In vivo reduziert A9-THC Nervenzellschiden
und schiitzt damit Neuronen vor Exzitotoxizitit, wodurch der Substanz eine bedingt
neuroprotektive Wirkung zugeschrieben wird (van der Stelt et al. 2001). Eine weitere In-vivo-
Studie an Miusen konnte zeigen, dass eine Einmaldosis niedrig dosierten A9-THC’s die
synaptische Plastizitét beeinflusst und die Endocannabinoid-vermittelte Langzeitdepression im
Nucleus accumbens und Hippocampus voriibergehend authebt (Mato et al. 2004). Mato et al.
(2004) konnten dabei feststellen, dass ein vor der A9-THC-Gabe applizierter CBI1-
Rezeptorantagonist dessen Wirkung auf die synaptische Plastizitdt unterbindet, wodurch dem
CB1-Rezeptor eine zentrale Rolle in der THC-vermittelten Signaltransduktion zugeschrieben
wird. Dahingehend wurde die Expression jenes Rezeptors in der priventiven
Behandlungsgruppe untersucht, wobei sich eine Hochregulation des CB1-Rezeptors im Cortex

cerebri darstellte. Ein dhnliches Expressionsverhalten konnte in einer Studie von D’Souza et al.
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(2016) nachgewiesen werden, wobei sich bereits zwei Tage nach Beendigung der THC-
Behandlung eine Hochregulation der Rezeptordichte darstellte.

Die Ergebnisse hinsichtlich der neuroprotektiven Wirkung von A9-THC auf das Nervensystem
sind allerdings umstritten. So belegen neurohistologische Untersuchungen eine Reduktion der
Neuronendichte und des Neuronenvolumens im  Hippocampus infolge einer
Langzeitbehandlung mit mittelhohen THC-Dosen (Landfield et al. 1988; Scallet et al. 1987).
Es wird daher eine Neurotoxizitit von A9-THC in Abhédngigkeit von Dosis und

Expositionsdauer vermutet (Scallet 1991).

In Bezug auf die Alzheimer-Pathologie gibt es hingegen Hinweise darauf, dass diese durch
THC-Exposition giinstig beeinflusst wird. So wird Neprilysin als fiir den Abbau von Beta-
Amyloid zustindige Endopeptidase infolge einer THC-Behandlung verstirkt exprimiert (Chen
et al. 2013). In vitro senkt A9-THC dosisabhéngig die Konzentration an Beta-Amyloid, wobei
insbesondere der Abbau intraneuronalen Beta-Amyloids beschrieben wurde (Cao et al. 2014;
Currais et al. 2016). Damit einhergehend wurde in vivo eine Reduktion von Amyloid-Plaques
und degenerierter Neuronen infolge einer Langzeitbehandlung mit niedrig dosiertem A9-THC
beschrieben (Chen et al. 2013).

Es lasst sich vermuten, dass A9-THC auch in vivo den Abbau von intraneuronalem Beta-
Amyloid stimuliert. Da intraneuronales Beta-Amyloid nachgewiesenermaflen ein friithes
Ereignis der Erkrankung und mutmaBlich ursdchlich fiir begleitende kognitive Defizite ist,
erscheint eine krankheitsverzogernde Wirkung in der Tg4-42-Mauslinie durch dessen
Reduktion plausibel (Bayer und Wirths 2010; Billings et al. 2005; Currais et al. 2016; Wirths
et al. 2001).

Diese These wird durch die Tatsache gestiitzt, dass A9-THC in der therapeutischen
Behandlungsgruppe keinen Einfluss auf den Nervenzellverlust hatte. Die Unterschiede
zwischen der priventiven- und therapeutischen Behandlungsgruppe liegen mit hoher
Wahrscheinlichkeit in dem Zeitpunkt des Therapiebeginns begriindet. So findet sich zu Beginn
der Behandlung in der priventiven Behandlungsgruppe noch kein signifikanter
Nervenzellverlust, wéhrend Tiere der therapeutischen Behandlungsgruppe bereits einen
Nervenzellverlust von 43 % aufweisen (Antonios et al. 2015). Da A9-THC in dem verwendeten
Dosisbereich keinen FEinfluss auf die Neurogenese hat, scheint das Stadium des
Nervenzellverlustes fiir die Wirksamkeit einer THC-Behandlung auf zelluldrer Ebene von
Bedeutung zu sein. Wenn davon ausgegangen wird, dass A9-THC iiber einen Abbau von

intraneuronalem Beta-Amyloid den Hippocampus-spezifischen Nervenzellverlust der Tg4-42-
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Mauslinie reduziert, ist ein Therapiebeginn vor Einsetzen des signifikanten Nervenzellverlustes
notwendig, um dessen Progression zu bremsen (Antonios et al. 2015; Bouter et al. 2013; Currais

et al. 2016).

4.4 Verstirkte Astrozytenantwort infolge der Langzeitbehandlung mit A9-
THC

Die Neuroinflammation zdhlt zu den charakteristischen neuropathologischen Merkmalen der
Alzheimer-Erkrankung und kann aufgrund einer Zellzahlzunahme im Rahmen der Gliose zu
den ,,positiven” mikroskopischen Verdnderungen gezahlt werden (Serrano-Pozo et al. 2011;
Shadfar et al. 2015). Diese Entziindungsreaktion besteht aus einem komplexen Zusammenspiel
von Gliazellen, Immunmediatoren und Immunmodulatoren (Heneka et al. 2015). In dieser
Arbeit wurde sich auf die zelluldre Komponente der Neuroinflammation, im Speziellen auf die

GFAP- und IBA1-Expression als Zelltypmarker fiir Astrozyten und Mikroglia konzentriert.

Tiermodelle fiir Neuroinflammation und Neurodegeneration konnten bereits eine
antiinflammatorische und den Krankheitsprozess verlangsamende Wirkung von exogenen
Cannabinoiden beschreiben (Ni et al. 2004; Pryce et al. 2003). Tiere der Tg4-42-Mauslinie
entwickeln eine reaktive Astro- und Mikrogliose in vom Nervenzellverlust betroffenen
Hirnregionen, weshalb der Einfluss einer Langzeitbehandlung von A9-THC auf die zelluldre

Entziindungsaktivitit untersucht wurde (Bouter et al. 2018; Bouter et al. 2013).

Astrozyten exprimieren nachgewiesenermallen den CB1-Rezeptor, welcher durch A9-THC als
partieller CB1- und CB2-Rezeptor-Agonist adressiert wird (Rodriguez et al. 2001; Salio et al.
2002; Shen und  Thayer 1999). Interessanterweise zeigte sich in der priventiven
Behandlungsgruppe eine um 45 % gesteigerte kortikale GFAP-Expression in THC-behandelten
Tieren, was fiir eine verstirkte Astrozytenantwort im Cortex spricht. Einhergehend mit diesen
Ergebnissen, wurde in einer Studie von Landfield et al. (1988) eine verstidrkte Astrozyten-
Reaktivitdt infolge einer Langzeitbehandlung mit A9-THC nachgewiesen. Dieser Effekt scheint
allerdings geschlechtsabhédngig zu sein. So konnten Suarez et al. (1999) zeigen, dass madnnliche
Individuen mit einer reduzierten-, und weibliche Individuen mit einer verstirkten
Astrozytenantwort auf eine THC-Behandlung reagieren. Da in dieser Arbeit ausschlieBlich
weibliche Individuen zur Untersuchung der Neuroinflammation verwendet wurden, fiigen sich

die erhobenen Daten gut in die beschriebene Studienlage ein (Suarez et al. 2000).
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Allerdings wirft die kortikal verstirkte Astrozytenantwort infolge der THC-Behandlung
insofern Fragen auf, als dass ein Fortschreiten der Alzheimer-Pathologie mit der Zunahme
reaktiver Astrozyten einhergeht und die bisher diskutierten Ergebnisse in der kognitiven
Testung und Stereologie eher fiir eine Verlangsamung der Krankheitsprogredienz sprechen
(Pike et al. 1995). Fiir die Beurteilung der reaktiven Astrogliose ist dabei ausschlaggebend, dass
sich diese in der Tg4-42-Mauslinie vornehmlich im Hippocampus entwickelt (Bouter et al.
2013). In jener Hirnregion zeigte sich kein Einfluss von A9-THC auf die Astrozytenreaktion,
was gegen eine Verstarkung der reaktiven Astrogliose in Tg4-42-Miusen spricht.

Funktionell sind Astrozyten entscheidend an der Endocannabinoid-vermittelten
Signaltransduktion beteiligt. Endocannabinoide werden an der Postsynapse aus
Vorlduferproteinen synthetisiert und infolge einer Aktivierung durch hochaktive Neurone
freigesetzt (Brown et al. 2003; Di Marzo et al. 1994; Piomelli 2003). Es resultiert zum einen
eine Langzeit-Depression an der Prisynapse, was eine Herunterregulierung der synaptischen
Ubertragung hochaktiver Neurone bedeutet (Chevaleyre et al. 2006; Linden 1994). Zum
anderen wird die Aktivitit schwacher Neurone infolge einer Glutamat-Freisetzung aus
Astrozyten verstarkt (Navarrete und Araque 2008). Jene Interaktion zwischen Synapsen und
Astrozyten gewihrleistet eine ausgeglichene Neuronenaktivitit insbesondere in der CAl-
Region des Hippocampus (Castillo et al. 2012; Navarrete et al. 2014).

In einer Studie von Han et al. (2012) wurde hingegen nachgewiesen, dass A9-THC infolge der
Astrozytenaktivierung in vivo eine Langzeit-Depression in der CA1-Region des Hippocampus
auslost. Die Autoren bringen jene Astrozyten-vermittelte Langzeit-Depression mit den THC-
induzierten kognitiven Defizite in gesunden Individuen in Verbindung (Han et al. 2012). Es
scheint somit unwahrscheinlich, dass die in dieser Arbeit beobachtete kortikale
Astrozytenreaktion an der verbesserten kognitiven Leistung THC-behandelter Tg4-42-Miuse
beteiligt ist.

Im Gegensatz zu Astrozyten, exprimieren Mikroglia vornehmlich den CB2-Rezeptor (Nunez
et al. 2004). Da dieser ebenfalls durch A9-THC aktiviert wird und aufgrund ihrer funktionellen
Bedeutung bei der Neuroinflammation, wurde die IBA1-Expression als Zelltypmarker fiir
Mikroglia untersucht (Ji et al. 2013; Kettenmann et al. 2011; Shen und Thayer 1999).
Interessanterweise blieb bei Tieren der Tg4-42-Mauslinie die IBA1-Expression sowohl im
Hippocampus als auch im Cortex infolge der Langzeitbehandlung mit A9-THC

unbeeintrichtigt.
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Zusammenfassend zeigt A9-THC in der Tg4-42-Mauslinie auf zelluldrer Ebene keine
antiinflammatorische Wirkung. Da der Einfluss auf Immunmediatoren und Immunmodulatoren
in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, konnen mogliche Auswirkungen auf die
Neuroinflammation nur bedingt beurteilt und eine generelle antiinflammatorische Wirkung von
A9-THC in jenem Mausmodell nicht ausgeschlossen werden. Dazu bedarf es weiterer

Untersuchungen.

4.5 Angleichung an das Angstverhalten von Wildtyp-Tieren infolge THC-
Behandlung

Neuropsychiatrische Symptome manifestieren sich typischerweise in einem frithen
Erkrankungsstadium und stellen ein zentrales Element der Alzheimer-Erkrankung dar
(Lyketsos et al. 2011). In einer Studie von Aalten et al. (2007) wurden jene Symptome zu
folgenden Subsyndromen in absteigender Haufigkeit zusammengefasst: Teilnahmslosigkeit,
Hyperaktivitdt, Gemiitskrankheit und Psychose. Angst stellt ein hiufiges Symptom dar und
wird zusammen mit der Depression zu dem Subsyndrom der Gemiitskrankheit gezédhlt (Aalten
et al. 2007). Im Allgemeinen kann Angst als Gemiitszustand definiert werden, welcher unter
entsprechenden Bedingungen durch Aktivierung neuronal emotionaler Schaltkreise
hervorgerufen wird (Duval et al. 2015). Interessanterweise geht das Angstverhalten bei
Alzheimer-Patienten mit abnormalen Neurodegenerationsmarkern in der Liquorchemie einher,
was eine Verknilipfung mit der Alzheimer-Pathologie wahrscheinlich macht (Ramakers et al.
2013).

Im Mausmodell ldsst sich Angstverhalten mittels etablierter Versuchsaufbauten objektivieren,
wobei die Versuchstiere in unterschiedlicher Weise in Konfliktsituationen versetzt werden. So
wird das physiologische Verhalten des Versuchstieres in einer neuen Umgebung durch die
Angst vor Hohe, offenen- oder hell exponierten Rdumen gestort. Zur Untersuchung des
Angstverhaltens wurden die Verhaltenstests EPM, OFM und LDB durchgefiihrt (Bailey und
Crawley 2009). Um das physiologische Angstverhalten von gesunden Individuen abzubilden,
wurden in dieser Arbeit gleichaltrige Wildtyp-Tiere als Vergleichsbasis selbigen Behandlungs-

und Testprotokollen unterzogen.

Die Auswirkungen von A9-THC auf das Angstverhalten der Tg4-42-Mauslinie lie sich
vordergriindig in der praventiven Behandlungsgruppe beobachten. Griinde hierfiir stellen sich
in den unterschiedlichen Behandlungsprotokollen dar. So finden in der therapeutischen

Behandlungsgruppe wiéhrend der Verhaltensversuche die tiglichen intraperitonealen
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Injektionen statt, welche als akuter Stressor Einfluss auf das Angstverhalten und damit auf die
Validitdt der Ergebnisse haben kénnen (Bourin und Hascoet 2003). Entsprechend dieser
Hypothese zeigten sich in der therapeutischen Behandlungsgruppe weitgehend keine
Unterschiede zwischen dem Angstverhalten behandelter bzw. unbehandelter Tiere der Tg4-42-

Mauslinie und dem Verhalten unbehandelter Wildtyp-Tiere.

Inwieweit das Angstverhalten der Tg4-42-Mauslinie durch die THC-Behandlung beeinflusst
wird, ldsst sich bei der praventiven Behandlungsgruppe insbesondere im EPM und LDB
erkennen. In Ersterem werden die Versuchstiere mit frei exponierten Ebenen konfrontiert, was
ein Vermeidungsverhalten der Mause herbeifiihrt (Walfund Frye 2007). In Anlehnung an den
Versuchsaufbau von Handley und Mithani besteht der Apparat aus zwei geschlossenen- und
zwei offenen Armen, wobei gesunde Individuen entsprechend des Vermeidungsverhaltens
gegeniiber frei exponierter Flichen mdglichst wenig Zeit in den offenen Armen verbringen
(Handley und Mithani 1984).

Unbehandelte Tiere der Tg4-42-Mauslinie zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine
signifikant verldngerte Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des Apparates, was als
reduziertes Angstverhalten interpretiert werden soll. Ahnliche Ergebnisse wurden auBerdem in
der 5XFAD-, APP23-, APP¢osSWE/co+PS1/AE9-, sowie TBA42-Mauslinie als weitere
Alzheimer-Mausmodelle beobachtet, was unter anderem auf hippocampale Degeneration
zuriickgefiihrt werden kann (Dumont et al. 2004; Jawhar et al. 2012; Lalonde et al. 2005;
Meilner et al. 2015).

THC-behandelte Tg4-42-Méuse der praventiven Behandlungsgruppe zeigten hinsichtlich der
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen hingegen keinen signifikanten Unterschied im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren. Schlussfolgernd findet infolge der THC-Behandlung im EPM
eine Angleichung an das Angstverhalten von Wildtyp-Tieren statt.

Die Studienlage ist beziiglich moglicher Auswirkungen von A9-THC auf das Angstverhalten
von Alzheimer-Mausmodellen limitiert. Hinsichtlich des Einflusses von A9-THC auf das
Verhalten gesunder Individuen stellen sich im EPM heterogene Ergebnisse dar. So wurde in
einer Studie von Rubino et al. (2007) gezeigt, dass mit sehr niedrigen THC-Dosen behandelte
Nagetiere signifikant mehr Zeit in den offenen Armen des Apparates verbringen. Andere
Studien verzeichneten fiir A9-THC in einem sehr niedrigen- bis mittelhohen Dosisbereich
hingegen eine verlidngerte Aufenthaltsdauer in den geschlossen Armen bzw. eine verminderte
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des Apparates, was mit einem anxiogenen Phénotyp

vereinbar ist (Onaivi et al. 1990; Schramm-Sapyta et al. 2007).
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Zusammenfassend konnen in Bezug auf das Angstverhalten der Tg4-42-Mauslinie im EPM
zwel Aussagen getroffen werden: zum einen entwickeln unbehandelte Tg4-42-M4iuse einen
anxiolytischen Phinotyp, welcher zum anderen durch Langzeitbehandlung mit A9-THC in der

praventiven Behandlungsgruppe auBler Kraft gesetzt wird.

Eine dhnliche, wenngleich reziproke Tendenz stellte sich im LDB als weiterer angstbezogener
Verhaltenstest dar. Jener Versuch beruht auf dem Konflikt zwischen der angeborenen Aversion
gegeniiber lichtexponierten Flichen und dem natiirlichen Explorationsverhalten von Nagetieren
(Takao und Miyakawa 2006).

Hierbei lieB sich in der priventiven Behandlungsgruppe feststellen, dass unbehandelte Tiere
der Tg4-42-Mauslinie im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-Tieren signifikant weniger Zeit
in der hellen Box verbrachten und damit ein verstarktes Angstverhalten im LDB présentierten.
Folglich besteht eine gewisse Diskrepanz zu den im EPM erhobenen Daten, in denen
unbehandelte Tg4-42-Méuse vermindertes Angstverhalten zeigten. FEine mogliche
Argumentationsgrundlage bietet der Versuchsaufbau, da die exponierten Areale im LDB durch
Helligkeit- und im EPM durch Hohe verkorpert werden und hypothetisch eine heterogene
Angstreaktion hervorrufen konnten. Dem gegentiber steht die in Meta-Analysen nachgewiesene
Konkordanz der im EPM und LDB erhobenen Daten mit der Schlussfolgerung, dass jene Tests
Angstverhalten unter &hnlichen Gesichtspunkten untersuchen (Mohammad et al. 2016). Hierbei
soll bemerkt werden, dass Varianten an Versuchsprotokollen existieren, welche sich
hinsichtlich Apparat und Versuchsdauer unterscheiden (Bailey und Crawley 2009). Es kann
somit nicht ausgeschlossen werden, dass bei Variation des Testprotokolls Abweichungen in
Bezug auf das Angstverhalten innerhalb des Test auftreten.

Dieser These folgend variieren andere Alzheimer-Mausmodelle hinsichtlich des
Angstverhaltens im LDB, sodass in der APP23-Mauslinie kein Unterschied zu Wildtyp-Tieren
und in der APPsosSWE/co+PS1/AE9-Mauslinie ein anxiolytischer Phénotyp beschrieben
werden konnte (Cheng et al. 2014; van Dam et al. 2003).

Ahnlich den unbehandelten-, zeigten auch THC-behandelte Tiere der Tg4-42-Mauslinie eine
reduzierte Aufenthaltsdauer in der hellen Box, wobei eine Angleichung an den Graphen der
Wildtyp-Tiere festgestellt werden muss. In einer Studie von Onaivi et al. (1990) konnte gezeigt
werden, dass sich die THC-vermittelte Wirkung auf das Angstverhalten nach Beendigung einer
mehrwochigen Behandlung innerhalb kiirzester Zeit zuriickbilden kann (Onaivi et al. 1990). Da
in der priventiven Behandlungsgruppe eine mehrwochige Wash-out-Periode zwischen

Beendigung der THC-Behandlung und Beginn der Verhaltensbatterie liegt, ist eine
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Akutwirkung auf das Angstverhalten der Versuchstiere unwahrscheinlich. Vielmehr lésst sich
die in dieser Arbeit beobachtete Angleichung des Angstverhaltens THC-behandelter Tg4-42-
Maiuse an das von Wildtyp-Tieren auf die geringere Auspriagung der Hippocampus-

spezifischen Alzheimer-Pathologie in der priaventiven Behandlungsgruppe zuriickzufiihren.

Diese These kann durch die Ergebnisse des OFM weder gestiitzt, noch entkriftet werden. Jener
Test {iberpriift das Explorationsverhalten in einer weiten, hell erleuchteten und unbekannten
Umgebung und gilt damit als weiterer angstassoziierter Verhaltensversuch (Seibenhener und
Wooten 2015). So zeigten in der praventiven Behandlungsgruppe unbehandelte Tg4-42-Méause
im Vergleich zu Wildtyp-Tieren keinen Unterschied hinsichtlich der Zeitdauer im Zentrum des
Apparats. Folglich ldsst sich bei Tieren der Tg4-42-Mauslinie zu diesem Alterszeitpunkt keine
Anderung des explorativen Verhaltens im OFM feststellen. Bemerkenswerterweise
entwickelten Tg4-42-Maiuse infolge der Langzeitbehandlung mit A9-THC ein signifikant
vermindertes Angstverhaltens im Vergleich zu unbehandelten Individuen der gleichen
Mauslinie, obwohl ein Unterschied zu unbehandelten Wildtyp-Tieren ausblieb. Studien zur
THC-vermittelten Wirkung auf das Verhalten von Nagetieren im OFM berichten einen Einfluss
auf die Aktivitdt unter akuter THC-Exposition, welcher sich jedoch zum einen durch chronische
THC-Exposition und zum anderen durch Beendigung der THC-Behandlung weitgehend
zuriickbildete (Masur et al. 1971; Sjoden et al. 1973). Die Anderung des Angstverhaltens von
THC-behandelten Tg4-42-Méusen im OFM kann somit im Rahmen der bereits diskutierten
Reduktion des Nervenzellverlustes interpretiert werden, da ein psychotroper Effekt durch die
vorliegende mehrwochige Wash-out-Periode als unwahrscheinlich angesehen werden kann.

Wéhrend Wagner et al. (2019) in weiblichen Individuen der Tg4-42-Mauslinie eine
unbeeintrichtigte Bewegungsaktivitdt im OFM verzeichneten, legten in dieser Arbeit sowohl
unbehandelte-, als auch THC-behandelte Tiere eine geringere Distanz im zuriick (Wagner et al.
2019). Ursachen fiir eine verminderte Bewegungsaktivitdt im OFM bleiben unklar, da sich in
keinem weiteren Verhaltenstest ein vergleichbares Ergebnis hinsichtlich der zuriickgelegten
Distanz zeigte. Retrospektiv kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich Handhabung und das
Behandlungsprotokoll auf die Bewegungsaktivitit der Versuchstiere ausgewirkt und somit die

Diskrepanz zu den von Wagner et al. (2019) publizierten Daten hervorgerufen haben.

In Zusammenschau der angstbezogenen Verhaltenstests kann ein heterogenes Angstverhalten
unbehandelter Individuen der Tg4-42-Mauslinie in der pridventiven Behandlungsgruppe

festgestellt werden. Wie bereits beschrieben, werden durch die einzelnen Versuchsaufbauten
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und Testprotokolle spezifische Konfliktsituationen konstruiert. So prasentierte sich im EPM ein
anxiolytischer-, im LDB ein anxiogener- und im OFM ein unbeeinflusster Phianotyp. Eine
Verminderung jener Heterogenitét kann durch die Langzeitbehandlung mit A9-THC beobachtet
werden, wobei eine Anndherung an das physiologische Verhalten von Wildtyp-Tieren

stattfindet.

Der Einfluss von Cannabinoiden auf die neuropsychiatrischen Symptome in demenzerkrankten
Patienten wurde im Rahmen klinischer Studien untersucht (Inglet et al. 2020). A9-THC fiihrte
nachweislich in einigen dieser Studien zu einer Reduktion insbesondere néchtlicher Unruhe
und aggressiven Verhaltens in fortgeschrittenen Krankheitsstadien (Shelef et al. 2016; Walther
et al. 2006; Woodward et al. 2014). Dem gegeniiber verzeichneten van den Elsen et al. (2015)
keinen Nutzen einer THC-Behandlung fiir das Patientenkollektiv. Eine Meta-Analyse von
Ruthirakuhan et al. (2019) konnte den Cannabinoiden im Allgemeinen keinen signifikanten
Einfluss auf die neuropsychiatrischen Symptome von Alzheimer-Patienten nachweisen. Ein
moglicher Nutzen wurde am ehesten den synthetischen Cannabinoiden zugesprochen und
schien von der Schwere der Alzheimer-Erkrankung und des Body-Mass-Index abhéngig zu sein
(Ruthirakuhan et al. 2019). Zusammenfassend présentiert sich eine ambivalente Studienlage,
deren Ursache multifaktoriell begriindet werden kann. Ahnlich zu den Studien im Tiermodell
héngen die erhobenen Ergebnisse unter anderem von der Dosis, dem verwendeten Cannabinoid
mit dessen spezifischer Rezeptoraffinitit, dem Krankheitsstadium des Studienobjekts und dem
Studienprotokoll ab. Folglich ldsst die aktuelle Studienlage keine eindeutige Schlussfolgerung
hinsichtlich des Einflusses von Cannabinoiden auf den neuropsychiatrischen Symptomkomplex

der Alzheimer-Erkrankung zu und bedarf weiterer Forschung.
4.6 A9-THC stellt eine Therapieoption der Alzheimer-Erkrankung dar

Alzheimer-Mausmodelle stellen in der priklinischen Forschung ein bedeutendes Instrument zur
Untersuchung neuer Behandlungssubstanzen dar, wenngleich aktuell kein Modell die
komplette Alzheimer-Pathologie abbilden kann (Elder et al. 2010). In dieser Arbeit konnte
mittels etablierter Verhaltensversuche nachgewiesen werden, dass A9-THC als
Behandlungssubstanz einen positiven Einfluss auf die geistige Leistungsfahigkeit und bedingt
auch auf neuropsychiatrische Begleitsymptome in der Tg4-42-Mauslinie hat. Der in der
therapeutischen Behandlungsgruppe beobachtete Behandlungseffekt im MWM korrelierte mit
der Reduktion des Nervenzellverlustes, was einen kausalen Zusammenhang zwischen der
verbesserten kognitiven Leistung und der Neuronenanzahl vermuten lisst. Ahnliche Ergebnisse

wurden in einer Studie von Aso et al. (2015) erhoben, in welcher Tiere der ABPP/PSI-
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Mauslinie infolge mehrwochiger THC-Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
hohere Gedichtnisleistung zeigten. Inwieweit eine Ubertragung jener Ergebnisse in die
klinische Forschung moglich ist, kann angesichts der unzureichenden Studienlage zum
aktuellen Zeitpunkt nicht beantwortet werden. Im Allgemeinen wird die Translation von
Mausmodellen auf klinische Studien aufgrund der niedrigen Erfolgsrate als kritisch betrachtet
(Cummings et al. 2014; Drummond und Wisniewski 2017). Hinsichtlich des klinischen
Einsatzes von A9-THC an demenzerkrankten Patienten konnte im Niedrigdosisbereich eine
gute Vertrdglichkeit und ein giinstiges Nebenwirkungsprofil beschrieben werden (van den
Elsen et al. 2015; van den Elsen et al. 2017). Voriibergehende Verwirrtheit und
Bewusstseinsminderung wurden als potentielle unerwiinschte Arzneimittelwirkungen in
anderen Studien genannt (Inglet et al. 2020; Shelef et al. 2016; Volicer et al. 1997).

Zahlreiche vielversprechende Forschungsansitze untersuchen einen moglichen Eingriff in die
Alzheimer-Pathologie, wenngleich eine kurative Therapie noch nicht identifiziert werden
konnte (Leitlinie Demenzen 2016). A9-THC besitzt nachgewiesenermallen das Potential, auf
zelluldrer Ebene in die Alzheimer-Pathologie einzugreifen und den signifikanten
Nervenzellverlust der Tg4-42-Mauslinie zu reduzieren (Cao et al. 2014; Currais et al. 2016).
Der Einsatz von A9-THC als Medizinprodukt erscheint aufgrund des giinstigen
Nebenwirkungsprofils in der Alzheimer-Forschung durchaus vertretbar und wird in anderen
Anwendungsgebieten bereits als solches eingesetzt, weshalb auf eine gewisse klinische
Erfahrung zuriickgegriffen werden kann (Malik et al. 2017; Plasse et al. 1991; van den Elsen et
al. 2015; van den Elsen et al. 2017; Volicer et al. 1997). Um A9-THC als Therapieoption der
Alzheimer-Erkrankung zu untersuchen, sind randomisierte kontrollierte Studien an einem

ausgewdhlten Patientenkollektiv notwendig.
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S Zusammenfassung

Epidemiologisch gewinnt die Alzheimer-Erkrankung durch steigende Prévalenz zunehmend an
Bedeutung, wenngleich zum aktuellen Zeitpunkt ausschlieBlich symptomatische Therapien
zugelassen sind und eine kurative Therapieoption bislang nicht identifiziert werden konnte
(Nichols et al. 2019; Sathianathan und Kantipudi 2018; Leitlinie Demenzen 2016). Ein
interessanter Therapieansatz untersucht die Verkniipfung zwischen der Alzheimer-Pathologie
und dem Endocannabinoidsystem, wobei anhand von [n-vitro-Studien fiir endogene- und
exogene Cannabinoide eine inhibitorische Wirkung auf die Beta-Amyloid-Pathologie
nachgewiesen werden konnte (Benito et al. 2007; Eubanks et al. 2006; Martin-Moreno et al.
2012; Milton 2002). Hinsichtlich seiner Rezeptoraffinitit und damit einhergehenden
psychoaktiven Wirkung nimmt A9-THC als exogenes Cannabinoid seit jeher eine zentrale
Rolle in der Cannabinoid-basierten Therapie ein (Di Marzo et al. 2004; Mechoulam und Gaoni
1967; Sharma et al. 2012).

In dieser Arbeit wurde umfinglich der Einfluss einer Langzeit-THC-Behandlung sowohl auf
die Symptomausprigung, als auch auf einige ausgesuchte neuropathologische Merkmale der
Alzheimer-Erkrankung in der Tg4-42-Mauslinie als Modell fiir die sporadische Alzheimer-
Erkrankung untersucht. Die Behandlungsgruppen wurden in einen préventiven- und einen
therapeutischen Studienarm aufgeteilt, welche sich maB3geblich in dem Erkrankungsstadium
zum Zeitpunkt des Therapiebeginns unterschieden. Als Kernelemente dieser Studie dienten
etablierte Verhaltenstests zur Untersuchung der Kognition und neuropsychiatrischen
Begleitsymptome, sowie die Stereologie zur Quantifizierung der Neuronenanzahl.

Innerhalb der priaventiven Behandlungsgruppe konnte ein Behandlungseffekt im Morris water
maze und zusammenfassend eine signifikante Verbesserung der kognitiven Funktion
nachgewiesen werden, welche mit einer Reduktion des fiir die Mauslinie charakteristischen
Hippocampus-spezifischen = Nervenzellverlusts  korrelierte. In  der therapeutischen
Behandlungsgruppe blieb jener Behandlungseffekt und auch der Einfluss auf die
Neuronenanzahl aus, wenngleich ebenfalls eine signifikante Verbesserung der Kognition
festgestellt wurde.

Wie in anderen Forschungsarbeiten gezeigt werden konnte, senkt A9-THC in vitro die
Konzentration an Beta-Amyloid bzw. in vivo die Amyloid-Plaques und degenerierten Neuronen
(Cao et al. 2014; Chen et al. 2013; Currais et al. 2016). Schlussfolgernd kann vermutet werden,

dass die THC-Behandlung in einem praventiven Therapieansatz iiber eine Reduktion
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intraneuronalen Beta-Amyloids dem Nervenzellverlust in der Tg4-42-Mauslinie entgegenwirkt
und klinisch eine Verbesserung der kognitiven Funktion hervorruft.

Weitere Studien sind notwendig, um den Einfluss von Cannabinoiden im Allgemeinen und A9-
THC im Speziellen auf die Alzheimer-Pathologie und den damit einhergehenden
Symptomkomplex ndher zu untersuchen. Eine klinische Translation erscheint aufgrund des
giinstigen Nebenwirkungsprofils und der bereits vorhanden klinischen Erfahrung mit
Dronabinol als Medizinprodukt denkbar und sollte als Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten

evaluiert werden.
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