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Einleitung 1

1 Einleitung

Die 1906 durch den deutschen Psychiater Alois Alzheimer beschriebene Alzheimer-
Erkrankung ist eine neurodegenerative Erkrankung des hoheren Lebensalters und die
hiufigste Form der Demenz. Neben den typischen Symptomen, wie zunehmender
Vergesslichkeit und charakterlichen Verinderungen, beschrieb er bereits in seiner Fallstudie
,Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde® (Alzheimer 1907) als typische
Verinderungen im Hirnpriparat der Patientin Auguste Deter ,,merkwiirdige Verinderungen
der Neurofibrillen®, eine globale Hirnatrophie sowie die extrazelluliren senilen Plaques

(,,Einlagerung eines eigenartigen Stoffes in die Hirnrinde®).

Alois Alzheimer stie3 mit seinen urspringlichen Entdeckungen auf keine grof3e Resonanz,
heutzutage hingegen gilt die Alzheimer-Erkrankung als eine der wesentlichen medizinischen
Herausforderungen des 21. Jahrhunderts. Die gesellschaftliche Bedeutung der Krankheit
ergibt sich aus der bereits groflen und weiter steigenden Privalenz, dem schweren

Krankheitsverlauf sowie dem Mangel an kausalen Therapiemoglichkeiten.

1.1  Epidemiologie

Bereits fiir 2020 wurde die Anzahl der Demenzerkrankten weltweit auf tber 50 Millionen
geschitzt (Livingston et al. 2020). Ein deutlicher Anstieg der Inzidenz zeigt sich hier bei
zunehmendem Alter: Betrdgt die Privalenz in Westeuropa in der Altersgruppe von 60 — 64
noch 1,6% (Minner: 1,4%, Frauen 1,9%) steigt sie auf 21,7% bei den 85-89-]Jdhrigen
(Minner: 17,4 Frauen: 24,7). Etwa alle sechs Jahre verdoppelt sich die Wahrscheinlichkeit
einer Erkrankung (Prince et al. 2013). Infolge des weltweiten demografischen Wandels hin
zu einer alteren Bevolkerung wird die globale Pravalenz bis 2050 auf voraussichtlich 152
Millionen steigen (Guerchet et al. 2020).

1.2 Klinische Merkmale

In Kombination mit der hohen Privalenz ist vor allem der schwere Verlauf der Erkrankung
fir ihre Bedeutung maligeblich. Die Alzheimer-Krankheit ist eine langsam fortschreitende
neurodegenerative Erkrankung. Als solche wird sie in der Regel erst in einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium diagnostiziert und zerebrale Schidigungen gehen
typischen Symptomen lange voraus (Dubois et al. 2016). Entsprechend unterscheidet man
in der Stadienecinteilung die priklinische Form, die Phase der leichten kognitiven
Einschriankung (wzild cognitive impairment, MCI) und das Vollbild des Morbus Alzheimer (Jack
et al. 2018; Dubois et al. 2016; McKhann et al. 2011; Albert et al. 2011).
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Die praklinische Phase (Sperling et al. 2011) bezeichnet den Zeitraum der Alzheimer-
Erkrankung, bei der noch keine klinischen Symptome, wie eine eingeschrinkte kognitive
Leistungsfihigkeit, zu finden sind, allerdings bereits die zugrunde liegenden
pathophysiologischen Prozesse begonnen haben. Diese sind etwa mithilfe von modernen
Bildgebungsverfahren, wie der Positronen-Emissions-Tomographie (PET), oder in
Liquoruntersuchungen nachzuweisen (Jack et al. 2018). Die Dauer dieser Phase wird auf etwa
10-15 Jahre geschatzt (Villemagne et al. 2013).

Die Phase des MCI beschreibt eine klinisch messbare Einschrinkung der kognitiven
Leistungsfihigkeit Betroffener gegeniiber einer gesunden Vergleichsgruppe derselben
Alterskohorte. Hierbei fallen vor allem eine verringerte Lern- und Gedichtnisleistung auf
(Petersen et al. 2014). Nicht immer ist die Alzheimer-Pathologie ursichlich fir diese Stérung
und nicht alle Patienten mit MCI entwickeln in der Folge eine Demenz. Allerdings geht bei
jahrlich 10-15% der Patienten mit einem MCI dieses in eine Alzheimer-Erkrankung iiber
(Grundman 2004).

Bei der ausgeprigten Alzheimer-Demenz schlieflich ist die kognitive Leistung so weit
verschlechtert, dass die Fahigkeit zu arbeiten und Aktivititen des alltdglichen Lebens
auszufthren, eingeschrinkt ist; am Ende steht der vollstindige Autonomie-Verlust (Forstl
und Kurz 1999). Zudem sind die Einschrinkungen progredient und nicht durch andere
(psychiatrische) Erkrankungen erklirbar. Aulerdem treten typische Symptome, wie ein
schlechteres Urteilsvermogen, Schwierigkeiten der rdumlich-visuellen Wahrnehmung und
eingeschrinkte Sprachfahigkeiten, auf (McKhann et al. 2011). In der Endphase werden die
Patienten durch zunehmende motorische Einschrinkungen stumm, bettligeric und
vollstindig pflegebediirftic. Im Durchschnitt dauert eine Alzheimer-Demenz bis zum
unvermeidlichen Exitus letalis etwa 7-10 Jahre (Holtzman et al. 2011). Der Tod tritt haufig
durch eine Aspirationspneumonie als Folge der verminderten Schluckfihigkeit ein (Wada et
al. 2001).

1.3 Neuropathologische Merkmale

Die typischen histopathologischen Befunde der Alzheimer-Erkrankung sind grundsitzlich
schon seit tber 100 Jahren durch Alois Alzheimer bekannt (Ryan et al. 2015), spielen durch
moderne Biomarker aber auch eine zunehmende Rolle in der klinischen Alzheimer-
Diagnostik (Jack et al. 2018). Bereits auf makroskopischer Ebene ist eine kortikale Atrophie
zu erkennen, die besonders Frontal- und Temporallappen sowie Amygdala und
Hippocampus betrifft (Apostolova et al. 2012; Serrano-Pozo et al. 2011). Auf
mikroskopischer Ebene finden sich die Alzheimer-definierenden Verdnderungen:
Extrazellulire Plaques, bestehend aus [B-Amyloid (AB) kombiniert mit intrazelluliren
Neurofibrillen aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein (NFT: neurofibrillary tangles), die zu

Inflammation und Neurodegeneration fiihren (Nelson et al. 2011).
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1.3.1 Amyloid-Plaques

Die Amyloid-Plaques sind extrazellulire Anhaufungen von AB40- und AB42-Peptiden, die
aus einer gestorten Verarbeitung des Amyloid-Vorlauferproteins (APP: amyloid precursor
protein) durch B3- und y-Sekretasen gebildet werden (Kumar et al. 2015). Hierbei ist vor allem
die AB42-Form als Hauptbestandteil der Plaques fiir deren Bildung verantwortlich (Masters
et al. 2015). Die Plaques manifestieren sich vor allem im Isokortex, entstehen im Verlauf
aber auch im Hippocampus und im tbrigen Allokortex sowie schlief3lich im Cerebellum und
subkortikalen Strukturen (Braak und Braak 1991; Serrano-Pozo et al. 2011). Man
unterscheidet zwischen diffusen Plaques und solchen mit dichtem Kern; diese sog.
Neuritischen Plaques sind von dystrophischen Axonen sowie Astro- und Mikrogliose
umgeben und gelten daher als ausschlaggebend in der Alzheimer-Diagnose (Serrano-Pozo et
al. 2011; Holtzman et al. 2011; DeTure und Dickson 2019).

Galten die Amyloid-Plaques lange Zeit als Hauptausloser fir die Alzheimer-typischen
Symptome, werden sie heute cher als ein im Pathoprozess erst spit auftretendes
Kennzeichen der Krankheit verstanden (Selkoe und Hardy 2016). Der Fokus liegt heute
verstarkt auf l6slichen AB-Oligomeren (Shankar et al. 2008), die als friher und
entscheidender Akteur verschiedene zentrale Prozesse, wie die Tauopoathie (Quiroz et al.
2018), Inflammation (Forloni und Balducci 2018) und Neurodegeneration (Parker et al.

2019) in der Alzheimer-Pathogenese auslosen und verstirken (Hampel et al. 2021).

1.3.2 ‘Tau-Protein

Alzheimer ist nicht der einzige, aber doch der bekannteste Vertreter der Tauopathien, einer
Gruppe neurodegenerativer Krankheiten, bei denen das Tau-Protein eine zentrale Rolle
einnimmt (Orr et al. 2017). So erfordert die histopathologische Alzheimer-Diagnose neben
den Amyloid-Plaques intraneuronale Fibrillen aus filamentosen Tau-Proteinen (Hyman et al.
2012). Das Tau-Protein hat als regulierender Bestandteil der Mikrotubuli in menschlichen
und tierischen Zellen erheblichen Einfluss auf die Stitz- und Transportfunktion des
Zytoskeletts (Weingarten et al. 1975). Die bei Alzheimer auftretenden fehlgefalteten Tau-
Proteine sind hyperphosphoryliert und nicht mehr in der Lage an die Mikrotubuli im Axon
zu binden. Zu diesem Funktionsverlust kommt eine verstirkte Aggregationsneigung des
abnormalen Tau-Proteins. So bilden sich paarige helikale Filamente (PFH: paired helical
filaments), die wiederum Hauptbestandteil der NFT's sind (DeTure und Dickson 2019).

Obwohl der Stellenwert der NFT wie auch der Amyloid-Plaques weiter diskutiert wird,
zeigen viele Studien eine hohe Korrelation zwischen dem Ausmal} der NFT-Akkumulation

und der Schwere der demenziellen Symptome (Hyman et al. 2012; Suemoto et al. 2017).

1.3.3 Inflammation

Die chronische Entziindungsreaktion im Gehirn von Alzheimer-Patienten wird zunehmend

als dritte Sdule des pathologischen Prozesses betrachtet (Kinney et al. 2018). Amyloid-
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Ablagerungen und NFTs losen im umliegenden Parenchym Stress aus und aktivieren
Phagozyten im Gehirn, die Mikrogliazellen. Die Zellen migrieren in die Umgebung der
Lision und binden tber spezifische Rezeptoren l6sliche AB-Oligomere sowie AB-Fibrillen.
Durch diese zusitzliche Aktivierung kommt es zur Ausschittung von verschiedenen
proinflaimmatorischen Zyto- und Chemokinen durch die Mikroglia. Neben dieser
entziindungsférdernden Rolle kommt den Mikroglia-Zellen in der Alzheimer-Pathologie
allerdings auch noch eine protektive Funktion durch die Phagozytose von AB-Amyloid zu
(Heneka et al. 2015).

Daneben sind in der Entziindungsreaktion im Gehirn von Alzheimer-Patienten auch
Astrozyten beteiligt. Diese Zellen dienen normalerweise der Aufrechterhaltung der
Homdostase und Nahrstoffversorgung der Neurone. Sie werden vermutlich Gber Zytokine
von den Gliazellen aktiviert und verlieren dadurch zum Teil ihre protektiven und supportiven
Eigenschaften und wirken vermehrt neurotoxisch (Steele und Robinson, 2012; Liddelow et
al. 2017).

1.3.4 Neurodegeneration

Der Verlust kognitiver Leistungsfihigkeit im Prozess der Alzheimer-Erkrankung wird vor
allem auf den Untergang von synaptischen Verbindungen - und spiter Nervenzellen - im
Gebhirn zuriickgefiihrt (Terry et al. 1991; DeTure und Dickson 2019). Uber verschiedene, vor
allem Glutamat-Rezeptor-vermittelte, Signalwege fihren bereits im Frithstadium der
Erkrankung toxische AB-Oligomere in Verbindung mit der intrazelluliren Tauopathie zu
Schidigung und Funktionsverlust betroffener Synapsen (Overk und Masliah 2014); Forner
et al. 2017). Im Verlauf der Erkrankung fihrt dann vor allem die - tber die beeintrichtigten
Mikrotubuli - gestorte Transport- und Versorgungsfunktion zur Schidigung der Axone und
schlieflich zum Untergang ganzer Neurone. Die synaptische Schidigung weist innerhalb der
Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung die grof3te Korrelation mit den kognitiven
Verinderungen auf, tritt bereits in frithen Stadien der Erkrankung auf und wird deshalb fiir
die Entwicklung neuer Therapieansitze intensiv diskutiert (Jackson et al. 2019, Terry et al.
1991).

1.4 Amyloid-Hypothese

Die vor drei Jahrzenten entstandene Amyloid-Hypothese steht seit langer Zeit im Zentrum
der Forschung zur Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung (Hardy und Allsop 1991; Selkoe
1991). Die zunehmend weiterentwickelte Hypothese postuliert eine von der Akkumulierung
von B-Amyloid ausgehende Kaskade, die tber die Tau-Hyperphosphorylierung zu
neuronalen Schiden und schlieflich zur Ausbildung einer symptomatischen Alzheimer-
Demenz fuhrt. So kommt es, entweder durch Misssense-Mutationen im APP oder Prisenilin
1 und 2, bei der familidren Alzheimer-Erkrankung im Gehirn der Betroffenen zu einer

abnormen Erhohung der AB-Konzentration (Ballard et al. 2011; Bateman et al. 2011). Vor
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allem im limbischen System fihren zunichst vermutlich die 16slichen AB-Oligomere zu
Beeintrichtigungen der synaptischen Aktivitat. Im Fortschreiten der Erkrankung bilden sich
Amyloid-Plaques, die ihrerseits die Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten anregen. Im
Rahmen dieser Inflammationsreaktion entstehen oxidativer Stress und eine gestorte
Homo&ostase im Umfeld der Plaques, was die synaptische Aktivitit weiter einschrinkt und
die Nervenzellen schidigt. Dartiber hinaus induzieren AB und das verdnderte biochemische
Milieu eine vermehrte Phosphorylierung des intrazelluliren Tau-Proteins und damit die
Entstehung von NFTs. All diese Effekte zusammen bewirken schlief3lich eine irreversible
Schidigung der synaptischen Funktion bis hin zum Untergang von Nervenzellen und
erzeugen somit das entscheidende pathologische Korrelat der klinischen Alzheimer-
Symptome (Selkoe und Hardy 2010).

Die derzeitige Konzeptualisierung der Amyloid-Hypothese, nach der eine deterministische
Kette von Ereignissen von der Amyloid-Ablagerung tber Tau-Ablagerung zu
Neurodegeneration und fortschreitender kognitiven Beeintrichtigung fihrt, passt vor allem
zur autosomal dominanten Alzheimer-Demenz (AD) und weniger zur sporadischen AD.
Hier ist ein probabilistisches Modell der AD in Entstehung, in dem drei Varianten der
Alzheimer-Krankheit (autosomal dominante Alzheimer-Krankheit, APOE e4-bedingte
sporadische AD und APOE e4-unverwandte sporadische AD) unterschieden werden, bei
denen der Amyloid-Kaskade weniger Bedeutung wund stochastischen Faktoren
(Umweltexposition und Gene mit geringerem Risiko)  ein zunehmendes Gewicht
beigemessen werden (Frisoni et al. 2022). Der erbliche Anteil an der Krankheitsentstehung
wird bei der sporadischen Form auf 58%-79% geschitzt (Sims et al. 2020).

1.5 Genetik

Neben der wesentlich hdufigeren sporadischen Form der Alzheimer-Erkrankung, gibt es
auch eine autosomal-dominant vererbte familidire Form. Die hierfir verantwortlichen
Mutationen finden sich vor allem in drei mal3geblich am AB-Metabolismus beteiligten
Genloki: auf den Genen fiir das Amyloid Vorlaufer-Protein (APP) sowie fiir Prisenilin 1 und
2 (PSEN1, PSEN2) (Pimenova et al. 2018). Das APP ist ein membranstindiges
Glykoprotein, dessen Funktion bis heute nicht vollstindig verstanden ist (Cho et al. 2022).
Ihm werden unter anderem eine Rolle in der Synaptogenese und Zelladhision zugeschrieben.
Von besonderem Interesse aber ist es als Bestandteil der Amyloid-Hypothese der Alzheimer-
Erkrankung als Vorstufe des 3-Amyloids (Thinakaran und Koo 2008). Beim Abbau des APP
trennen zunachst die a- (non-amyloidpathway) oder B- (amyloidpathway) Sektretase einen Grof3teil
des extrazelluliren APPs ab und anschlieBend schneidet die y-Sekretase das APP im
transmembran-Abschnitt (an Position 40 oder 42). Erfolgte der erste Schnitt durch die §-
Sektretase, entsteht hierbei nun das AB-Peptid (Abbildung 1).
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Erstmalig in einen kausalen Zusammenhang mit der Alzheimer-Krankheit gebracht wurde
das APP 1991 durch die Entdeckung der London-Mutation (Goate et al. 1991). Diese
Mutation an der Schnittstelle fir die y-Sekretase erhoht vor allem das Entstehen von AB42
und verschiebt das AB42/AB40-Verhiltnis zugunsten des toxischeren AB42 (Hetl et al. 2009;
De et al. 2001). Heutzutage sind etwa 50 verschiedene Mutationen auf dem APP-Gen
bekannt, welche die Pathogenese der Alzheimer-Demenz in unterschiedlichem Mal3e
beférdern (Dai et al. 2018). Bedingt durch die Lage des APP-Gens auf dem Chromosom 21
fihrt die Chromosomenanomalie Trisomie 21 ab dem Alter von 40 Jahren bei den
betroffenen Menschen zu Amyloid-Ablagerungen und im steigenden Alter auch zu einem
stark erhohten Risiko einer demenziellen Entwicklung (Lott und Head 2019). Prisenilin 1
und 2 wiederum sind katalytische Bestandteile der y-Sekretase, die das APP am entstehenden
C-terminalen Ende zu A spaltet. Vor allem auf dem PSEN1-Gen sind iiber 200 Alzheimer-
relevante Mutationen bekannt, die ebenfalls zu einem vermehrten Anfallen von AB42 fihren
(De Strooper et al. 1998; De Strooper et al. 2012). Deutlich seltener sind Mutationen auf
dem PSEN2-Gen (weniger als 40 bekannt), zudem weisen die betroffenen Patienten einen
spateren Krankheitsausbruch sowie ein langsameres Fortschreiten der Erkrankung
gegeniiber Trigern von PSEN1-Mutationen auf (Dai et al. 2018). Insgesamt ist bei der
autosomal-dominanten Form der Alzheimer-Demenz der Krankheitsbeginn in einem
friheren Lebensalter als bei der sporadischen Form: Das durchschnittliche Alter fiir den
Symptombeginn liegt bei 45-60 Jahren fur APP-Mutationen, 35-55 Jahren fur PSEN1- und
45-65 Jahren bei PSEN2-Mutationen (Frisoni et al. 2022). Diese Gruppe der Alzheimer-
Erkrankungen wird daher auch als early onset Alzheimer’s disease (EOAD) bezeichnet.
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Abbildung 1: Prozessierung des amyloid precursor protein: (A) Das APP wird im transmembran-

Abschnitt durch die y-Sekretase an Position 40 oder 42 geschnitten. (B) Im non-amyboidpathway erfolgt die

Spaltung am N-terminalen Ende durch die a-Sekretase und es entstehen die extrazelluldr leicht abzubauenden

Fragmente sAPPa und p3. (C) Im amyloidpathway hingegen erfolgt die Prozessierung durch die 3-Sekretase und

es entstehen AB-Fragmente. Erstellt nach LaFerla et al. (2007).
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1.51 ApoE

Der wichtigste bekannte genetische Risikofaktor fiir die sporadische Alzheimer-Form ist das
e4-Allel des Apolipoproteins E (ApoE) (Corder et al. 1993; Poirier et al. 1993). Das ApoE
wird im ZNS von verschiedenen Zellen, vor allem von Astrozyten und Mikroglia sowie in
geringerem Ausmall von Neuronen, exprimiert und wirkt auf unterschiedliche
Stoffwechselprozesse, wie den interzelluliren Lipidtransport und die synaptische
Homoéostase (Belloy et al. 2019).

Die Wirkung von ApoE-e4 auf die Alzheimer-Pathogenese ist noch nicht vollstindig
verstanden, wird aber mal3geblich auf seinen exzitatorischen Einfluss auf die B-Amyloid-
Ablagerung zurtickgefithrt (Yu et al. 2014). Dieser Zusammenhang konnte mit moderner
Amyloid-PET sowohl bei Alzheimer-Patienten als auch durch erhéhte Amyloid-
Ablagerungen bei gesunden Trigern des e4-Allels nachgewiesen werden (Fleisher et al. 2013).

1.6 Diagnostik

Wie zuvor beschrieben, beginnt der pathophysiologische Prozess der Alzheimer-Erkrankung
lange Zeit vor ihrer klinischen Manifestation. Da zu diesem Zeitpunkt bereits irreversible
Schidigungen entstanden sind, ist die frithzeitige Diagnostik fiir eine mégliche Therapie

essenziell.

Die klassische Diagnostik der Alzheimer-Erkrankung erfolgt klinisch durch (Fremd-)
Anamnese, standardisierte kognitive Tests oder eine neuropsychologische Untersuchung
(McKhann et al. 2011). In der klinischen Praxis kommen hier zunichst zeitbkonomische
Kurztests, wie der Mini-Mental-Status-Test (MMST) oder der Demenz-Detection-Test
(DemTect) zum Einsatz (Leitlinie ,,Demenzen® 2016). In einer Metaanalyse zu Studien im
auflerklinischen Umfeld und in der Primirversorgung erreichte der MMST eine Sensitivitit
von 87% und Spezifitit von 82% (Creavin et al. 2010).

Seit einigen Jahren ruckt allerdings zunehmend die Biomarker-basierte Diagnostik mittels
Liquordiagnostik sowie Magnetresonanztomoghraphie(MRT)- und PET-Bildgebung in den
Fokus (Jack et al. 2018). In der Klinik bieten diese die Chance einer fritheren
Diagnosestellung in der priklinischen Phase und eine verbesserte Differentialdiagnose der
verschiedenen Demenz-Ursachen. In der Forschung helfen sie, das Verstindnis der
ursichlichen pathologischen Prozesse zu vertiefen, was zur Entwicklung neuer

Therapieansitze unerlisslich ist.

Die A/T/N-Klassifikation umfasst hierbei drei Kategorien von Biomarkern, die wesentliche
histopathologische Merkmale der Alzheimer-Erkrankung widerspiegeln: Amyloid-8 (A),
Tau-Protein  (T) und Neurodegeneration (N) (Jack et al. 2016). Neben
Konzentrationsbestimmungen von Amyloid § und Tau im Liquor (Molinuevo et al. 2018;

Kokkinou et al. 2021) kommt hier der modernen Bildgebung mit MRT und vor allem der
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PET eine besondere Bedeutung zu (Serensen et al. 2017; Jack et al. 2018; Lee et al. 2019; Del
Sole et al. 2016; Chételat et al. 2020).

Die zentralen Biomatker nach der A/T/N-Klassifikation sind in der Liquordiagnostik
Marker far AB42 (A), p-tau (phosphoryliertes tau) (T) und t-tau (foa/ tan) (N). Sie kommen
in der klinischen Praxis bereits weitverbreitet zum Einsatz, etwa zur Differenzialdiagnose
eines Demenzsyndroms, zur Prognoseerstellung oder zum Einschluss von Probanden in der
priklinischen Phase der Erkrankung (Molinuevo et al. 2018; Kokkinou et al. 2021).

Die Einsatzmdglichkeiten von Liquoruntersuchungen und PET in der Alzheimer-
Diagnostik tiberschneiden sich, weisen aber auch Unterschiede auf (Zetterberg und Bendlin
2021). Wahrend sowohl Liquoruntersuchungen als auch die PET eine Amyloid-Belastung
valide detektieren, zeigen sich leichte Vorteile der Bildgebung (Leuzy et al. 2015; Ceccaldi et
al. 2018; Ramusino et al. 2020). Zudem erlaubt die PET anders als die Liquordiagnostik die
Erfassung von Ort und Ausmal} der AB-Belastung und somit ein besseres Staging und
mogliches Therapie-Monitoring (Chételat et al. 2020). Dartiber hinaus ist die PET als nicht-
invasives Verfahren sicherer als die Lumbalpunktion zur Liquorgewinnung (Chételat et al.
2020). Vorteile der Liquoruntersuchung liegen etwa in der breiten Verfiigbarkeit und

Kosteneffizienz.

1.7 Die PET in der Alzheimer-Diagnostik

Die funktionelle Bildgebung mittels PET baut in der Alzheimer-Diagnostik vor allem auf
etablierte Marker der Amyloid-Belastung (A) und Neurodegeneration (N), wihrend neue
Tau-Tracer noch nicht klinisch etabliert werden konnten (Jack et al. 2018).

1.7.1 Technische Grundlagen der PET/MRT

Die PET ist ein in den 1970er Jahren entwickeltes Verfahren zur Erzeugung funktioneller
Schnittbilder lebender Organismen mithilfe radioaktiv markierter Substanzen, die somit
Rickschliisse tiber deren Verteilung im Korper und ihre Beteiligung an biochemischen

Stoffwechselprozessen erlaubt (Ter-Pogossian et al. 1975).
Die physikalische Grundlage der Bildgebung (Abbildung 2) ist der *-Zetfall und die damit

einhergehende Emission von Positronen durch ein Radionuklid. Trifft ein Positron auf ein
Elektron — im biologischen Gewebe also in unmittelbarer Nachbarschaft zum Ort der
Emission — kommt es zur sog. Annihilation: Das Positron und Elektron werden in zwei
energiereiche Photonen umgewandelt, die in exakt entgegengesetzter Richtung
auseinanderstreben. Durch ringférmig angeordnete Detektoren kann mithilfe der zeitlichen
Verteilung einer Messung zweler sich exakt gegentberiiberliegender Detektoren
(Koinzidenz-Registrierung) eine genaue Lokalisation des Radionuklids im untersuchten

Korper errechnet werden (Ollinger und Fessler 1997).


https://de.wikipedia.org/wiki/Betastrahler
https://de.wikipedia.org/wiki/Betastrahler
https://de.wikipedia.org/wiki/Betastrahler
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Abbildung 2: Funktionsweise der PET schematisch dargestellt: Die Positronen-Emission durch das
Radiopharmakon (Tracer) 16st in unmittelbarer Nachbarschaft eine Annihilationsreaktion aus. Dadurch werden
zwei Photonen in exakt entgegengesetzter Richtung freigesetzt. Mit ringférmig angeordneten Detektoren kann
durch die Koinzidenz-Registrierung zweier Photonen die Lokaliastion des Radiopharmakons im untersuchten

Organismus erfolgen. Erstellt nach Cherry und Dahlbom (2000).

Zur Untersuchung spezifischer Stoffwechselprozesse wird ein Radionuklid mit einer
entsprechenden Trigersubstanz zu einem Radiopharmakon bzw. Tracer gekoppelt. Das im
PET meistverwendeten Radiopharmakon "F-Fluordesoxyglucose (*F-FDG) ist ein
Glukoseanalogon, bei dem das Radionuklid **F, ein Isotop des Fluors, die Hydroxygruppe
an Position-2 der Glukose mittels nukleophiler Substitution ersetzt (Yu 2006). "F-FDG hat
in der PET-Diagnostik einen hohen Stellenwert zur Frithdetektion von Tumoren, die
gegeniiber gesundem Gewebe einen erhéhten Glucose-Umsatz aufweisen. Aber auch zur
Messung des zerebralen Glukosemetabolismus kann ""F-FDG verwendet werden. (Gambhir
et al. 2001; Kadekaro et al. 1985). Ohne die Hydroxygruppe an Position-2 kann FDG im
Koérper zudem nicht vollstindig metabolisiert werden, was zu einer Akkumulation in den
Zellen fihrt (metabolic trapping) und die Bildgebung erleichtert (Gallagher et al. 1978). Vor
allem Biomarker der Neurodegeneration wie FDG sowie solche des Amyloid-Loads sind
bereits etablierte Instrumente in der klinischen Alzheimer-Diagnostik, die sich in ihrer
Aussagekraft erginzen (Chételat et al. 2020; Rice und Bisdas 2017).


https://de.wikipedia.org/wiki/Fluordesoxyglucose
https://de.wikipedia.org/wiki/Liste_der_Isotope/bis_Ordnungszahl_10#9_Fluor
https://de.wikipedia.org/wiki/Liste_der_Isotope/bis_Ordnungszahl_10#9_Fluor
https://de.wikipedia.org/wiki/Liste_der_Isotope/bis_Ordnungszahl_10#9_Fluor
https://de.wikipedia.org/wiki/Liste_der_Isotope/bis_Ordnungszahl_10#9_Fluor
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Die Kombination aus PET und MRT, also die PET/MRT, bietet sich als geeignetes
bildgebendes Verfahren in der Alzheimer-Diagnostik an. Wihrend die MRT eine etablierte
Methode zur Erstellung von anatomischen Schnittbildern menschlichen und tierischen
Gewebes ist, werden durch die PET zusitzlich die Moglichkeiten der funktionellen
Bildgebung, also der Darstellung physiologischer und biochemischer Prozesse, genutzt. Fiir
diese sequenzielle Hybridbildgebung ist es nétig die PET- und MRT-Bilder zur Auswertung
mit einer geeigneten Software zu fusionieren. So kommt es je nach Lokalisation des PET-
Tracers im Korper und der Dichte des umliegenden Gewebes zu einer unterschiedlichen
Absorption oder Streuung der Photonen auf dem Weg zu den Detektoren. Daher werden
die morphologischen Informationen des MRT-Bildes genutzt, um die nach der Fusion mit
dem PET-Bild die exakte Lokalisation im Gewebe und eine Schwichungskorrektur fir die
Photonoenabschwichung zu errechnen, was die Quantifizierungsgenauigkeit erheblich

steigert (Stegger und Ruhlmann 2014).

1.7.2 ®F-FDG-PET

Den zentralen Diagnoseparameter der Neurodegeneration stellt die ""F-FDG-PET dar: Die
verringerte Aufnahme von radioaktiv markierter Glukose (Abbildung 3) zeigt hier reduzierte
synaptische Aktivitit bzw. den Untergang von Nervenzellen an. Gerade in der
Frihdiagnostik der Alzheimer-Erkrankung ist die PET so klinischen Tests tberlegen
(Landau et al. 2011): Der Zeitpunkt der Diagnosestellung mithilfe klinischer Symptome fallt
in der Regel in ein Stadium der Erkrankung, dem viele Jahre irreversibler Pathogenese
vorausgehen. Fur moégliche effektive Therapien ist daher eine moglichst frithe Diagnose
ausschlaggebend sowie die Unterscheidung der Alzheimer-Demenz gegentber dem MCI
und anderen Demenz-Ursachen (Librizzi et al. 2021). So gehen der klinisch manifesten
Alzheimer-Erkrankung  frihzeitige Verinderungen des Glukosemetabolismus —in
spezifischen Hirnarealen, zuvorderst im parieto-temporalen Kortex sowie in der Pars
posterior des Gyrus cinguli, voraus, die mithilfe der FDG-PET dargestellt werden kénnen
(Mosconi 2013). Damit erreicht die FDG-PET eine hohe Voraussagekraft fir die
Entstehung einer Alzheimer-Demenz (Caminiti et al. 2018). Dartber hinaus ist die
longitudinale Verlaufskontrolle, etwa bei (pri-)klinischen Therapiestudien, eine wichtige
Anforderung in der Forschung, welche die FDG-PET erfiillen kénnte (Ossenkoppele et al.
2012; Ou et al. 2019). Auch in der Diagnosesicherheit konnte eine weitere Stirke der FDG-
PET gezeigt werden: Es erreicht in der Unterscheidung zu einer gesunden Kontrollgruppe
eine Sensitivitit von 90 % und Spezifitit von 89 % und auch gegeniiber anderen
Demenzformen und dem MCI eine Sensitivitit von 92 % und Spezifitit von 78 % (Bloudek
et al. 2011).
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Abbildung 3: 8F-FDG-PET in der menschlichen Alzheimerdiagnostik (A-C) Die physiologische FDG-
Anreicherung im Gehirn eines gesunden Probanden in der Transversal- Koronar- und Sagittalebene. (D-F)
Bereits visuell ist eine deutlich verringerte FDG-Aufnahme in den entsprechenden Bildern eines Alzheimer-
Patienten zu sehen. (Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von PD Dr. C. Bouter, Abteilung fiir
Nuklearmedizin, UMG)

1.7.3 Amyloid-PET

Neben der FDG-PET steht mit der Amyloid-PET auch fir den zerebralen Amyloid-Load
ein zuverldssiges Werkzeug der Alzheimer-Diagnostik zur Verfiigung, dessen Nutzen
insbesondere in der Friherkennung prisymptomatischer Patienten und dem Ausschluss von
anderen Demenz-Ursachen liegt (Villemagne et al. 2011; Ferrari et al. 2019). Auch in der
Diagnoseabsicherung zeigt sich die Zuverldssigkeit der Amyloid-PET, die eine hohe
Ubereinstimmung mit der pathologischen Diagnosebestitigung post mortem aufweist (Clark et
al. 2012).

Die junge Erfolgsgeschichte der Amyloid-PET nahm ihren Anfang mit dem prinzipiellen
Nachweis der iz vivo-Bildgebung von Amyloid-Ablagerungen mithilfe des PET-Tracers ''C-
Pittsburgh  Compound B  (PiB), ecinem Derivat des Benzothiazol-basierten
Fluoreszenzfarbstoffs Thioflavin-T, der in post mortem Studien der Alzheimer-Pathologie
breite Anwendung findet (Klunk et al. 2004). Wahrend PiB den in post mortemr Analysen
gefundenen Plaque-Load im Gehirn von Alzheimer-Patienten bereits addquat abbildete,
fihrte vor allem die eingeschrinkte Verfugbarkeit von PiB (bedingt durch die kurze
Halbwertszeit des ''C-Radionuklids von 20 Minuten) zur Entwicklung neuer Amyloid-
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Tracer. Also solche Tracer der zweiten Generation kommen heute mit Florbetaben (**F-
FBB) (Rowe et al. 2008), Florbetapir (Wong et al. 2010) und Flutemetamol (Serdons et al.
2009) vor allem drei mit Fluor-18 ('*F) markierte Radiopharmaka (Halbwertszeit 110
Minuten) in der Alzheimer-Diagnostik und -Forschung zum Einsatz (Villemagne et al. 2017).
Alle drei zeigen ein vergleichbares Bindungsverhalten zu PiB (Johnson et al. 2013) und eine
robuste Unterscheidung zwischen Alzheimerpatienten und gesunden Kontrollgruppen
(Barthel et al. 2011; Vandenberghe et al. 2010; Clark et al. 2011).

Neben der Bedeutung in der Frithdiagnostik ist auch die Moglichkeit der longitudinalen
Beobachtung fiir die Alzheimer-Forschung von zentralem Interesse. So konnten
insbesondere mit dem 18F-Florbetaben-Tracer in einzelnen Studien hohe Priadikationswerte
(Sensitivitit: 100%, Spezifitit: 83%) fiir den Ubergang von einem MCI zu einer Alzheimer-
Demenz erreicht werden (Martinez et al. 2017). Besonders in der Prognosestellung ist die
FDG-PET der alleinigen Amyloid-PET jedoch tberlegen, sodass die beiden Modalititen
sich erginzen und koordiniert eingesetzt werden sollten (Iaccarino et al. 2019; Chételat et al.
2020).

1.8 Therapie

Bis heute gibt es keine kausale Therapie der Alzheimer-Erkrankung. Fiir die symptomatische
Therapie sind in Deutschland die drei Acetylcholinesterase-Hemmer Donepezil, Galantamin
und Rivastigmin sowie der NMDA-Rezeptor-Antagonist Memantin zugelassen (Leitlinie
,Demenzen" 2016).

Acetylcholin ist als Neurotransmitter im Gehirn an vielen wichtigen Funktionen wie
Gedichtnis, Aufmerksamkeit und Lernen beteiligt. Umgekehrt wurde eine Beeintrichtigung
des cholinergen Systems schon frih mit Einschrinkung dieser kognitiven Funktionen in
Verbindung gebracht (Bartus et al. 1982; Mesulam 2013; Davies und Maloney 1976). Auch
in Bezug auf die Alzheimer-Pathogenese wurde die sogenannte Cholinerge Hypothese
erarbeitet, die die Wirkung von A auf die Acetylcholinausschiittung bis hin zur Schidigung
von Synapsen und den Untergang cholinerger Neurone in Zusammenhang bringt (H.
Ferreira-Vieira et al. 2016; Hampel et al. 2018). Obwohl bereits frih eine
Symptomverbesserung mit cholinergen Medikamenten erreicht werden konnte (Summers et
al. 1986), beschrinkt sich die Evidenz nur auf leichte bis mittelschwere Alzheimer-
Demenzen, zudem bleibt eine kausale Wirkung aus. Die verfiigbare Konzentration von
Acetylcholin im synaptischen Spalt wird durch die Hemmung der Acetylcholinesterase
erhoht, was zu einer Verbesserung der kognitiven Leistungsfihigkeit fithrt und auch fir den
Krankheitsverlauf relevant ist, indem es etwa die Zeit bis zu einer notwendigen
Pflegeunterbringung erhdht (Wattmo et al. 2011). Letztendlich aber wird die Progredienz der

Alzheimer-Erkrankung nicht aufgehalten.



Einleitung 14

Eine neurotoxische Wirkung des AB wird auch auf die dauerhafte Glutamat-vermittelte
Erregung an NMDA-Rezeptoren zuriickgefihrt und es gibt Hinweise auf eine
Beeintrichtigung der Langzeitpotenzierung(LTP)/neuronalen Plastizitit durch diese
unphysiologische dauerhafte Exzitation. Memantin wirkt dem als nichtkompetitiver
Rezeptorantagonist entgegen, ohne dabei die physiologische Funktion zu beeintrichtigen
(Parsons et al. 2007). In der Cochrane-Metaanalyse von 2019 wurde ein kleiner positiver
Effekt von Memantin auf die klinische Symptomatik bei moderater bis schwerer Alzheimer-
Demenz festgestellt, allerdings keine Veranderung bei leichter Demenz (McShane et al.
2019).

Daneben kann laut der S3-Leitlinie bei leichter bis mittelgradiger Alzheimer-Demenz auch
eine Therapie mit Ginkgo Biloba EGb 761 erwogen werden; eine Cochrane-Metaanalyse
bezeichnet die Studienlage zur Wirksamkeit allerdings als inkonsistent und uneindeutig (Birks
und Evans 2009).

Das eigentliche Ziel der Alzheimer-Forschung besteht indes in der Entwicklung sogenannter
krankheitsmodifizierende Therapien (DMT, disease modifying therapy), die tatsichlich Einfluss

auf die neuropathologischen Ursachen der Erkrankung nehmen.

Bisherige Ansitze fokussierten sich dabei auf die aktive und passive Immunisierung zur
Amyloid-Beseitigung und Hemmstoffe der - und y-Sekretasen. Phase-3-Studien mit
monoklonalen anti-AB-Antikérpern, wie Bapineuzumab und Solanezumab zeigten allerdings
keine klinische Besserung bei den Probanden (Salloway et al. 2014; Doody et al. 2014).

Obwohl in den letzten zehn Jahren mehr als 200 Forschungsprojekte mit DMTs keinen
Erfolg brachten, sind viele weitere Ansitze in der Entwicklung; darunter 28 Substanzen in
Phase-3-Studien, die vermehrt auch moderne Biomarker als Einschlusskriterien oder

Verlaufsparameter nutzen (Yiannopoulou und Papageorgiou 2020; Cummings et al. 2021).

Zuletzt sorgte die umstrittene Zulassung des anti-amyloiden monoklonalen Antikorpers
Aducanumab durch die US-amerikanische Arzneimittelbehérde FDA (2021) aufgrund
widersprichlicher Ergebnisse in zwei Phase-3-Studien fiir Aufsehen (Knopman et al. 2021).
Die, allerdings nur in einer der Studien gezeigte, signifikante Verlangsamung des kognitiven
Abbaus erachtete die Europiische-Arzneimittel-Agentur EMA als nicht ausreichend, um die
Risiken und Nebenwirkungen der Therapie mit Aducanumab aufzuwiegen und verhinderte

damit die Zulassung in Europa und Deutschland.

Eine hdufige Erklirung fiir die Fehlschlidge der bisherigen Therapie-Forschung betont den
Zeitpunkt des Behandlungsbeginns. Die Erkenntnisse zum Pathomechanismus der
Alzheimer-Erkrankung legen nahe, dass wesentliche Ursachen der klinischen Symptome, wie
die synaptische Schidigung, schon lange vor dem Auftreten der typischen Alzheimer-
definierenden Phinomene, wie Plaque-Formation und NFT-Bildung, ablaufen und
irreversible Schiadigungen der Neurone zum Zeitpunkt des Behandlungsbeginns nicht mehr

ruckgingig gemacht werden kénnen (Yiannopoulou und Papageorgiou 2020).
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Vor diesem Hintergrund fordern Institutionen wie das National Institute on Aging and the
Alzheimer’s Association (NIA-AA) und die FDA bei den Rahmenbedingungen fiir
zukiinftige Alzheimer-Forschung den Einsatz neuerer Biomarker wie der Amyloid-PET
(Nanda 2019; Jack et al. 2018). So konnte das Verstindnis des Verhaltens von Amyloid-
Belastung in frithen Stadien der Erkrankung zu einem besseren Krankheitsverstindnis
fihren; zudem ist eine Frithdiagnostik fur kiinftige Wirkstoffstudien essenziell, um Patienten
in diesen Stadien einzuschlieBen und den Therapieverlauf zu tberwachen (Scheltens et al.
2010).

SchlieBlich riicken auch anti-inflammatorische Substanzen zunehmend ins Interesse der
Forschung. Grund dafiir sind neben den Erkenntnissen tber die entziindliche Komponente
am pathologischen Prozess der Alzheimer-Erkrankung auch die Entdeckung eines positiven
Effekts der Langzeit-Einnahme von NSAR auf das Erkrankungsrisiko (McGeer et al. 2010).

Bis dahin bleiben supportive care und Psychoedukation, wie etwa die Schulung Angehdériger,
Schwerpunkte der Alzheimer-Behandlung.

1.9 Cannabidiol (CBD)

Das  nicht-psychoaktive ~ Phytocannabinoid = Cannabidiol (CBD) ist, nach 9-
Tetrahydrocannabinol (THC), der vermutlich bekannteste Wirkstoff der Cannabis-Pflanze
(Cannabis sativa). Obwohl Cannabis im Rahmen von traditionellen Heilverfahren schon seit
tausenden Jahren verwendet (Abel 2013) und CBD bereits 1940 erstmals isoliert wurde
(Adams et al. 1940), riickt die Substanz erst seit einigen Jahren als Wirkstoff ins Interesse der
medizinischen Forschung (Devinsky et al. 2014; Mecha et al. 2013; Patra et al. 2019).

Insbesondere durch seine anti-inflammatorischen, anti-oxidativen und neuroprotektiven
Effekte eroffnet sich ein weiter Raum an méglichen therapeutischen Effekten von CBD auf
neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer (Zuardi 2008; Burstein 2015; Watt und Karl
2017).  Seit  einigen  Jahren  werden  die  moglichen  pharmazeutischen
Anwendungsméglichkeiten von CBD und anderen Cannabinoiden weitriumig erforscht
(Atalay et al. 2019; Lim et al. 2017). So konnten positive Effekte auf unterschiedliche
Krankheitsbilder - von diabetischer Neuropathie (Jesus et al. 2019) iber psychiatrische
Erkrankungen (Leweke et al. 2016; Crippa et al. 2011) und Epilepsie (Klein et al. 2017) bis
hin zu neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson (Chagas et al. 2014) -
gefunden werden. Zusammen mit dem gunstigen Nebenwirkungsprofil (Iffland und
Grotenhermen 2017) gibt es begriindeten Anlass zur Hoffnung auf zukiinftige CBD-basierte
Therapiemoglichkeiten.
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1.9.1 Das Endocannabinoidsystem

Das Endocannabinoidsystem ist ein aus verschiedenen Rezeptoren und Botenstoffen
bestehendes Signalsystem, das im menschlichen Organismus an den verschiedensten

Organen und insbesondere im ZNS komplexe regulatorische Aufgaben einnimmt.

Als erster Bestandteil dieses Systems wurde vor etwa 30 Jahren der Cannabinoidrezeptor-1
(CB1) identifiziert (Devane et al. 1988; Matsuda et al. 1990). Wenig spiter kam der
Cannabinoidrezeptor-2 (CB2) hinzu (Munro et al. 1993). Obwohl beide, als G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, ahnlich aufgebaut sind, iibernehmen sie im Koérper unterschiedliche
Funktionen. Waihrend der CB1-Rezeptor vor allem im ZNS auftritt, ist der
Hauptexpressionsort des CB2-Rezeptors das Immunsystem; neben etwa der Milz als
sekundar lymphatischem Organ, auch in den Mikroglia-Zellen des Gehirns (Pagotto et al.
20006). Daneben sind noch eine Vielzahl an weiteren Rezeptoren, wie der Vanilloid Rezeptor
1 (TRPV1) oder die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR), als
Ansatzpunkte fiir Cannabinoide bekannt (Bouaboula et al. 2005; Zygmunt et al. 1999).

Als korpereigene Liganden dieses Systems dienen verschiedene Endocannabinoide. Die
ersten entdeckten und meist erforschten Endocannabinoide sind die Arachidonsiurederivate
N-Arachidonylethanolamid (Anandamid) (Devane et al. 1992) und 2-Arachidonylglycerol (2-
AG) (Mechoulam et al. 1995). Zwar wirken beide agonistisch an CB1 und CB2, Anandamid
allerdings mit einer deutlich geringeren Effektstirke (Pertwee et al. 2010). Das fihrt dazu,
dass Anandamid in einer Umgebung geringer Rezeptordichte die Wirkung von 2-AG auch
antagonisieren kann (Gonsiorek et al. 2000). Als Fettsdurederivate kénnen beide Liganden
in wenigen Schritten direkt an der Zellmembran gebildet und freigesetzt werden. Im ZNS
geschiecht dies hdufig in der Postsynapse, sodass ihnen im Zusammenspiel mit dem
prasynaptischen CB1-Rezeptor eine wichtige Rolle als retrograde synaptische Botenstoffe
zugeschrieben wird (Kano et al. 2009).

Uber verschiedene Effekte wie DSI/DSE (depolarization-induced suppression of excitation |
inbibition) und die Langzeitpotenzierung wird dem Endocannabinoidsystem somit ein

erheblicher Einfluss auf die neuronale Plastizitit zugeschrieben (Kano et al. 2009; Castillo et
al. 2012; Lu und Mackie 2016).

1.9.2 CBD und Alzheimer

Die potenziellen therapeutischen Méglichkeiten von CBD auf die Alzheimer-Erkrankung
sind aufgrund der vielfiltigen Signalwege und Wirkorte des Endocannabinoid-Systems noch
lingst nicht umfassend verstanden. Erste vielversprechende Ergebnisse machen weitere
Forschung in dem Gebiet aber unumginglich. So konnten bereits positive Effekte von CBD
auf die drei zentralen pathologischen Prozesse der Alzheimer-Krankheit gezeigt werden: AB-

Ablagerung, Tauopathie und Inflammation (Xiong und Lim 2021; Li et al. 2020).
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Der aufgrund der diversen anti-inflaimmatorischen und anti-oxidativen FEigenschaften
naheliegende erste Ansatzpunk von CBD in der Alzheimer-Pathologie ist sein
entziindungshemmendes Potenzial (Cassano et al. 2020). Dieser Effekt konnte bereits 2007
in vivo durch eine Inhibition der A-induzierten Inflammation anhand reduzierter
Entziindungsparameter wie GFAP, IL-1f und die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase
iINOS nachgewiesen werden (Esposito et al. 2007). Als Signalweg wurde spiter die Bindung
von CBD an PPARY identifiziert, iber den CBD auch die Neurogenese im Hippocampus
AB-geschidigter Ratten anregt (Esposito et al. 2011). Diese intrazelluliren Peroxisom-
Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) sind als Liganden-aktivierte
Transkriptionsfaktoren an verschiedenen Stellen des physiologischen Fettstoffwechsels
beteiligt (Michalik et al. 20006); vor allem die Subformen PPARx und PPARY kénnen aber
auch, nach Aktivierung durch Cannabinoide, analgetische, anti-inflammatorische und
neuroprotektive Wirkungen entfalten (O'Sullivan 2007; O'Sullivan 2016). Ebenfalls iber
PPARy wirkt CBD der AB-induzierten Reduktion in der LTP entgegen (Hughes und Herron
2019).

Wihrend die beiden Cannabinoid-Rezeptoren CB1 und CB2 als Hauptansatzpunkt des
psychoaktiven THCs bekannt sind, ist die Wirkung von CBD aufgrund seiner geringen
Affinitit an diesen Rezeptoren zum Teil noch unklar (Mechoulam et al. 2014; Petrocellis und
Di Marzo 2010). CBD kann an diesen Rezeptoren als inverser Agonist sogar antagonistisch
und somit Giber CB2 mdglicherweise anti-inflammatorisch wirken (Dash et al. 2021; Lunn et
al. 2006; Thomas et al. 2007).

Daneben wirkt CBD aber auch an eciner Reihe anderer Rezeptoren, etwa anti-
inflammatorisch, analgetisch und antipsychotisch iiber den Vanilloid Rezeptor 1 (TRPV1)
(Costa et al. 2004). Auch als Angriffspunkt in der Tauopathie spielt TRPV1 eine Rolle, da
dessen Aktivierung durch CBD tber die inhibierte Transkription von verschiedenen Kinasen
(GSK-3B, CMK und MAPK) zu einer Reduktion von hyperphosphoryliertem Tau fithren
kann (Libro et al. 2016). Dartiber hinaus konnte 7z vitro gezeigt werden, dass CBD tber
TRPV1 auch in die Amyloid-Kaskade eingreifen kann, indem es den nicht-amyloiden Abbau
von APP durch erhohte Transkription der o-Sekretase fordert und gleichzeitig die

Transkription der B- und y-Sekretasen herunterreguliert (Libro et al. 2016).

Ein weiterer Baustein im Endocannabinoidsystem ist der G-Protein-gekoppelte Rezeptor
GPR55 (Ryberg et al. 2007). Cannabidiol bindet als Antagonist an GPR55 (McPartland et al.
2015) und kann so anti-inflammatorisch auf die Mikroglia im ZNS wirken (Saliba et al. 2018).

Seine neuroprotektive Wirkung entfaltet CBD auch als Agonist am G-Protein-gekoppelten
Serotonin Rezeptor 5-HT1TA (Russo et al. 2005). Diese Rezeptoren finden sich in der pri-
und postsynaptischen Membran an verschiedenen Bereichen des Gehirns, mit besonderer
Ausprigung in Hippocampus und Kortex. Uber verschiedene sekundire Signalwege, wie die

Inhibition der cAMP und Modifikationen des intrazelluliren Kalziumhaushalts, konnten
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neurotrophe Effekte tiber diesen Rezeptor ausgelost werden (Barnes und Sharp 1999). Auch
ein anxiolytischer Effekt von CBD tber HT1A ist bereits bekannt (De Gregorio et al. 2019).

SchlieBlich konnten Martin-Moreno e# a/ (2011) hinsichtlich der klinischen Alzheimer-
Symptomatik zeigen, dass die in Folge von AB-Injektion reduzierte kognitive Leistung von
Miusen im Bereich des riumlichen Gedichtnisses durch die priventive Gabe von CBD
erhalten wird. Auch in weiteren Studien mit transgenen Mausmodellen der Alzheimer-
Erkrankung konnten bereits positive Effekte von CBD auf die kognitive Leistungsfihigkeit
gezeigt werden (Cheng et al. 2014a; Aso et al. 2015).

Ein mal3geblicher Vorteil von Cannabidiol gegentiber THC als moglichem Medikament ist
die sehr geringe Affinitit zu CB1 und der damit einhergehende Wegfall der unerwiinschten
psychotropen Effekte (Mechoulam et al. 2007). Ein weiterer Vorteil von CBD als
Therapeutikum wire die schnelle Verfugbarkeit: Der Wirkstoff ist lange bekannt und fihrt
bei Menschen kaum zu Nebenwirkungen (Bergamaschi et al. 2011). Hinsichtlich der
priklinischen Forschung ist bei Wildtyp-Miusen kein wesentlicher negativer Einfluss auf

kognitive und motorische Leistung ersichtlich (Schleicher et al. 2019).

1.10 Die PET in der priklinischen Alzheimer-Forschung

Wihrend die PET in der klinischen Diagnostik der Alzheimer-Demenz immer wichtiger wird
(s. Abschnitt 1.6), sind ihre Anwendungsmoglichkeiten in der praklinischen Forschung an
Tiermodellen der Alzheimer-Erkrankung noch in der Entwicklung (Bouter und Bouter
2019). Um die der Alzheimer-Krankheit zugrundeliegenden Pathomechanismen besser zu
verstehen und so neue Behandlungsstrategien zu entwickeln, ist es notwendig auf
priklinische Tiermodelle zurtickzugreifen. Zudem wire ein Instrument des longitudinalen
Therapie-Monitorings wie die PET, das bereits in der klinischen Praxis etabliert ist, fir die
zukiinftige Alzheimer-Forschung an solchen Tiermodellen ein groBer Fortschritt. Hier ist
von besonderer Bedeutung, dass die Modelle sich so wenig wie moglich von der
menschlichen Pathogenese der Erkrankung unterscheiden. Daher sollten die verwendeten
Tiermodelle auch die entsprechenden Diagnostikmethoden in der klinischen Praxis
moglichst genau widerspiegeln. Bisherige Studien zur PET an Alzheimer-Mausmodellen
zeigten hier unklare und zum Teil widersprichliche Ergebnisse (Rojas et al. 2013; Oh et al.
2018; Macdonald et al. 2014; Bouter und Bouter 2019).

1.11 Das 5XFAD-Mausmodell

Zum besseren Verstindnis der Alzheimer-Entstehung und damit zur Entwicklung neuer
Therapieansitze und Diagnostik-Werkzeuge ist der Einsatz von Tiermodellen, die eine der

menschlichen Alzheimer-Form dhnliche Pathologie entwickeln, unerlisslich.
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In Folge der Entdeckung genetischer Ursachen der Alzheimer-Krankheit wurden
verschiedene transgene Mausmodelle entwickelt, die unterschiedliche Aspekte der
Pathogenese betonen (Jankowsky und Zheng 2017). Die ersten Mausmodelle bildeten durch
den Einsatz bekannter Mutationen im APP-Gen humanes APP und entwickelten neben
kognitiven Defiziten auch eine altersabhingige Plaque-Pathologie und andere pathologische
Merkmale wie Inflammation und Nervenzellschidigung (Games et al. 1995; Reilly et al.
2003). Da diese Modelle zum Teil aber keine klare Korrelation zwischen Plaque-Pathologie
und kognitiven Symptomen aufwiesen, wurden im Verlauf weitere Modelle entwickelt, die
verschiedene Mutationen im APP und PSEN auf sich vereinten (Chen et al. 2000; Elder et
al. 2010).

Wiahrend das Auftreten von Amyloid-Plaques weiterhin ein zentrales Merkmal in der
Alzheimer-Diagnostik ist, ruckte im Rahmen der modifizierten Amyloid-Hypothese
zunehmend die Bedeutung von 16slichen AB-Oligomeren fir die Krankheitsentstehung in
den Fokus der Forschung (Haass und Selkoe 2007). In diesem Zusammenhang wurden auch
Mausmodelle entwickelt, die, bei Abwesenheit einer Plaque-Pathologie, Alzheimer-typische

kognitive Defizite und Nervenzellverlust entwickeln (Bouter et al. 2013).

Eines der meist verwendeten und untersuchten Mausmodelle mit klassischer Plaque-
Pathologie ist das 5XFAD-Mausmodell. Diese zuerst von Oakley ez a/. (2006) beschriebene
Mauslinie vereint finf fiir die Entstehung der familidaren Alzheimer-Erkrankung ursichliche
Mutationen auf sich. Davon fihren drei Mutationen (Swedish (K670N/MG671L), Florida
(I716V), und London (V717I)) auf dem humanen Amyloid Vorldufer-Protein (Isoform
APPG695) zu einer bis zu dreifach-erhéhten Uberexpression der AB42-Isoform (Sadleir et al.
2018). Als Promoter dient dieser Genregion die Thyrosinkinase Thyl, ebenso wie bei den
zwei weiteren Mutationen auf dem Prisenilin 1 (PSEN1), durch die die APP-spaltende y -
Sekretase inhibiert wird. Zusammen fiithren diese Mutationen zu einer sehr zuverlassigen und
schweren Alzheimer-dhnlichen Pathologie der transgenen Tiere, wobei die weiblichen Tiere
stirker betroffen sind, was vermutlich auch auf die Ostrogen-Wirkung an der Thyl
zurtickzufthren ist (Sadleir et al. 2015).

Bereits im Alter von 1,5 Monaten ist 19sliches AB42 nachweisbar (Abbildung 4). Im Alter
von 2 Monaten beginnt die Bildung der fir die Alzheimer-Krankheit so typischen
extrazelluliren Amyloid-Plaques, zunichst im Subiculum und Schicht-V des Kortex, im
Verlauf dann vor allem im Hippocampus und Kortex. Die Zunahme des Plaque-Loads
erhoht sich bis zum Alter von 14 Monaten (Weibchen) bzw. 10 Monaten (Minnchen)
(Bhattacharya et al. 2014). Parallel zur Plaquebildung kommt es ab 2 Monaten zur Astro- und

Mikroglia-vermittelten Inflammation (Giannoni et al. 2010).

Erste synaptische Degeneration ist ab einem Alter von 4 Monaten nachzuweisen. Der
Neuronenverlust, v.a. in Subiculum und Schicht-V des Kortex, beginnt ab dem 6.
Lebensmonat (Oakley et al. 2006; Eimer und Vassar 2013). Im Alter von einem Jahr ist die
Anzahl der Pyramidenzellen in der Schicht-V um etwa 40% reduziert (Jawhar et al. 2012).
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Kognitive Beeintrachtigungen im Bereich des rdumlichen Bezugsgedichtnisses beginnen

zwischen dem vierten bis sechsten Lebensmonat (Jawhar et al. 2012; Bouter et al. 2014).
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Abbildung 4: Meilensteine der Alzheimer-Pathologie beim 5XFAD-Mausmodell Erstellt nach Oakley et
al. (2000); Jawhar et al. (2012); Eimer und Vassar (2013).

1.12 Zielsetzung der Arbeit

Mit den Fehlschligen verschiedener vielversprechender Therapieansitze in den letzten
Jahren ist klar geworden, dass die Alzheimer-Forschung sich wieder vermehrt auf die
Grundlagenforschung zum Verstindnis der zugrunde liegenden pathologischen Prozesse
und der Entwicklung neuer Ansitze fokussieren muss. Zudem wird der wachsende
Stellenwert von Biomarkern in der Frithdiagnostik immer deutlicher. Fir eine erfolgreiche
Alzheimer-Therapie ist es hochstwahrscheinlich von zentraler Bedeutung, lange vor dem
Auftreten klinischer Symptome anzusetzen. Die PET bildet hier in der menschlichen

Alzheimer-Diagnostik ein zunehmend etabliertes Instrument der Frihdiagnostik.

Fir die Forschung an priklinischen Tiermodellen sollte daher sichergestellt werden, dass sich
die PET auch zur Alzheimer-Diagnostik bei typischen Mausmodellen eignet. Neben der
Moglichkeit des Therapie-Monitorings bei kiinftigen Wirkstoff-Studien an diesen Tieren
wurde das zudem die Vergleichbarkeit der ,,modellaren” zur menschlichen Alzheimer-

Pathologie unterstreichen.

Dabher ist das erste Ziel dieser Arbeit, festzustellen, ob sich die Méglichkeiten der PET-
Diagnostik bei dem etablierten 5XFAD-Mausmodell nutzen lassen. Da die Ergebnisse
bisheriger Studien zum Teil widersprichlich waren (Rojas et al. 2013; Oh et al. 2018;
Macdonald et al. 2014), soll gepriift werden, ob die PET mit "F-FDG und '"F-FBB
Unterschiede im Glukosemetabolismus bzw. des Plaque-Loads dieser transgenen Mause

gegentiber gesunden Wildtyp-Mausen 7z vivo darstellen kann.
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Im zweiten Schritt soll dann die Anwendbarkeit der PET als Instrument des Therapie-
Monitorings fiir experimentelle Therapie-Ansitze anhand einer Cannabinoid-Therapie
untersucht werden. Es ist offenkundig, dass wesentliche Merkmale des pathologischen
Prozesses in der Entstehung der Alzheimer-Krankheit noch nicht vollstindig verstanden
sind. Hier gilt es Ansatzpunkte fir neue therapeutische Wirkstoffe zu finden bzw. deren
Wechselwirkung mit der Alzheimer-Pathologie 7 vivo nachzuvollziehen. Daher wird in einem
zweiten Schritt der Effekt einer Cannabinoid-Therapie auf weibliche 5XFAD-Miuse
untersucht. Neben dem Ausblick, ob sich mégliche Verinderungen im Gehirn dieser Tiere
mit der PET darstellen lassen, erfolgt auch die klassische Auswertung des Therapieerfolgs

mithilfe von Verhaltensversuchen und der histopathologischen AB-Analyse post mortem.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuche

Als Tiermodell fir die in dieser Arbeit untersuchten Therapie- und Monitoring-Methoden
dient die Spezies Hausmaus (Mus Musculus). Alle Tiere wurden gemil3 den Richtlinien der
,»Gesellschaft fiir Versuchstierkunde® (GV-SOLAS) und der ,,Federation of European Laboratory
Animal  Science Associations™ (FELASA) behandelt. Alle Tierexperimente wurden vom
Niedersichsischen Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit und dem
Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSo) in Berlin genehmigt und ausschlief3lich
von entsprechend ausgebildeten Personen durchgefiihrt. Bei allen Versuchen wurde die
Anzahl der verwendeten Tiere so klein wie moglich gehalten, zudem wurden Leiden,
Schmerzen und andere Schiden im Rahmen der Moglichkeit verhindert. Auch im Sinne
ethischer Erwigungen zum Tierwohl wurde die Gruppengrof3e der Versuchstiere moglichst
klein gehalten. Daher wurden die Daten der unbehandelten 5XFAD-Tieren in den
Verhaltensversuchen von mehreren Kollegen meiner Arbeitsgruppe gemeinsam erhoben.
Auch die PET-Daten fir Wildtyp(WT)-Mause wurden gemeinsam mit meiner Kollegin

Caroline Irwin erhoben.

2.1.1 Haltungsbedingungen

Die Haltung der Miuse erfolgte unter spezifischen pathogenfreien Bedingungen (SPF) der
Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universititsmedizin Goéttingen
(UMG). Die Unterbringung erfolgte in geschlechtergetrennten Gruppen von bis zu 6 Tieren
in einzelbelifteten IVC-Kifigen von 32 cm x 15 cm x 14,5 cm Grofle. Wasser und Futter
waren fir die Mause dauerhaft frei verfigbar. Das Kifigmaterial wurde wochentlich

gewechselt.

Zur Durchfihrung der Verhaltensexperimente und anschlieBenden Gewebeentnahme
erfolgte die Uberfiihrung der Tiere in Riumlichkeiten des Labors fiir Molekulare Psychiatrie
der UMG. Dort wurden sie bei einem inversen 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus in einem
speziellen Schrank fiir Versuchstierhaltung (Charles River Laboratories, Washington, MA,
USA) untergebracht, um die Verhaltensversuche in der natiirlichen Wachphase der Tiere

realisieren zu konnen.

2.1.2 Versuchstiere

Neben Wildtyp-Miusen der C57BL/6J-Linie wurden in dieser Arbeit hemizygote 5XFAD-
Miuse (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, United States) verwendet. Diese, zuerst von
Oakley ez al. (2000) beschriebene Mauslinie besitzt finf fir die Entstehung der familidren
Alzheimer-Erkrankung  ursdchliche Mutationen. Drei  der Mutationen (Swedish
(K670N/M671L), Florida (I716V), und London (V7171)) betreffen das humane Amyloid
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Vorlidufer-Protein (APP695), was zu einer -erh6hten Expression der AB42-Isoform fiihrt.
Die beiden anderen Mutationen, M146L und L1286V wirken, sich auf das PSENT1 aus. Die
Gruppengrofle 7 wird in dem jeweiligen Ergebnisteil angegeben. In der PET (3.1) wurden
minnliche und weibliche Versuchstiere eingesetzt, die Verhaltenstests und
histopathologischen Firbungen wurden ausschlieBlich an weiblichen Tieren durchgefihrt.
Die im PET untersuchte Gruppe mit CBD-behandelten 5XFAD-Miuse bestand aus

mannlichen Tieren.

2.2 Genotypisierung

Aufgrund des hemizygoten Vererbungsmusters der 5XFAD-Linie ist es entscheidend, die
mutierten Nachkommen von ihren Wurfgeschwistern, die keine 5XFAD-Mutationen tragen,
zu unterscheiden. Daher wurde bei allen in dieser Arbeit verwendeten Tieren der Genotyp
mithilfe ~ von  Polymerase-Kettenreaktion =~ (PCR) und  Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) auf das Vorliegen der 5XFAD-Mutationen
getestet.

2.2.1 DNA-Isolierung

Fir die Desoxyribonukleinsaure(DNA)-Isolation wurden die Gewebeproben in Form von
Schwanzbiopsien der untersuchten Miuse zunichst durch 10 pl/ml Proteinase K (20mg/ml
in wissriger Losung, Peqlab GmbH, Erlangen, Deutschland) in 200-500 ul Lysepuffer,
bestehend aus 200 mM Tris/HCI pH 8,5 (Carl Roth, Katlstuhe, Deutschland), 400 mM NaCl
(Roth), 10 mM EDTA (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland), 0,4%
Natriumdodecylsulfat (SDS, Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland) und H»O, gelést. Die
Losung erfolgte im Thermomixer Compact (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei
400 U/min und 56 °C tber 20 Stunden hinweg. AnschlieBend wurden die Proben fur 20
Minuten mit 17.000 U/min bei 4 °C abzentrifugiert (Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Danach wurde der Uberstand mit
Isopropanol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) mithilfe des Vortex-Genie 2 (Scientific
Industries, Bohemia, NY, USA) vermengt. Diese Proben wurden wiederum zentrifugiert bei
13.000 U/min, der Uberstand abgegossen und das verbliebene Pellet mit 70 % Ethanol
(Walter-CMP, Kiel, Deutschland) gewaschen, dann erfolgte die erneute Zentrifugation bei
13.000 U/min. SchlieBlich wurde der Uberstand erneut verworfen und das Pellet fiir 45 min
bei 56 °C auf dem UNO-Thermoblock (Biometra, Géttingen, Deutschland) getrocknet. Das
Pellet wurde dann in 30 ul aqua ad iniectabilia Gber 30 min im Thermoblock gel6st und
schlieBlich bei 4°C gelagert.

2.2.2 DNA-Amplifikation durch PCR

Zunichst wurde die DNA-Konzentration der in 2.2.1 gewonnen Ldsungen mithilfe eines
Spektralphotometers (NanoDrop One, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
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bestimmt, dazu wurde ein Extinktionskoeffizient von 1,8 fur 260 nm / 280 nm als
ausreichende Reinheit zugrunde gelegt. Zur Verwendung fir die PCR wurden
Probenverdinnungen von 20 ng/pl hergestellt. Jeweils 2 pl dieser Probeverdiinnungen
wurden zu 18 pl eines PCR-Mastermix® hinzugegeben. Dieser bestand zu 9,6 ul aus agua
bidestillata (B. Braun, Melsungen, Deutschland), 2 ul 10x Reaktionspuffer (Axon Labortechnik
GmbH, Kaiserslautern, Deutschland), 3,2 ul 25 mM MgClz (Axon) und 2 pl ANTPs (Peqlab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland). Als Primer dienten 0,5 ul Primer-1-rev. (53
Sequenz CATGACCTGGGACATTCTC) und 0,5 pl Primer-2-for. (53 Sequenz
GTAGCAGAGGAGGAAGAAGTG). Schlief3lich wurden 0,2 pl Tag-Polymerase (5 U/pl,
Axon) erst unmittelbar vor Beginn der PCR hinzugegeben. Somit wurden die in dem Gemisch
enthaltenen, fir die 5XFAD-Mutation kodierenden, DNA-Sequenzen mithilfe des folgenden
Protokolls (s. Tabelle 1) in einem Labcycler (SensoQuest GmbH, Gottingen, Deutschland)

amplifiziert.

Tabelle 1: PCR-Protokoll zur DNA-Amplifikation

Schritt  Dauer Temperatur

1 3 Minuten 94 °C

2 45 Sekunden 94 °C

3 1 Minute 58 °C

4 1 Minute 72 °C

5 Schritte 2-4 werden 35-mal wiederholt
6 5 Minuten 72 °C

7 Kein Zeitlimit 4°C

2.2.3 Nachweis des 5XFAD-Genotyps mithilfe der SDS-PAGE

Zum Nachweis des 5XFAD-Trangsgens in der Elektrophorese wurde zunichst das
Polyacrylamidgel hergestellt. Hierfiir wurde 10 x TBE-Puffer [108 g Tris (Catl Roth,
Karlsruhe, Deutschland), 55 g Borsdure (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 900 ml
ddH»O, 40 ml 0,5 M Na2ZEDTA PH 8.0 (Roth), aufgefillt mit ddH>O auf 1 Liter] mit

destilliertem Wasser auf 1 x TBE-Puffer verdinnt. 35 ml davon wurden mit 4 g Agarose
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(Biozym Scientific, Hess. Oldenburg, Deutschland) bei 200 W in der Mikrowelle aufgekocht
und anschlielend 2 pl des DNA-HD Green Plus Stain (Intas Science Imaging Instruments,
Gottingen, Deutschland) hinzugegeben. Das noch fliissige Polyacrylamid wurde in eine
Gussform gegeben und mithilfe von zwei Kimmen wurden 20 Probekammern angelegt. Das
nach dem Abkiihlen verfestigte Gel wurde anschlieBend in eine mit 240 ml 1 x TBE-Puffer
gefillte Elektrophoresekammer B/ueMarine 100 (SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Deutschland) gelegt. Die Probekammern wurden schlielich mit jeweils 10 pl des PCR-Produkts
(2.2.2) sowie 2 pl des Ladepuffers (Thermo Fisher Scientific) befillt. In jeder Elektrophorese
wurden zudem eine Positiv- und Negativkontrolle hinzugefiigt; als Referenz diente eine 100 bp
DNA-Ladder (Bioron GmbH, Ludwigshafen, Deutschland). An die Elektrophoresekammer
wurde fiir 45 min eine Spannung von 120 V angelegt und das Gel im Blue Cube 300 (SERVA
Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) unter UV-Licht mit einer Wellenlinge von 366

nm analysiert, um so den 290-Basenpaare-Mutationsnachweis zu erbringen.

2.3 Studiendesign - CBD-Behandlung und Zeitplan

(e )
20 mg/Kg
E b CBD

Woche 1: 5 Monate: 6 Monate: 6,5-7 Monate : .
Genotypisierung Therapiebeginn Verhaltensversuche ~ PET/MRT Histopathologie
Geburt Exitus

L JL L
| II |
Lebensalter

Abbildung 5: Zeitplan der Behandlung und Versuche anhand des Lebensalters der einzelnen Tiere

Die Genotypisierung erfolgte in der ersten Lebenswoche der Versuchstiere (Abbildung 5).
Die Behandlung mittels intraperitonealer Injektionen begann ab einem Alter von 5 Monaten
fir 42 Tage, die Verhaltensversuche fanden in den letzten 2 Wochen der Behandlung statt.
Die Injektionen wurden tiglich zur gleichen Uhrzeit (* 2 h) durchgefiihrt und erfolgten im
Zeitraum der Verhaltensversuche erst nach den jeweiligen Testdurchliufen. Die PET-Scans
erfolgten im Alter von 7 Monaten, hier wurde die CBD-Behandlung bis zum Tag der Scans
fortgefithrt. Die T6tung zur Gewebeentnahme wurde am Tag der letzten Versuche bzw.
Scans durchgefiihrt. Die Behandlung erfolgte mit einem Injektionsvolumen von 10 ml/kg
Kérpergewicht mit 20 mg/kg Kérpergewicht CBD (THC Pharm GmbH, Frankfurt/Main,
Deutschland). Das puderférmige CBD wurde in einer Trigerlosung bestehend zu 95 % aus
0,9 %iger Natriumchloridlosung und jeweils 2,5 % Tween80 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
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Deutschland) und 100 %igem FEthanol gelost. Die in dieser Arbeit als ,,unbehandelt®
bezeichneten 5XFAD-Tiere und die Wildtyp-Tiere erhielten ebenfalls tigliche Injektionen
der Trigerlosung ohne CBD, um eventuelle Effekte auf die Ergebnisse durch die
regelmiBige Interaktion mit den behandelten Tieren auszuschlieBen. Zur Bestimmung der

Injektionsvolumina wurden die Tiere jede Woche gewogen.

24 PET/MRT

Die PET/MRT-Untersuchungen fanden im Betlin Experimental Radionuclide Imaging
Center (BERIC) statt. Zu diesem Zweck wurden die Tiere eine Woche (£3 Tage) vor
Durchfihrung der Bildgebung nach Berlin gebracht, um sich an die Tierhaltung des BERIC
zu gewohnen. Bei den CBD-behandelten Tieren erfolgte die Behandlung bis zum letzten Tag
vor den Scans. Alle in dieser Arbeit aufgefiihrten Tiere waren zum Zeitpunkt der PET-
Untersuchung 7 bzw. 12 Monate alt. Den Miusen wurde ab dem Vorabend (23:15-00:15
Uhr) bzw. am frithen Morgen (5:45-7:30 Uhr) vor den FDG-Untersuchungen das Futter
entzogen, sodass sie beim Start der PET-Scans fiir mindestens 6 Stunden ntichtern waren.
Wiahrend der Tracer-Injektion und wihrend der Scans wurden die Tiere mit einem
Gasgemisch aus 1-2 Vol.% Isofluran Forene® (Abbott Laboratories, Chicago, USA) und 0,5
1/min medizinischem Sauerstoff (CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland) natkotisiert. Die
Tracer-Injektion von maximal 200 ul erfolgte in eine laterale Schwanzvene mit einer 30°G
Kaniile tber einen Katheterschlauch mit einem Innendurchmesser von 0,28 mm (Fine Bore
Polythene Tubing (30 m), Portex™, Smiths Medical International Ltd., Kent, CT21 6JL,
UK). Die Bestimmung der Tracer-Aktivitit erfolgte mit einem Aktivimeter ISOMED 2010;
MED Nuklear-Medizintechnik Dresden GmbH). Wihrend der Aufnahmeperiode waren die
Miuse wach in einer Wirmebox (Peco Setrvices; MediHeat; 35 °C). Wihrend der Scans
wurden die Miuse mit Isofluran narkotisiert, im PET/MRT-Scanner auf einem beheizten
Bett (37 °C) gelagert und die Atemfrequenz konstant tiberwacht. Die Bildgebung erfolgte
mit einem 1 Tesla Kleintier-PET/MRT (nanoScan PET/MRI, Mediso, Ungarn). Die MRT-
basierte Schwichungskorrektur wurde mit der waterial map durchgefthrt (Matrix 144 X 144
X 163 mit einer Voxelgrée von 0,5 X 0,5 X 0,6 mm, TR: 15 ms, TE 2,032 ms und einem
Flip-Winkel von 25°). Die PET-Bilder wurden mit den folgenden Parametern rekonstruiert:
Matrix 136 X 131 X 315 mit einer VoxelgréBe von 0,23 X 0,3 X 0,3 mm.

2.41 “F -FDG-PET/MRT

Beim "F-FDG-PET-MRT erfolgte vor der Tracer-Injektion eine Blutglukosebestimmung
mittels venéser Punktion (Blutzuckermessgerit: Accu Chek, Aviva, Roche). Es wurde eine
durchschnittliche Aktivitit von 16,18 MBq (8,18 — 20,53 MBq) *F -FDG (Life Radiopharma,
Berlin GmbH, Max-Planck-Str. 4, 12489 Betlin) injiziert. Die Aufnahmedauer (Uptake-
Periode) zwischen Tracer-Injektion und PET-Scan, wihrend der die Maus wach war, betrug

durchschnittlich 51 min (40-72 min) mit einer PET-Akquisitionszeit von 20 min.
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2.4.2 "“F-Florbetaben-PET/MRT

Fiir die Amyloid-PET wurde der Tracer ""F-Florbetaben (Life Radiopharma, Berlin GmbH,
Max-Planck-Str. 4, 12489 Berlin) wie in 2.4 beschrieben verwendet. Die durchschnittliche
injizierte Aktivitit betrug hier 13,08 MBq (7,46 — 21,78 MBq). Die Uptake-Periode betrug
hier durchschnittlich 37 min (34-46 min) mit einer PET-Akquisitionszeit von 30 min.

2.4.3 Bildanalyse

Die Auswertung der Schnittbilder erfolgte mit der Software PMOD v3.9 (PMOD
Technologies, Schweiz). Um die Analyse einzelner Hirnregionen zu ermdéglichen, wurde ein
vordefinierter Hirnatlas Gber die individuellen MRT der Tiere gelegt (Abbildung 6). Neben
dem Gesamthirn wurden so einzelne Hirnregionen (1VOLI: volumes of interest) erfasst: Kortex,
Hippocampus, Thalamus, Cerebellum, Vorderhirn, Hypothalamus, Amygdala, Bulbus
Olfactorius, Mittelhirn und das Gehirn insgesamt. Die Gro3e der einzelnen VOIs betrug:
Gesamthirn = 1458 mm’, Hippocampus (rechts) = 41 mm’, Hippocampus (links) = 43, mm’
Kortex = 503 mm’, Thalamus = 95 mm’, Cerebellum = 193 mm’, Vorderhirn = 42 mm’,
Hypothalamus = 39 mm’, Amygdala (links) = 17 mm’, Amygdala (rechts) = 20 mm’
Mittelhirn (rechts) = 9 mm’, Mittelhirn (links) = 30 mm’, Bulbus Olfactorius = 78 mm”. Die
jeweiligen PET-Bilder wurden mit den entsprechenden MRT-Bildern fusioniert und fiir alle
Hirnregionen wurden der Tracer-Uptake in kBq/cc ermittelt. Fir die semiquantitative
Analyse wurde der standardisierte Autnahmewert (SUL: standardized uptake value) berechnet:
SUV = durchschnittliche Gewebeaktivitdtskonzentration (KBq/cc) x Korpergewicht (g) /
injizierte Dosis (KBq). Fiir die Auswertung der "*F -FDG-PET-Scans wurden die SUVs mit
den Blutglukosewerten korrigiert: SUVg = SUV x Blutzuckerspiegel (mg/dl). Die SUVs der
"F_Florbetaben-PET-Scans wurden mit den Aufnahmewerten im Kleinhirn normalisiert,
um so von unspezifischer Florbetaben-Aufnahme unabhingige Verhiltniswerte (SUV,) zu
erlangen. Um die Verhiltnisse der Tracer-Aufnahme visuell sichtbar zu machen, wurde die

Rainbow-Farbskala verwendet.
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Abbildung 6: Bildanalyse mithilfe des Hirnatlas (A-C) Die MRT- und PET-Bilder wurden fusioniert, um
die Hirnregionen und Schwichungskorrektur bestimmen zu kénnen. (D-F) Der Hirnatlas wurde fir die
individuellen Tiere mithilfe der MRT-Bilder lokalisiert. (G-I) Der Tracer-Uptake in den einzelnen Hirnregionen
und fiir das Gehirn insgesamt wurde ermittelt. A = Amygdala, Cb = Cerebellum, H = Hypothalamus, Hc =
Hippocampus, Hs = Hitnstamm, K = Kortex, M = Mittelhitn, O = Bulbus Olfactotius, S = Septum / basales

Vorderhirn, S = Striatum, T = Thalamus.

2.5 Verhaltenstests

Zur Beurteilung der kognitiven Fihigkeiten wurden zwei etablierte Verhaltenstests
eingesetzt, um bei den mit Cannabidiol behandelten Tieren eventuelle Unterschiede zu den
unbehandelten 5XFAD-Miusen zu objektifizieren. Die nachfolgenden Verhaltensversuche
wurden zwischen 08:00 und 20:00 Uhr, in der aktiven Dunkelphase der im Labor im inversen
Tag-Nacht-Rhythmus gehaltenen Tiere durchgefithrt. Die Mause absolvierten maximal einen
Lerntest am Tag, alle Versuche fanden in den letzten 2 Wochen der 6-wo6chigen Cannabidiol-
Therapie statt (Abbildung 5).

2.5.1 Novel Object Recognition

Der Novel Object Recognition(NOR)-Test untersucht die Gedichtnisleistung der Tiere
anhand ihres Vermogens, neue Objekte von bereits bekannten zu unterscheiden (Antunes
und Biala 2012). Der Test wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen, zur je gleichen
Uhrzeit, durchgefithrt. Dabei diente der erste Tag auch als Test des Angst- und

Risikoverhaltens.
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Am ersten Tag wurden die Miuse an die Versuchsumgebung, eine 50 cm x 50 cm x 38 cm
grof3e Plastikbox gewohnt (Abbildung 7, A), die sie fiir 5 Minuten erkunden konnten. Hier
wurde die zuriickgelegte Distanz gemessen und wieviel Zeitanteile die Tiere in der Peripherie
(geschutzter Bereich) der Box bzw. im Zentrum (offene, ungeschutzte Fliche) verbrachten,
um Hinweise auf ihr Angst- und Risikoverhalten sowie die Lokomotorik zu gewinnen. Am
folgenden Tag (Abbildung 7, B) wurde den Tieren 5 Minuten Zeit gegeben, um zwei
identische, in der Arena platzierte, Objekte zu explorieren. Am dritten Testtag (Abbildung 7,
C) wurde eines der bekannten Objekte durch ein neues, der Maus unbekanntes, Objekt
ersetzt, das sich in Form, Farbe und Material von dem bekannten unterscheidet. Nun wurde
(erneut iiber 5 Minuten) gemessen, wieviel Zeit die Maus mit der Erkundung des neuen
Objekts, im Vergleich zur Beschiftigungsdauer mit dem bekannten Objekt, verbrachte. Die
Priferenz fur das neue Objekt wurde mit der folgenden Formel berechnet:

neues Objekt [s]

X 100.
(neues Objekt [s]+bekanntes Objekt [s])

Priferenz [%] =

Nach jedem Durchgang wurde die Box mit Desomed® Rapid AF-Desinfektionstiichern
gereinigt, um eventuelle Geruchsirritationen zu vermeiden. Die Bewegung der Tiere wurde
mit einer Kamera (Computar, Commack, NY, USA) aufgezeichnet und mithilfe des

Anymaze Video Tracking Systems (Stoelting Co, Wood Dale, IL, USA) ausgewertet.

A B c

P

Peripherie

Zentrum

-

Tag 1 Tag 2 Tag 3

Abbildung 7: Versuchsaufbau des Novel Object Recognition-Tests (A) Tag 1 dient der GewShnung der
Tiere an die Versuchsumgebung. Zudem wird der Aufenthalt im Zentrum bzw. in der Peripherie
aufgeschliisselt und die Bewegungsdistanz gemessen. (B) An Tag 2 werden der Maus zwei identische Objekte
prisentiert und die Zeit, die sie mit der Erkundung der jeweiligen Objekte verbringen gemessen, indem ihre
Aufenthaltszeit in dem das Objekt umgebenden Areal bestimmt wird. (C) Am dritten Tag wird eines der
Objekte durch ein neues ausgetauscht. Verbringt die Maus meht Zeit mit dem neuen Objekt, spricht dies fiir

ein Erinnern an das bekannte Objekt.

2.5.2 Morris Water Maze

Das Morris Water Maze ist ein etablierter Verhaltenstest zur Untersuchung der Lernfihigkeit

bzw. von Defiziten im Bereich des rdumlichen Bezugsgedichtnisses (Morris 1984). Der Test
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macht sich die natiirliche Aversion von Miusen gegeniiber dem Schwimmen im Wasser
zunutze und ermittelt ihre Fahigkeit, die Position einer nicht sichtbaren, unter der
Wasseroberfliche befindlichen Plattform, zu erlernen (Vorhees und Williams 2006). Der
Versuch dauert insgesamt neun Tage und besteht aus drei Abschnitten: Auf das dreitigige
Cued Training folgen 5 Tage des Acquisition Training, abschlieBend der Gedichtnistest (Probe

Trial) am letzten Tag. Die Versuche wurden stets zur gleichen Tageszeit durchgefiihrt.

Die Tiete wurden jeweils fiir eine Minute bei 22 °C in ein 110 cm durchmessendes
Wasserbecken gesetzt, wobei das Wasser mit einer (gesundheitlich unbedenklichen) weillen
Farbe (Lukas Cryl Studio Titanium White 4608, Lukas-Nerchau, Dusseldorf, Deutschland)
undurchsichtig gemacht wurde. Unter der Oberfliche befindet sich eine — fiir die Mause
unsichtbare — (11 cm durchmessende) Plattform. Zwischen den einzelnen Durchgingen
wurden die Mduse fiir 15 min vor eine Wirmelampe gesetzt, um eine mégliche Unterkithlung
der Tiere zu vermeiden. Zur Auswertung wurde das Wasserbecken durch zwel imaginire
senkrecht zueinanderstehende Achsen in symmetrische Quadranten geteilt (Abbildung 8),
die Schnittpunkte der Achsen mit dem Beckenrand wurden als Orientierungspunkte Norden
(N), Osten (O), Siden (S) und Westen (W) definiert. Diese Punkte wurden im _Acguisition
Training durch vier verschiedene visuelle Hinweise am Beckenrand markiert, die den Mausen
zur Orientierung dienten (Abbildung 8). Zudem gewihrtleisteten sie die Anwendung
spezifischer Start- und Zielpositionen in den verschiedenen Durchgingen (s. Tabelle 2 und
3).

In der ersten dreitidgigen Lernphase (Cued Training) war die Plattform mit einer fir die Mause
sichtbaren Fahne markiert. Die Tiere absolvierten pro Tag vier Durchginge; dabei wurden
sie vorsichtig an verschiedenen Stellen des Beckenrands, mit Blickrichtung zu diesem, ins
Wasser gesetzt und hatten eine Minute Zeit, die Plattform zu finden. Gelang dies nicht,
wurden sie vorsichtig mithilfe eines Kifiggitters zur Plattform gefithrt. Auf der Plattform
wurden die Mause zur Gewohnung an diese fiir zehn Sekunden sitzen gelassen, bis sie dann
fir eine 15-minttige Pause aus dem Becken entfernt und vor einer Wirmelampe platziert
wurden. Die Position der Plattform und die Startposition wurde zwischen den Versuchen
gewechselt (Tabelle 2). Im Cuwed Training sollen basale Fihigkeiten der Maus gemessen
werden, die einen aussagekriftigen Gedichtnistest bedingen: Sehkraft, motorische
Schwimmfahigkeit und der Antrieb, aus dem Wasser zu entkommen (Vorhees und Williams
2000).
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Tabelle 2: Start- und Zielort im Cued Training

1. Durchgang 2. Durchgang 3. Durchgang 4. Durchgang

Start Ziel Start Ziel Start Ziel Start Ziel
Tag 1 O NO W SO N SO S SW
Tag 2 W NO S NO @) SO N NW
Tag 3 S NW N NO W SwW O NW

(N = Norden, O = Osten, S = Stiden, W = Westen, NO = Nordosten, SO = Siidosten, NW = Nordwesten,
SW = Stidwesten)

Fir das folgende funftigige Acquisition Training wurde die Fahne von der Plattform entfernt,
daftir aber vier, sich jeweils gegentiberliegende, optische Anhaltspunkte am Beckenrand
installiert (N, O, S, W). Auch hier erfolgten entsprechend dem Cwed Training vier Durchginge
am Tag pro Maus, mit wechselnden Startpositionen der Tiere (Tabelle 3). Die Position der
Plattform blieb allerdings immer konstant, um das Erlernen der Plattformposition zu
ermdglichen. Fanden die Mause die Plattform in einer Minute nicht selbstindig, wurden sie
entsprechend hingefithrt und durften kurz auf der Plattform verweilen, um sich so die

visuellen Hinweise einzuprigen.

Tabelle 3: Start- und Zielort im Acquisition Training

1. Durchgang 2. Durchgang 3. Durchgang 4. Durchgang

Start Ziel Start Ziel Start Ziel Start Ziel
Tag 1 NO NW O NW S NW SW NW
Tag 2 S NW NO NW SW NW O NW
Tag 3 SW NW S NW @) NW NO NW
Tag 4 (@) NW SW NW NO NW S NW
Tag 5 SW NW NO NW S NW O NW

(N = Norden, O = Osten, S = Stiden, W = Westen, NO = Nordosten, SO = Siidosten, NW = Nordwesten,
SW = Sudwesten)
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Im abschlieBenden Probe Trial an Tag 9 wurde der Lernerfolg tiberpriift, indem die Plattform
aus dem Becken entfernt und die Mduse von einer bisher nicht verwendeten Startposition
(SO) aus ins Wasser gelassen wurden. Fiir die Auswertung wurde das Schwimmverhalten der
Miuse und die Aufenthaltszeit in den virtuellen Quadranten gemessen. Eine Priferenz fiir
den Zielquadranten (Abbildung 8, B) wurde als Parameter eines erhaltenen raumlichen
Bezugsgedichtnisses gesehen (Vorhees und Williams 2006). Im Probe Trial erfolgte fir jede

Maus nur ein Durchgang fiir jeweils eine Minute.

Die Schwimmwege, die Zeitdauer bis zur Plattformfindung und der Aufenthalt in den
verschiedenen Quadranten wurden mit der ANY-Maze-Software (Stoelting Co, Wood Dale,
IL, USA) und einer Kamera (Computar, Commack, NY, USA) ermittelt.

Norden Norden

Zielquadraﬁt rechter Quadrant

Al

gegentuberliegender| linker Quadrant

Quadrant

Siiden

Sliden

Abbildung 8: Versuchsaufbau Motris Water Maze (A) Im Cued und Acquisition Training wurde Uber 8 Tage
hinweg das Finden ciner Plattform unter der Wasseroberfliche mithilfe einer Fahne (Cwed Training) und
visueller Hinweise (Acquisition Training) am Beckenrand trainiert. (B) Im Probe Trai/ wurde die Plattform
entfernt und die Aufenthaltszeit im Zielquadranten gemessen. NO = Nordosten, SO = Stdosten, NW =
Nordwesten, SW = Sudwesten.

2.6 Histopathologie

2.6.1 Gewebeentnahme

Nach Abschluss der Verhaltensversuche wurden die Miuse mit Ketamin 10 % (Medistar
Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg, Deutschland) und Xylazin (Xylariem®, Pharma-
Partner GmbH, Hamburg, Deutschland) narkotisiert. Die Injektionsdosis betrug 10 ml/kg
Korpergewicht, das Verhiltnis von Ketamin : Xylazin : dH>O in der Injektionslésung 1 : 2 :
7. Die Einwirkzeit verbrachten die Miuse fiir einige Minuten in einem isolierten Kifig. Die

erfolgreiche Anisthesie wurde mit dem Zwischenzehentest getestet (Underwood und
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Anthony 2013). AnschlieBend erfolgte die Totung mittels zervikaler Dislokation. Die
Priparation begann mit der Dekapitation auf Eis. Die Haut und subkutanes Gewebe wurden
von der Schidelkalotte entfernt und diese anschlieBend mit einer chirurgischen Schere
entlang der Sagittalnaht sowie mit zusitzlichen Schnitten entlang des Schlidfenbeins eréffnet.
Mithilfe eines Spatels wurde das Gehirn unter Erhalt des Kleinhirns, soweit es moglich war,
aus der Schidelgrube entnommen und die Hemisphiren mit einem Skalpell geteilt. Die
rechte Hemisphire wurde zunichst innerhalb einer Einbettkassette in 4 %igem Formaldehyd
(Roti-Histofix; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fiir mindestens 4 Tage bei 4 °C gelagert
und anschlieBend in Paraffin eingebettet (2.6.2).

2.6.2 Einbetten von Mausgehirnen in Paraffin

Die rechten Hemisphiren (Abschnitt 2.6.1) wurden anschlieBend in einen
Gewebeinfiltrationsautomaten (TP 1020 Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland)
tberfithrt. Die Dehydratation erfolgte hier nach einem festgelegten Ablauf: 5 Minuten
Aufenthalt in 4%igem Histofix (Roti-Histofix; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland); 30
Minuten in Wasser; dann jeweils eine Stunde in einer aufsteigenden Alkoholreihe bestehend
aus wassriger Losung mit 50 %, 60 %, 70 %, 80 % und schlieBlich 90 % Ethanol (CVH,
Hannover, Deutschland); anschlieBend zweimal fir je eine Stunde in 100 % Ethanol sowie
eine Stunde in Xylol (Roth) und zuletzt zweimal fiir je eine Stunde in flissigem Paraffin
(Roth). Das Einbetten in Paraffinblocke erfolgte danach an einer beheizbaren Einbettstation
(EG1140H, Leica).

2.6.3 Anfertigung von Gewebeschnitten

Fir die Mikroskopie wurden die in Paraffin eingebetteten Hemisphiren mit einem Mikrotom
(HM 335E Thermo Fisher Scientific Inc., Schwerte, Deutschland) in 4 um-dicke
Sagittalschnitte geschnitten. Die Schnitte wurden vorsichtig von der Klinge des Mikrotoms
gel6st und in ein Wasserbad (zweifachdestilliertes Wasser, Raumtemperatur) tiberfihrt. Von
dort wurden sie entsprechend ihrer Reihenfolge auf Objekttriger (Thermo Fisher Scientific,
Braunschweig, Deutschland) aufgezogen, kurz in ein Wirmebad (zweifachdestilliertes
Wasser, 52 °C) getaucht und fiir 10 Minuten auf dem Rand des Gerits (Medax Typ 25900,
Nagel GmbH, Kiel) getrocknet. Die vollstindige Trocknung erfolgte tiber Nacht in einem
Wirmeschrank bei 37 °C.

2.6.4 DAB-Firbung

Zur Darstellung des Plaque-Load im Gehirn der Miuse wurden die Hirnschnitte (2.6.3) mit
dem pan-AB-Antikérper 24311 gefirbt, um die Verteilung der Plaques darzustellen. Hierfiir
wurden die Gewebeschnitte zunichst 2 x fir 5 min mit Xylol (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) entparaffiniert und dann mit Ethanol (CVH, Hannover, Deutschland)
rehydriert: 10 Minuten in 100 % Ethanol (EtOH), 5 min in 95 % EtOH, 5 min in 70 %
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EtOH, 1 min in doppelt destilliertem Wasser (ddH,O). Danach erfolgte die Blockade der
endogenen Peroxidasen mit 0,3 % H>O, (Roth) in 0,01 M PBS (phosphate-buffered saline, PAN-
Biotech, Aidenbach, Deutschland). AnschlieBend erfolgte nach 1 min in ddH,O die
Antigendemaskierung mit 10 mM Citratpuffer (pH: 6.0; Roth) in der Mikrowelle bei 800 W
tber 2 min und 80 W tber 8 min. Nach einer Abkiihlungszeit von 15 min und 1 min
Waschung in ddH,O wurden die Zellmembranen mit 0,1 % Triton X-100 (Roth) in 0,01 M
PBS fiir 15 min permeabilisiert. Dann wurden die Hirnschnitte mit 0,01 M PBS gewaschen
und auf dem Objekttriger mit einem Fettstift (PAP PEN, Kisker Biotech, Steinfurt,
Deutschland) eingekreist. Danach erfolgte die einstiindige Inkubation mit 10 % FCS (feza/ cow
serumt, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in 0,01 M PBS und 4 % Milchpulver
(Roth), um unspezifische Antigen-Antikérper-Bindungen zu blockieren. SchliefSlich wurde
der Primarantikérper 2431-1 (AG Bayer, Verdunnung 1:500, anti-rabbit) in 0,01 M PBS +
10 % FCS gelost und auf die Hirnschnitte aufgebracht. Die Inkubation fand bei

Raumtemperatur iiber Nacht statt.

Am nichsten Tag wurden die Hirnschnitte erneut fur 15 min in 0,01 M PBS + 0,1 % Triton
und fiir 1 min lediglich in PBS gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation bei 37 °C iiber eine
Stunde mit dem Sekundarantikérper (Goat anti-rabbit biotinyliert, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, USA, Verdiinnung 1:200 in 0,01 M PBS + 10% FCS). Nach einer
weiteren Waschung mit 0,01 M PBS uber 3 x 5 Minuten, erfolgte die Inkubation fiir 1,5
Stunden bei 37 °C mit dem Avidin-Biotin-Komplex (ABC). Die Herstellung der ABC-
Losung (Vectastain Elite ABC Kit, Vector Labaratories, Burlingame, CA, USA) erfolgte 30
min vor ihrer Verwendung. Hierzu wurden Losung A und B jeweils im Verhaltnis 1:100 in
0,01 M PBS + 10 % FCS gelost und bei 4 °C gelagert. Nach der ABC-Inkubation erfolgte
eine erneute Waschung fiir 3 x 5 min in 0,01 M PBS.

Zur eigentlichen Fiarbung wurde ein DAB Peroxidase(HRP)-Substrat Kit (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Wahrend der
Inkubation mit DAB wurden die Schnitte unter dem Lichtmikroskop beobachtet, um ein
ideales Verhaltnis von starker Firbung der AB-Plaques und moglichst geringer unspezifischer
Hintergrundfirbung zu erreichen; die Inkubationszeit hierfiir lag bei 55 Sekunden.
AnschlieBend erfolgte wieder eine Waschung fir 3 x 5 min in 0,01 M PBS. Fir die folgende
Dehydrierung wurden die Schnitte in eine aufsteigende Alkoholreihe gegeben: 1 min 70 %
EtOH, 5 min 95 % EtOH, 10 min 100% EtOH und dann 2 x 5 min in Xylol. Abschlieend
wurden die Schnitte mit dem Roti-Histokitt (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) unter einem
Deckglisschen (Menzel-Gliser 24 x 60 mm, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

vorsichtig eingebettet.
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2.6.5 Fluoreszenzfirbung Paraffin-eingebetteter Priaparate

Zur post mortem Quantifizierung des Plaque-Loads wurden die Hirnschnitte (2.6.3) mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Thioflavin-S gefirbt, um AB-Fibrillen sichtbar zu machen (Christensen
et al. 2009). Thioflavin-S eignet sich vor allem zur Firbung aggregierter AB-Fibrillen -
wihrend 16sliche AB-Oligomere nicht gebunden werden — und eignet sich daher besonders
zur Firbung der Plaques (Kayed et al. 2003). Pro Maus wurden drei Sagittalschnitte mit
jeweils 20 um Abstand gefirbt. Die Entparaffinierung und Rehydratation erfolgte mit Xylol
und EtOH entsprechend dem Vorgehen in der DAB-Farbung (2.6.5). Danach wurden die
Schnitte zweimal fir je 1 min in dH,O gewaschen. Die weiteren Schritte erfolgten zur
Wahrung der Fluoreszenz unter Lichtschutz. Zunichst erfolgte die Inkubation in 1 %iger
Thioflavin-Losung (Sigma Life Science, St Loius, MO, USA) in Wasser fir 8 min. Es folgte
ein weiterer Waschdurchgang fir zweimal 1 min in dH2O, anschlieend die zweite
Inkubation in Thioflavin, diesmal fir 4 min. Die abschlieBende Waschung erfolgte zweimal
in 80 % EtOH und dreimal in dH2O fiir je 1 min. Fur das Eindecken wurde das Roti®Mount
FluorCare DAPI (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) genutzt. Zur Lagerung wurden die
Objekttriger mit Alufolie umhiillt.

2.6.6 Mikroskopie und Quantifizierung

Zur Auswertung des Plaque-Loads wurden von jedem Hirnschnitt drei Bilder des Kortex
(also 9 Bilder pro Tier) mit dem Fluoreszenzmikroskop Nikon Intensilight c-hgfi (Nikon,
Tokio, Japan) angefertigt. Hierzu wurden der Hippocampus lokalisiert und drei Bilder des
Kortex oberhalb der CAl-Region, bzw. rostral und kaudal von diesem, in 20-facher
VergroBerung aufgenommen  (Abbildung 9). Die Mikroskopeinstellungen —und

Lichtintensitat waren fir alle Aufnahmen konstant.

e o

Abbildung 9: Schematischer Sagittalschnitt des Mausgehirns. Der Hippocampus ist als
Orientierungsstruktur rot gefirbt. Die zur Auswertung verwendeten Bilder wurden im Bereich der roten

Kistchen aufgenommen.
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Die quantitative Auswertung der Bilder erfolgte mit der Image] Software (Image].51.f,
National Institute of Health, USA) durch ein Makro. Dieses wandelte alle Bilder zur
Kontrastverstirkung in ein schwarz/weil 8bit-Format um und markierte mithilfe eines
hindisch festgelegten Schwellenwerts (#hreshold) die stirker fluoreszierenden AB-Plaques.
AnschlieBend wurde der Flichenanteil der somit markierten Plaques am gesamten
Bildausschnitt gemessen. Diese Daten wurden mit dem online-verfigbaren Owtlier calculator
von GraphPad auf statistische AusreiB3er hin Gberpriift. Zudem wurden einzelne Bilder aus
der Auswertung entfernt, bei der die Software falschlicherweise Artefakte, wie Faltungen des

Hirnschnitts, als AB-Plaques markierte.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung aller erthobener Daten erfolgte mit der Software Prism 5 Version
5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Der Vergleich zwischen den verschiedenen
Gruppen erfolgte mittels ungepaarten t-tests sowie einfacher und zweifacher Varianzanalyse
(ANOVA) mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur, wie im entsprechenden Abschnitt
angegeben. Die Angabe der Daten erfolgt durchgehend als Mittelwerte £ Standardfehler
(standard error oft he mean (SEM)). Die verwendeten Signifikanzniveaus betragen *p < 0,05, **p
< 0,01 und **p < 0,001. Die Anzahl der Tiere pro Gruppe (n) wird im jeweiligen
Ergebnisteil angeftihrt.

2.8 Software

Zur Aufbereitung der Daten und zur Erstellung dieser Arbeit wurde die in Tabelle 4
aufgefiihrte Software verwendet. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Abbildungen
mit BioRender.com und GrapPad erstellt. Die gezeigten PET-Bilder wurden mit PMOD
erzeugt. Fur das Literaturverzeichnis wurde das Zitationsprogramm Citavi (Swiss Academic

Software, Wadenswil, Schweiz) verwendet.
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Tabelle 4: Zur Erstellung dieser Arbeit verwendete Software

ANY-Maze

BioRender.com

Citavi

GraphPad Prism 5 Version 5.01
Image] 1.51f

Microsoft Office 365 ProPlus
NIS-Elements AR

PMOD v3.9

Stoelting Co, Wood Dale, 1L, USA

San Francisco, CA, USA

Swiss Academic Software, Widenswil, Schweiz
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA

Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA
Microsoft, Redmond, WA, USA

Nikon, Tokio, Japan

PMOD Technologies, Zirich, Schweiz
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3  Ergebnisse

3.1 Nachweis des Transgens bei 5XFAD-Miusen

Eine entscheidende Voraussetzung fiir alle weiteren FErgebnisse war die sichere
Unterscheidung der Versuchstiere in Wildtyp-Méuse und solche der transgenen 5XFAD-
Linie. Aufgrund der hemizygoten Vererbung der 5XFAD-Mutationen wurden alle in dieser
Arbeit verwendeten 5XFAD-Tiere auf das Vorliegen des humanen APP mithilfe von PCR
und Gelelektrophorese getestet (2.2). Abbildung 10 zeigt eine exemplarische
Gelelektrophorese mit dem Nachweis der charakteristischen Banden im Bereich von 290

Basenpaaren.

positiv negativ

negativ positiv positiv negativ positiv

Kontrolle Kontrolle

Abbildung 10: Exemplarische Gelelektrophorese Ganz rechts die DNA-Leiter (Ladder) zur
GroBenbestimmung der DNA-Proben in Basenpaaren (bp), daneben eine negativ- und positiv-Kontrolle. Die

Proben von 5XFAD-Miusen zeigten im Bereich von 290bp die nachzuweisende Bande.

3.2 PET im 5XFAD-Mausmodell

Das erste Ziel dieser Arbeit ist es zu zeigen, ob sich Unterschiede im Hirnstoffwechsel
zwischen gesunden Wildtyp-Médusen und dem 5XFAD-Modell mit manifester Alzheimer-
Pathologie mithilfe von PET/MRT darstellen lassen. Hierfiir wurden zwei Radiopharmaka
verwendet, die Prozesse abbilden, die in der Pathologie der Erkrankung eine bedeutsame
Rolle einnehmen und auch in der Diagnostik bei menschlichen Alzheimer-Patienten zum

Einsatz kommen.
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3.2.1 Reduzierter Tracer-Uptake in der *F-FDG-PET bei 5XFAD-Tieren

Zur Ermittlung des zerebralen Glukosemetabolismus wurde 7-monatigen 5XFAD-Mausen
sowie altersentsprechenden Wildtyp-Miusen "F-FDG intravends injiziert und die
Aufnahme der radioaktiv-markierten Glukose im gesamten Gehirn sowie in einzelnen
Hirnregionen gemessen. Der Blutzuckerspiegel lag zwischen 89 und 209 mg/dl (Mittelwert
143 mg/dl), ohne signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Zunichst war in der
PET-Aufnahme der ganzen Maus extrakranial eine physiologische Tracer-Verteilung mit
erhohter FDG-Anreicherung v.a. in Myokard, Harnblase und braunem Fettgewebe zu sehen,
sowohl bei den 5XFAD- als auch den WT-Tieren (Abbildung 11).

Braunes
Fettgewebe\

Kiefer-
Muskulatur

0 kBg/cc 1500

Abbildung 11: FDG-Verteilung im gesamten Korper bei einer beispielhaften Maus Neben der FDG-
Aufnahme im Gehirn und der Kiefermuskulatur zeigte sich eine physiologische erhéhte FDG-Aufnahme

insbesondere im Herz, der Harnblase und dem braunen Fettgewebe.

In der zerebralen PET (Abbildung 12) war eine FDG-Aufnahme in allen Hirnregionen
einschlieflich des Cerebellums messbar. In der Auswertung der PET zeigte sich eine
signifikant verringerte Glukoseaufnahme in der VOI des gesamten Gehirns (Abbildung 13,
A) der 7-Monate alten 5XFAD-Miuse gegeniiber den gleichaltrigen Wildtyp-Tieren (t-test:
p = 0,0020). Zudem wurden einzelne Hirnregionen verglichen (Abbildung 13, C). Abgesehen
von dem Bulbus Olfactorius (t-test: p = 0,7881) zeigten hier alle betrachteten Regionen einen
signifikanten Unterschied in der FDG-Aufnahme zwischen 5XFAD- und WT-Tieren. Die
Signifikanzwerte ergaben fiir die Gbrigen Hirnregionen im Einzelnen: Hippocampus: p <
0,0001, Kortex: p = 0,0067, Thalamus: p = 0,0013, Cerebellum: p = 0,001, Vorderhirn: p =
0,0023, Hypothalamus: p < 0,0001, Amygdala: p = 0,0003, Mittelhirn: p < 0,0001.
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Abbildung 12: Reprisentative 8SF-FDG-PET-Bilder einer Wildtyp- und einer 5XFAD-Maus im Alter
von 7 Monaten (A) Wildtyp-Maus in der Koronarebene, (B) der Sagittalebene und (C) Transversalebene.
Entsprechende Bilder einer 5XFAD-Maus im selben Alter (D-F). Auch visuell ist bereits eine verringerte '8F-
FDG-Aufnahme im Gehirn der 5XFAD-Tiere zu erkennen. A = Amygdala, Cb = Cerebellum, H =
Hypothalamus, Hc = Hippocampus, Hs = Hirnstamm, K = Kortex, M = Mittelhirn, O = Bulbus Olfactorius,
S = Septum / basales Vorderhirn, St = Striatum, T = Thalamus.

Zudem wurde die "F-FDG-Aufnahme im Gehirn von 12-Monate alten Wildtyp- und
5XFAD-Tieren ermittelt (Abbildung 13, B und D). Auch hier zeigte sich im Gehirn
insgesamt eine signifikant verringerte FDG-Aufnahme bei den 5XFAD-Tieren (p = 0,01006).
Signifikant verschiedene SUVgi zeigten sich auch in Hippocampus (p = 0,0025), Thalamus
(p = 0,0036), Cerebellum (p = 0,0161), Hypothalamus (p = 0,0022) und Mittelhirn (p =
0,0008). Keine signifikanten Unterschiede zwischen 12 Monate alten Wildtyp- und 5XFAD-
Tieren zeigten sich im Kortex (p = 0,1585), Vorderhirn (p = 0,2124), Amygdala (p = 0,2601)
und Bulbus Olfactorius (p = 0,3604). Zwischen 7-Monate und 12-Monate alten 5XFAD-

Tieren zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 13: ¥F-FDG-Aufnahme bei 7-Monate und 12-Monate alten 5XFAD- und Wildtyp-Miusen
(A) Die SUVGIc im Gehirn insgesamt ist bei 7-Monate alten 5XFAD-Miusen im Vergleich zu den
gleichaltrigen Wildtyp-Mausen signifikant verringert. (B) Ebenso bei den 12-Monate alten 5XFAD-Miusen. (C)
In den einzelnen Hirnregionen, abgesehen vom Bulbus Olfactorius, zeigten sich signifikant verringerte SUVGlc
bei den 7-Monate alten 5XFAD-Tieren gegentiber den altersentsprechenden Wildtyp-Tieren. (D) Bei den 12-
Monate alten Tieren waren weniger Hirnregionen signifikant verschieden. n = 4 — 8, ungepaarter t-test: *p <
0,05, **p < 0,01, ¥**p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM.
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3.2.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der BE_FDG-PET bei 5XFAD-

Tieren

Zur Ermittlung geschlechtsspezifischer Unterschiede wurde auch die ""F-FDG-Aufnahme
innerhalb der 7-Monate alten 5XFAD-Gruppe zwischen Minnchen und Weibchen
verglichen (Abbildung 14). Hier zeigten sich signifikant verringerte SUVgie bei den
weiblichen Tieren in Hippocampus: p = 0,0136, Cerebellum: p = 0,0290 und Mittelhirn: p =
0,0184 gegentiber ithren mannlichen Artgenossen. In den tibrigen Regionen sowie in der VOI

des gesamten Gehirns fanden sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 14: Geschlechtsspezifische 8F-FDG-Aufnahme bei 7-Monate alten 5XFAD-Miusen Es
zeigten sich in allen Regionen im Mittelwert verringerte SUVgie bei den weiblichen Tieren. Signifikant waren
die Unterschiede in Hippocampus, Cerebellum und Mittelhirn. n = 3 pro Geschlecht, ungepaarter t-test: *p <
0,05. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.

3.2.3 Erhohter Tracer-Uptake in der *F-FBB-PET bei 5XFAD-Tieren

Zur in vivo Darstellung der Amyloid-Ablagerungen wurde die Amyloid-PET mit dem Tracer
""F-Florbetaben durchgefiihrt. Neben der FBB-Aufnahme im Gehirn zeigte sich bei allen
Tieren eine physiologische unspezifische Tracer-Aufnahme extrakranial, insbesondere im
Darm und der Harnblase (Abbildung 15).
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Abbildung 15: FBB-Verteilung im gesamten Korper bei einer beispielhaften Maus Neben der FBB-
Aufnahme im Gehirn zeigte sich eine physiologische erhdhte FBB-Aufnahme insbesondere im Darm und in
der Harnblase.

In der Quantifizierung der FBB-Aufnahme im Gehirn (Abbildung 106) zeigte sich in der VOI
des gesamten Gehirns der SXFAD-Miuse (Abbildung 17, A) eine signifikante Erh6hung der
SUV, gegeniber den Wildtyp-Midusen (t-test: p < 0,0001).Auch in den einzelnen
Hirnregionen zeigte sich (Abbildung 17, C), abgesehen vom Bulbus Olfactorius (p = 0,0935),
eine signifikant erh6hte FBB-Aufnahme: Kortex: p < 0,0001, Hippocampus: p < 0,0001,
Thalamus: p < 0,0001, Vorderhirn: p = 0,0002, Hypothalamus: p = 0,0019, Amygdala: p <
0,0001, Mittelhirn: p < 0,0001.
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Abbildung 16: Reprisentative ¥F-FBB-PET-Bilder einer Wildtyp- und einer 5XFAD-Maus im Alter
von 7 Monaten (A) Wildtyp-Maus in der Koronarebene, (B) der Sagittalebene und (C) Transversalebene.
Entsprechende Bilder einer 5XFAD-Maus im selben Alter (D-F). Auch visuell ist bereits eine erhohte 8F-FBB-
Aufnahme im Gehirn der 5XFAD-Tiere zu erkennen. A = Amygdala, Cb = Cerebellum, H = Hypothalamus,
Hc = Hippocampus, Hs = Hitnstamm, K = Kortex, M = Mittelhitn, O = Bulbus Olfactorius, S = Septum /

basales Vorderhirn, St = Striatum, T = Thalamus.
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Zudem wurde die "F-FBB-Aufnahme im Gehirn von 12-Monate alten Wildtyp- und
5XFAD-Tieren verglichen. Auch hier zeigte sich im Gehirn insgesamt (Abbildung 17, B)
eine signifikant erhéhte FBB-Aufnahme bei den 5XFAD-Tieren (p = 0,0048). In den einzeln
untersuchten Hirnregionen (Abbildung 17, D) zeigten sich signifikant erthéhte SUV, bei den
5XFAD-Tieren im Kortex (p = 0,0151), Hippocampus (p < 0,0001), Thalamus (p = 0,0013),
Amygdala (p = 0,0007), und Mittelhirn (p < 0,0001). Keine signifikanten Anderungen
ergaben sich im Vorderhirn (p = 0,0640), Hypothalamus (p = 0,2904) und Bulbus
Olfactorius (p = 0,7208).

Zwischen 7-Monate und 12-Monate alten 5XFAD-Miusen zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede.

Im Vergleich der Geschlechter (Abbildung 18) ergaben sich beztiglich der FBB-Aufnahme
keine signifikanten Differenzen zwischen weiblichen und minnlichen 5XFAD-Miusen im
Alter von 7 Monaten. Die Signifikanzwerte ergaben im Einzelnen (ungepaarter t-test):
Gesamthirn: p = 0,7210, Kortex: p = 0,4366, Hippocampus: p = 0,2149, Thalamus: p =
0,9206, Vorderhirn: p = 0,9001, Amygdala: p = 0,0525, Mittelhirn: p = 0,4082.
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Abbildung 17: 8F-FBB-Aufnahme bei 7-Monate und 12 Monate alten 5XFAD- und Wildtyp-Miusen
(A) Die SUV; im Gehirn insgesamt ist bei 7-Monate alten 5XFAD-Miusen im Vergleich zu den gleichaltrigen
Wildtyp-Miusen signifikant erhoht. (B) Ebenso bei den 12-Monate alten Tieren. (C) Auch in den einzelnen
Hirnregionen, abgesehen vom Bulbus Olfactorius, zeigten sich signifikant erhéhte SUV, bei den 5XFAD-
Tieren. (D) Bei den 12-Monate alten Tieren waren weniger Hirnregionen signifikant verschieden. n = 4 — 7,

ungepaarter t-test: *p < 0,05, ¥*p < 0,01, ***p < 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.
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Abbildung 18: Geschlechtsspezifische ¥F-FBB-Aufnahme bei 7-Monate alten 5XFAD-Miusen Es
konnten keine signifikanten Unterschiede in der FBB-Aufnahme zwischen weiblichen und minnlichen

5XFAD-Miusen im Alter von 7 Monaten festgestellt werden. n = 3 pro Geschlecht. Daten dargestellt als
Mittelwert = SEM.
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3.3 Verinderungen in der PET bei 5XFAD-Miusen nach CBD-
Behandlung

Zum in vivo Nachweis von Verinderungen im Gehirn von 5XFAD-Miusen in Folge einer
CBD-Therapie wurden 7-Monate alte Midnnchen im Anschluss an die 6-w6chige CBD-
Therapie mit der "F-FDG- und *F-FBB-PET untersucht.

3.3.1 "F-FDG-PET bei 5XFAD-M:iusen nach CBD-Behandlung

In der FDG-PET (Abbildung 19) zeigte sich im Gesamthirn (Abbildung 20, A) eine
signifikant verringerte Tracer-Aufnahme der CBD-behandelten 5XFAD-Tiere im Vergleich
mit den alters- und geschlechtsentsprechenden unbehandelten 5XFAD-Tieren (t-test: p =
0,0404). Auch in den einzelnen betrachteten Regionen zeigten sich signifikante Unterschiede
durch die CBD-Behandlung zwischen behandelten und unbehandelten 5XFAD-Tieren
(Abbildung 20, B) im Hippocampus: p = 0,0105, Thalamus: p = 0,0353; Cerebellum: p =
0,0417 und Mittelhirn: p = 0,0366. Keine Unterschiede ergaben sich fiir Kortex: p = 0,0736,
Vorderhirn: p = 0,0629, Hypothalamus: p = 0,2403, Amygdala: p = 0,0639 und Bulbus
Olfactorius: p = 0,08806,

0 kBag/cc 1500

Abbildung 19: Reprisentative BF-FDG-PET-Bilder einer unbehandelten und einer CBD-behandelten
5XFAD-Maus im Alter von 7 Monaten (A) Unbehandelte 5XFAD-Maus in der Koronarebene, (B) der
Sagittalebene und (C) Transversalebene. Entsprechende Bilder einer CBD-behandelten 5XFAD-Maus im
selben Alter (D-F). A = Amygdala, Cb = Cerebellum, H = Hypothalamus, Hc = Hippocampus, Hs =
Hirnstamm, K = Kortex, M = Mittelhirn, O = Bulbus Olfactotius, S = Septum / basales Vorderhitn, St =

Striatum, T = Thalamus.
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Abbildung 20: ¥F-FDG-Aufnahme bei 7-Monate alten 5XFAD- und CBD-behandelten 5XFAD-
Maiusen (A) Die SUVgr im Gehirn insgesamt ist in Folge der CBD-Behandlung signifikant verringert. (B)
Auch in einzelnen Hirnregionen zeigten sich signifikant veranderte SUVgie bei den behandelten 5XFAD-

Tieren. n = 3. Ungepaarter t-test: *p < 0,05. Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM.

3.3.2 "“F-FBB-PET bei 5XFAD-Miusen nach CBD-Behandlung

In der Amyloid-PET (Abbildung 21) zeigte sich in der VOI des gesamten Gehirns kein
signifikant veranderter Tracer-Uptake (Abbildung 22, A) bei den CBD-behandelten 5XFAD-
Tieren gegeniiber den unbehandelten 5XFAD-Tieren (t-test: p= 0,1174). In den einzeln
betrachteten Hirnregionen (Abbildung 22, B) ergab sich ein signifikant verringerter Tracer-
Uptake bei den CBD-behandelten Tieren im Hippocampus: p = 0,0011 und Mittelhirn: p =
0,0175. Keine signifikanten Unterschiede zeigten sich in Kortex: p = 0,2428, Thalamus: p =
0,0735, Amygdala: p = 0,0941, Vorderhirn: p = 0,1174, Bulbus Olfactorius: p = 0,7538 und
Hypothalamus: p = 0,6734.
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Abbildung 21: Reprisentative SF-FBB-PET-Bilder einer unbehandelten und einer CBD-behandelten
5XFAD-Maus im Alter von 7 Monaten (A) Unbehandelte 5XFAD-Maus in der Koronarebene, (B) der
Sagittalebene und (C) Transversalebene. Entsprechende Bilder einer CBD-behandelten 5XFAD-Maus im
selben Alter (D-F). Auch visuell ist bereits eine verringerte 'SF-FBB-Aufnahme im Gehirn der CBD-
behandelten 5XFAD-Tiere zu erkennen. A = Amygdala, Cb = Cerebellum, H = Hypothalamus, Hc =
Hippocampus, Hs = Hirnstamm, K = Kortex, M = Mittelhitn, O = Bulbus Olfactotius, S = Septum / basales
Vorderhirn, St = Striatum, T = Thalamus.
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Abbildung 22: 8F-FBB-Aufnahme bei 7-Monate alten unbehandelten und CBD-behandelten 5XFAD-
Miusen (A) Die SUVr im Gehirn insgesamt ist bei CBD-behandelten 5XFAD-Mdusen im Vergleich zu den
unbehandelten Tieren signifikant verringert. (B) Auch in einzelnen Hirnregionen zeigten sich signifikant
verringerte SUVr bei den behandelten 5XFAD-Tieren. n = 3-4. Ungepaarter t-test: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.

3.4 Ergebnisse der Fluoreszenzfirbung nach CBD-Therapie

Zum Vergleich mit der Amyloid-PET (3.3.2) erfolgten etablierte histochemische posz mortens
Firbungen. Eine Ubersicht iiber die Plaque-Verteilung im Gehirn insgesamt wurde mit dem
pan-AB-Antikérper 2431-1 erstellt (Abbildung 23, A). Die Abwesenheit von AB-Plaques im
Cerebellum bestitigt auch die Verwendung dieser Region zur Normalisierung der PET-
Daten (s. 2.4.3). Die Quantifizierung des Plaque-Load im Kortex mit der Fluoreszenzfirbung

mit Thioflavin-S (Abbildung 23, B und C) ergab hier einen signifikant verringerten Plaque-
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Load der CBD-behandelten 5XFAD-Tiere gegentiber den unbehandelten 5XFAD-Tieren
(Abbildung 24, t-test: p < 0.001).

Hc
Cb M

Hs

Abbildung 23: Histochemische Firbungen mit 2431-1 und Thioflavin-S (A) In der DAB-Firbung mit
einem pan-AB-Antikrper zeigten sich im gesamten Gehirn einer 7-Monate alten unbehandelten 5XFAD-Maus
Amyloid-Plaques — mit Ausnahme des Bulbus Olfactorius und Cerebellums. (B) Fluoreszenzfirbung mit
Thioflavin-S des Kortex eines unbehandelten 7-Monate alten 5XFAD-Weibchens. (C) Aufnahme des Kortex
einer alters- und geschlechtsentsprechenden CBD-behandelten 5XFAD-Maus. A = Amygdala, Cb =
Cerebellum, H = Hypothalamus, Hc = Hippocampus, Hs = Hirnstamm, K = Kortex, M = Mittelhirn, O =
Bulbus Olfactotius, S = Septum / basales Vorderhirn, T = Thalamus. MaBstab (A) = 500 um, (B) = 100 um.
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Abbildung 24: Quantifizierung der Fluoreszenzfirbung mit Thioflavin-S: Hier zeigte sich ein signifikant
verringerter Plaque-Load der CBD-behandelten 5XFAD-Tiere gegeniiber den unbehandelten 5XFAD-Tieren.
Ungepaarter t-test: ¥***p < 0,001, n = 5-9. Daten dargestellt als Mittelwert + SEM.

3.5 Ergebnisse der Verhaltensversuche unter CBD-Therapie

Um den Effekt der CBD-Behandlung auf die kognitive Leistungsfihigkeit der 5XFAD-
Miuse zu ermitteln, wurden ihre Leistungen in zwei etablierten Verhaltenstests mit der von

Vehikel-behandelten 5XFAD-Miusen verglichen.

3.5.1 Auswirkungen von CBD auf die Gedichtnisleistung im Novel Object

Recognition-Test

Der Novel Object Recognition-Test dient primiér der Untersuchung der Gedichtnisleistung
- in Bezug auf das Wiedererkennen bekannter Objekte (recognition memory) - der Tiere und
wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefithrt. Dabei diente der erste Tag, an dem
auch das Angst- und Explorationsverhalten betrachtet wird, der Gewohnung des Tieres an
die Versuchsumgebung. Hier ergab sich ein signifikanter Unterschied in der zuriickgelegten
Distanz (Abbildung 25, A) zwischen unbehandelten und CBD-behandelten 5XFAD-Tieren
(t-test: p = 0,0164). Mit Blick auf die im Zentrum verbrachte Zeit (Abbildung 25, B) zeigte
sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (t-test: p =
0,0113). Die erhohte Laufstrecke der CBD-behandelten Tiere ldsst auf ein erhOhtes
Explorationsverhalten schlieBen, wihrend die geringere Zeit im Zentrum fiir ein intaktes

Risikoverhalten gegeniiber den unbehandelten 5XFAD-Miusen spricht.
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Abbildung 25: Das Bewegungsverhalten unbehandelter und CBD-behandelter 5XFAD-Miuse am
ersten Tag des NOR-Tests (A) Zeigt die durchschnittlich zuriickgelegte Distanz der Miuse am ersten Tag
des Versuchs. Hier zeigte sich eine signifikant erhéhte zurtickgelegte Distanz der CBD-behandelten Tiere. (B)
Die CBD-behandelten Tiere verbrachten signifikant weniger Zeit im Zentrum der Box als die unbehandelten
5XFAD-Tiere. Ungepaarter t-test: *p < 0,05. 5XFAD = unbehandelte 5XFAD-Tiere, CBD = CBD-behandelte
5XFAD-Tiere. n = 8-9. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.

Am zweiten Tag wurden die Miuse dann mit zwei identischen Objekten konfrontiert; dabei
zeigten weder die unbehandelten noch die CBD-behandelten 5XFAD-Miuse eine
signifikante Priferenz fiir eines der beiden Objekte (t-test: 5XFAD-Tiere: p = 0,2245, CBD-
behandelte Tiere: p = 0,2145). Im Gedachtnis-Test am dritten Tag wurde dann ermittelt, ob
sich die Maus an das bereits bekannte Objekt vom zweiten Tag erinnert bzw. mehr Zeit mit
der Erkundung des neuen Objekts verbringt. Hier zeigten die CBD-behandelten Mause
(Abbildung 26, A) eine signifikante Priferenz fiir die Erkundung des neuen Objekts (t-test:
p = 0,01006). Die unbehandelten 5XFAD-Miuse zeigten hingegen keine Priferenz fiir eines
der Objekte (p = 0,5779). Gleichzeitig zeigten die CBD-behandelten Tiere eine signifikant
erhohte Bewegungsaktivitit gegentiber den unbehandelten 5XFAD-Miusen an Tag 3 (p =

0,0116), also auch insgesamt ein deutlich erhohtes Explorationsverhalten.
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Abbildung 26: Gedichtnisleistung und Explorationsverhalten am dritten Tag des NOR-Tests (A) Im
Gegensatz zu den unbehandelten 5XFAD-Tieren zeigten die mit CBD-behandelten Tiere eine signifikant
erhéhte Priferenz fir das neue Objekt. (B) Zeigt die durchschnittlich zurtickgelegte Distanz der Mause am
dritten Tag des Versuchs. Hier zeigte sich eine signifikant erh6hte Laufstrecke der CBD-behandelten 5XFAD-
Miuse. Ungepaarter t-test: *p < 0,05. 5XFAD = unbehandelte 5XFAD-Tiere, CBD = CBD-behandelte
5XFAD-Tiere. n = 7-9. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.

3.5.2 Auswirkungen von CBD auf das rdumliche Bezugsgedichtnis im Morris
Water Maze

Das rdumliche Lernen und Gedichtnis wurde mithilfe des Morris Water Maze untersucht.
Im Cued Training ergab sich, dass alle Mause mit zunehmender Versuchszahl hinzulernten
(Abbildung 27, A), die Plattform also schneller fanden (Escape Latency) (zweifache
Varianzanalyse mit wiederholter Messung, Effekt iber die Tage: p < 0,0001). In der
Schwimmgeschwindigkeit (Abbildung 27, B) zeigte sich eine signifikant erhoéhte
Schwimmgeschwindigkeit der CBD-behandelten Tiere gegentiber den unbehandelten
5XFAD-Tieren (zweifache Varianzanalyse mit wiederholter Messung, Effekt zwischen den
Gruppen: p < 0,0001 und Bonferroni-Korrektur: Tag 1: p < 0,01; Tag 2: p < 0,01; Tag 3: p
< 0,05).

p=
'y
o
T
m
Q
ha
=]

’

= CBD

E3
Ll
Ed

- 5XFAD
—5— - |
—3

[=]

=

]
1
®
*

b
3 2]
H

=4

o

o
1

Escape Latency [s]
[~
e
Schwimmgeschwindigkeit (m/s)
(=]
-
[=]

Hith HH#

= o

1 2 3 2 3
Tage Tage

Abbildung 27: Keine motorischen oder visuellen Defizite im Cued Training (A) Sowohl die
unbehandelten als auch die CBD-behandelten 5XFAD-Miuse zeigten eine signifikant verkiirzte Escape Latency
im Laufe des Cued Training. (B) An allen drei Versuchstagen des Cued Training zeigten die CBD-behandelten
Tiere eine signifikant erhohte Schwimmgeschwindigkeit. 5XFAD = unbehandelte 5XFAD-Tiere, CBD =
CBD-behandelte 5XFAD-Tiere. n = 8. Zweifache Varianzanalyse mit wiedetholter Messung (H###p < 0,0001)
und Bonferroni-Korrektur: *p < 0,05, **p < 0,01. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.

Das anschlieBende Acqguisition Training untersuchte die Lernfihigkeit der Tiere, die nunmehr
unmarkierte Plattform mithilfe von visuellen Hinweisen am Beckenrand zu finden. Auch
hier zeigten beide Gruppen eine signifikante Verkiirzung der Escape Latency im Verlauf des

funftigigen Trainings (zweifache Varianzanalyse mit wiederholter Messung, Effekt Giber die
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Tage: p < 0,0001) ohne signifikante Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten
Tieren (Abbildung 28, A). Bei der Schwimmgeschwindigkeit waren die CBD-behandelten
Tiere in diesem Versuchsteil lediglich am zweiten Tag signifikant schneller als die
unbehandelten 5XFAD-Tiere (Abbildung 28, B, zweifache Varianzanalyse mit wiederholter
Messung, Effekt zwischen den Gruppen: p < 0,0001 und Bonferroni-Korrektur: Tag 2: p <
0,01).
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Abbildung 28: Kein Einfluss auf die Lernfihigkeit von 5XFAD-Tieren durch CBD-Behandlung im
Acquisition Training (A) Sowohl die unbehandelten als auch die CBD-behandelten 5XFAD-Miuse zeigten
eine signifikant verkiirzte Escape Latency im Laufe des Acquisition Training. (B) Am zweiten Versuchstag des
Acquisition Training zeigten die CBD-behandelten Tiere eine signifikant erhéhte Schwimmgeschwindigkeit.
5XFAD = unbehandelte 5XFAD-Tiere, CBD = CBD-behandelte 5XFAD-Tiere. n = 8. Zweifache
Varianzanalyse mit wiederholter Messung (###p < 0,0001) und Bonferroni-Kotrektur: **p < 0,01. Daten
dargestellt als Mittelwert £ SEM.

Im letzten Abschnitt, dem Probe Trial, wurde schlieBlich die Gedichtnisleistung der Tiere
getestet, sich an die zuvor erlernte Position der - nun nicht mehr vorhandenen — Plattform
mithilfe der visuellen Hinweise zu erinnern. Die CBD-behandelten Tiere (Abbildung 29, B)
zeigten hier eine signifikante Priferenz fur den Zielquadranten gegentiber allen anderen
Quadranten, wihrend die unbehandelten 5XFAD-Tiere (Abbildung 29, A) lediglich eine
signifikante Priferenz des Zielquadranten zum gegeniiberliegenden Quadranten zeigten
(einfache Varianzanalyse mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur: CBD-behandelt: p <
0,0001 Zielquadrant gegen alle anderen Quadranten, 5XFAD unbehandelt: p = 0,0048
Zielquadrant gegen gegentiberliegender Quadrant). Somit ist eine Verbesserung des
raumlichen Bezugsgedichtnisses bei weiblichen 5XFAD-Midusen durch die CBD-
Behandlung festzustellen. Beztiglich der Schwimmgeschwindigkeit ergab sich im Probe Trial
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (t-test: p = 0,6922).
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Abbildung 29: Verbessertes raumliches Bezugsgedichtnis nach CBD-Behandlung (A) Im Probe Trial
zeigten die unbehandelten 5XFAD-Tiere ecine signifikante Priferenz des Zielquadranten zum
gegeniibetliegenden Quadranten. (B) Die CBD-behandelten 5XFAD-Tiere priferierten den Zielquadranten
gegeniiber allen anderen Quadranten. Ziel = Zielquadrant, L = Linker Quadrant, R = Rechter Quadrant, G =
Gegentiberliegender Quadrant. n = 8. Einfache Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur: **p < 0,01, ***p <
0,001. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.
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4 Diskussion

Die Alzheimer-Erkrankung ist eine der grofen medizinischen Herausforderungen des 21.
Jahrhunderts. Der Mangel an effektiven Behandlungsméglichkeiten erfordert eine
umfassende Suche nach neuen Therapieansitzen. Ein bekanntes Problem der
Erfolgskontrolle experimenteller Therapieverfahren im Tiermodell ist die Schwierigkeit der
Erfassung von neuroanatomischen und -physiologischen Verinderungen 7z wvive. Die
etablierten Methoden zur Erfassung von Verinderungen bei kranken gegentiber gesunden
Tieren bzw. unbehandelten erkrankten Tieren gegeniiber den therapierten sind
Verhaltensversuche sowie die histopathologische Untersuchung posz mortem. Diese Methoden
sollten aufgrund ihrer Reliabilitit und Validitit natiirlich weiter zum FEinsatz kommen,
konnten aufgrund der Vorteile einer 7z vivo Analyse allerdings um eine solche erginzt werden:
So lisst die post mortem Histologie nur eine einzeitige Beurteilung der untersuchten Strukturen
zu. Polglich lassen sich dynamische physiologische Prozesse nur indirekt (als bereits
abgelaufene) in ihren Folgen darstellen. Eine 7z vivo Untersuchung bietet hingegen theoretisch
die Moglichkeit einer longitudinalen Beurteilung der Krankheitsausprigung zu
verschiedenen Zeitpunkten bzw. des Therapieverlaufs. Zudem lassen sich, etwa mit der
Nutzung eines Glukose-Tracers wie ""F-FDG, aktive Stoffwechselprozesse, wie die

synaptische Aktivitit, darstellen.

4.1 Die PET in der Alzheimer-Forschung

Die Alzheimer-Forschung richtet sich mit dem ausbleibenden Erfolg von Anti-A-
Antikérper-Therapien in klinischen Studien (Mehta et al. 2017) wieder vermehrt auf die
Grundlagenforschung. Ziel ist es, die der Alzheimer-Krankheit zugrunde liegenden
Pathomechanismen besser zu verstehen, um so neue Ansatzpunkte fir zukiinftige Therapien
zu finden. Wihrend die klassische Alzheimer-Diagnostik klinisch erfolgt und die Forschung
sich zu einem groB3en Teil auf histopathologische Untersuchungen post mortem stitzt, geben
moderne diagnostische Methoden die Méglichkeit die Alzheimer-Erkrankung zunehmend

mithilfe von Biomarkern 7z vivo darzustellen (Jack et al. 2018).

Ein zentraler Baustein ist dabei das A/T/N-System, das drei zentrale Prozesse der
Alzheimer-Pathologie analysiert: Die AP-Akkumulation, fibrillires Tau-Protein und die
Neurodegeneration (Jack et al. 2018). Durch die Entwicklung neuer Radiopharmaka ist die
moderne Bildgebung mittels PET ein maf3gebliches Diagnostik-Werkzeug geworden, das alle
drei Achsen umfasst (Sun et al. 2018; Frisoni et al. 2017). Vor allem ""F-FDG als Marker der
Neurodegeneration und die Amyloid-PET sind in der Alzheimer-Forschung und -Diagnostik
bereits etablierte Instrumente (Teipel et al. 2015; Zhang et al. 2012; Laforce et al. 2018).
Erginzt wurden diese Tracer in den vergangenen Jahren durch neu entwickelte Tau-Marker,
die auf weitere Erkenntnisse zur Rolle der Tau-Pathologie im Rahmen der Alzheimer-

Atiologie hoffen lassen (Aschenbrenner et al. 2018; Saint-Aubert et al. 2017). Inmitten der
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Vielzahl neuer Méglichkeiten moderner Medizin(-technik) ist es notig, den Einsatz von
Biomarkern in der Forschung einheitlich und somit in der klinischen Praxis standardisiert
anwendbar zu machen. In der Alzheimer-Forschung wird daher eine multimodale Diagnostik
unter Einschluss von FDG- und Amyloid-PET als vielversprechend angesehen (Laforce et
al. 2018; Chételat et al. 2020).

Mit der Riickbesinnung auf priklinische Forschung zu Therapie-Ansitzen gilt es auch,
geeignete Mausmodelle zu finden, die die menschliche Alzheimer-Pathologie mdglichst
adaquat reprisentieren. In den vergangenen Jahren wurden iiber 100 genetisch modifizierte
Mauslinien entwickelt, die unterschiedliche Aspekte der Erkrankung abbilden (Jankowsky
und Zheng 2017). Da die PET zunehmend zu einem zentralen Instrument in der Alzheimer-
Diagnostik und -Forschung wird, ist es naheliegend, geeignete Mausmodelle zu
identifizieren, bei denen die Anwendbarkeit von PET-Diagnostik analog zu menschlichen
Patienten moglich ist (Bouter und Bouter 2019). Das 5XFAD-Modell trigt funf fir die
Entstehung der EOAD verantwortliche Gene und entwickelt auf diesem Hintergrund eine
massive AB-Pathologie, Inflammation und Neurodegeneration (Oakley et al. 2006; Eimer
und Vassar 2013). Aufgrund dieser Eigenschaften zusammen mit der zuverldssigen
Entwicklung kognitiver Defizite (Bouter et al. 2014; Jawhar et al. 2012) hat sich das 5XFAD-
Mausmodell in der Alzheimer-Forschung etabliert, sodass laut der Datenbank des National
Institute on Ageing tber 10 % der praklinischen Alzheimer-Studien mit diesem Modell
gearbeitet haben (https://alzped.nia.nih.gov/). Es bietet sich daher als optimales
Mausmodell zur Erforschung mit den PET-Biomarkern der Neurodegeneration (*F-FDG)
und der AB-Pathologie (**F-FBB) an.

4.1.1 Glukosehypometabolismus in der *F-FDG-PET beim 5XFAD-Mausmodell

Bisherige Studien mit "F-FDG an diesem Mausmodell fiihrten allerdings zu teils
widersprichlichen Ergebnissen (Rojas et al. 2013; Macdonald et al. 2014). Daher war es das
erste Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob sich die PET als Diagnostikinstrument auf die
Alzheimer-Pathologie des 5XFAD-Mausmodells anwenden lasst. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass sich ein Glukosehypometabolismus im Gehirn von 5XFAD-
Tieren mithilfe der "F-FDG-PET zuvetrlissig darstellen lisst. Zum einen unterstreicht dies
die Einsatzmoglichkeit der PET als Spezies-tbergreifendes Diagnostikinstrument in der
Alzheimer-Forschung. Zum anderen spricht die Ubertragbarkeit dieses zentralen klinischen

Werkzeugs auf das praklinische Mausmodell fir die Relevanz des 5XFAD-Modells als

Alzheimer-Modell, nicht nur fir die AB-Pathologie, sondern auch fiir Neurodegeneration.

Da frithere Studien zur "F-FDG-PET am 5XFAD-Mausmodell zum Teil zu abweichenden
Ergebnissen gekommen sind, sollten Unterschiede in der Methodik analysiert und diese nach
Moglichkeit vereinheitlicht werden. Entgegen ihrer Erwartung fanden Rojas und Kollegen
etwa eine erhéhte Aufnahme von "F-FDG im Gehirn von 11-Monate alten 5XFAD-Tieren
gegeniiber den gesunden Wildtyp-Tieren (Rojas et al. 2013). Die ""F-FDG-Aufnahme als
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Marker fiir die synaptische Aktivitit (Kadekaro et al. 1985; Sokoloff 2008) ist bei
menschlichen Alzheimer-Patienten jedoch gegentiber gesunden Probanden — sogar lange vor
Auftreten klinischer Symptome - zuverlissig verringert (Mosconi 2013; Chételat et al. 2020).
Dabher sollte diese Eigenschaft auch auf ein geeignetes Alzheimer-Mausmodell zutreffen. Die
Autoren fiithrten hier die bekannte Astro- und Mikrogliose der 5XFAD-Tiere als mdégliche
Ursache fiir die erthchte *F-FDG-Aufnahme an. Der geringe Anteil von Gliazellen am
Glukoseumsatz des Gehirns von bis zu 15 % sowie der konstant gefundene
Glukosehypometabolismus im Gehirn von menschlichen Alzheimer-Patienten lassen diese
Erklirung jedoch unwahrscheinlich erscheinen (Mosconi 2013; Marcus et al. 2014). Auch in
weiteren FDG-PET Studien mit anderen Mausmodellen der Alzheimer-Erkrankung fanden
sich ethohte FDG-Werte im Gehirn der kranken Tiere, etwa bei den Alzheimer-Modellen
Tg2576, APP/PS1 und PS2APP (Luo et al. 2012; Poisnel et al. 2012; Brendel et al. 2016).

Im Gegensatz dazu konnten Macdonald und Kollegen eine signifikante Reduktion der FDG-
Aufnahme bei 13-Monate alten 5XFAD-Miusen gegentiber den Vergleichstieren zeigen
(Macdonald et al. 2014). Zur Erklirung dieses Widerspruchs lohnt es, die Methoden der
beiden Studien zu vergleichen. Ein Grund kénnte in der Errechnung von standardisierten
Aufnahmewerten (SUVs) (s. 2.6.3) durch Macdonald ¢f a/. liegen. Indem die applizierte
Radioaktivitit und das spezifische Korpergewicht der Mause berticksichtigt werden, konnen
darauf beruhende Stérvariablen beziiglich der im Gehirn gemessenen "F-FDG-Aktitvitit
vermieden werden. Dartiber hinaus konnten die Autoren zwar keinen signifikanten
Unterschied in der ""F-FDG-Aufnahme im Gesamthirn zwischen jingeren 5XFAD- und
Wildtyp-Tieren feststellen, wohl aber in einzelnen Hirnregionen. Indem sie die einzelnen
Hirnregionen untereinander in Relation setzten, fanden sie Unterschiede zwischen 2-Monate
alten 5XFAD- und Wildtyp-Tieren, z.B. im Verhiltnis der "F-FDG Aufnahme zwischen
dem basalen Vorderhirn und Basalganglien oder Hippocampus und Neocortex. Bei 5-
Monate alten Tieren fanden sich Unterschiede in den SUVs von basalem Vorderhirn,
Basalganglien, Hippocampus und Thalamus gegentiber der Amygdala. Dariiber hinaus
konnte mit der Normalisierung der SUV um die Glukosewerte auch beim 5XFAD- und
anderen Mausmodellen wie Tg2576 und TASTPM ebenfalls ein Glukosehypometabolismus
nachgewiesen werden (Coleman et al. 2017; Deleye et al. 2016; Franke et al. 2020).

Die Daten dieser Doktorarbeit zeigten im Einklang mit Macdonald e a/. eine signifikante
Reduktion der *F-FDG-Aufnahme im Gehirn von 7- und 12-Monate alten 5XFAD-Miusen
gegentiber altersentsprechenden gesunden Wildtyp-Miusen. Die Unterschiede im
Glukosestoffwechsel zeigten sich auch in allen einzeln untersuchten Hirnregionen,
abgesehen vom Bulbus Olfactorius. In dieser Region fanden Xiao e7 /. in einer friheren
Studie sogar einen Glukosehypometabolismus im Bulbus Olfactorius von 5XFAD-Mausen
(Xiao et al. 2015). Der unverinderte Glukosemetabolismus in dieser Region ist vermutlich
auf eine ausbleibende AP-Ablagerung - und die damit ausbleibende Schidigung der Neurone
- in diesem Hirnareal zuriickzufithren, da sich auch in der Amyloid-PET keine Unterschiede

zwischen 5XFAD- und Wildtyp-Tieren in dieser Region finden lieBen. Auch in der
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immunhistochemischen Farbung waren keine AB-Plaques im Bulbus Olfactorius sichtbar.
Die beschriebene Reduktion der FDG-Aufnahme durch Xiao ef a/. lasst sich wohlmoglich

mit der ausbleibenden Glukosenormalisierung in der Studie erklaren.

Die Analyse der bestehenden Studienlage macht die Bedeutung einer standardisierten
Auswertung, insbesondere der Verwendung von SUVs und  zusitzlicher
Glukosenormalisierung, deutlich. Es ist naheliegend, dass Glukose, als ubiquitirer
Stoffwechselmetabolit, bei variierenden Blutkonzentrationen auch zu einer verinderten
Aufnahme in den verschiedenen Organen fihren kann. So konnte bei den, auch in der
votliegenden Arbeit verwendeten, C57BL/6-Midusen bereits ein inverser Zusammenhang
zwischen erhohter Blutglukose und verringerter "*F-FDG-Aufnahme im Gehirn festgestellt
werden (Wong et al. 2011). Die Blutglukosewerte der einzelnen Versuchstiere konnen durch
verschiedene Faktoren, wie Dauer der Nahrungskarenz, Anidsthesie und Stress, erheblich
variieren. AuBlerdem konnte auch bei anderen Alzheimer-Mausmodellen bereits ein
Fastenzeit-abhingiger Glukosehypometabolismus gegentiber Wildtyp-Mausen
nachgewiesen werden (Coleman et al. 2017; Deleye et al. 2016). Da in der vorliegenden
Arbeit nicht nur im Gesamthirn, sondern auch in einzelnen Hirnregionen ein signifikanter
Unterschied in der *F-FDG-Aufnahme gezeigt werden konnte, besteht hier moglicherweise
ein Vorteil gegentiber der Studie von Macdonald ez a/. (2014). Die Glukosenormalisierung
scheint somit ein unerlisslicher Bestandteil in der Durchfithrung von "F-FDG-PET bei

Alzheimer-Mausmodellen zu sein.

Die in der klinischen Alzheimer-Diagnostik iibliche Normalisierung, bei der die FDG-
Aufnahme im Kortex und anderen Strukturen mit der FDG-Aufnahme im Cerebellum in
Relation  gesetzt wird, fithrte bei Rojas et al. 2zu dem beschriebenen
Glukosehypermetabolismus (Rojas et al. 2013). Da diese Region bei Alzheimer-
Mausmodellen jedoch selbst von einer verringerten FDG-Aufnahme betroffen sein kann,
liegt hier vermutlich eine weitere Erklirung fir die von Rojas ¢# /. und anderen Studien mit
Alzheimer-Mausmodellen gefundene erthohte FDG-Aufnahme (Deleye et al. 2016; Poisnel
et al. 2012; Brendel et al. 2016).

Als weiterer Grund fiir die beobachteten Unterschiede kommt die verkiirzte *F-FDG-
Uptake-Periode von 30 min bei Macdonald ef a/. (2014) gegentiber 50 min bei Rojas e al.
(2013) in Frage. Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit eine Retentionszeit von 45 min
zwischen Tracer-Injektion und PET-Beginn angesetzt, wie es in der menschlichen
Alzheimer-Forschung mit ""F-FDG-PET iiblich ist (Ding et al. 2019). Da der hier gefundene
Glukosehypometabolismus sowohl zu den menschlichen Ergebnissen als auch zu denen von
Macdonald ez a/l. (2014) passt, kommt die lingere Uptake-Periode bei Rojas ez a/. (2013) nicht

als Erklarung fiir die abweichenden Ergebnisse in Betracht.

SchlieBlich sind auch Qualititsdifferenzen zwischen den PET-Geriten aufgrund der n6tigen
hohen Auflésung in Anbetracht der Tiergroe nicht auszuschlieBen (Constantinescu und

Mukherjee 2009). Moderne Kleintier-PET-Gerite, wie der in dieser Arbeit verwendete
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nanoScan, erreichen etwa eine raumliche Auflésung von 1-2 mm (Nagy et al. 2013). Bei der
GroBe der VOI des Gesamthirns von 1458 mm’ scheint diese Auflésung fiir groBere
Strukturen wie Kortex (500 mm”) oder Hippocampus (41 mm’) durchaus ausreichend, gerit
bei kleineren Strukturen, wie etwa der Amygdala mit knapp 17 mm?’ aber an ihre Grenzen
(Badea et al. 2007). Fir die in dieser Arbeit erreichten Ergebnisse scheint die Auflésung des
verwendeten PET-Scanners kein Problem darzustellen, gerade mit Hinblick auf die Plaque-
Verteilung bei der Amyloid-PET koénnte eine noch hohere Auflésung aber durchaus
zusitzlichen Informationsgewinn liefern. Bisher ist das prinzipielle Auflésungs-Potenzial der
Autoradiographie von unter 100 wm auch noch lingst nicht in aktuellen PET-Geriten
realisiert (Krishnamoorthy et al. 2018; Solon 2007).

Da mit der hier verwendeten Methodik sogar die Moglichkeit der Unterscheidung zwischen
5XFAD- und Wildtyp-Miusen anhand einzelner Hirnregionen moglich ist, erweitert sich der
Informationsgewinn durch die "F-FDG-PET deutlich. SchlieBlich sind von der
menschlichen Alzheimer-Genese krankheitsspezifische Muster in der FDG-Aufnahme
bekannt, die bei der Differenzierung verschiedener Demenzformen helfen. LieBen sich diese
Muster im 5XFAD-Modell reproduzieren, unterstrichen sie erneut die Rolle dieser Mauslinie
als praktikables Alzheimermodell. Zudem lief3en sich mithilfe der longitudinalen Anwendung
der PET Hinweise auf das Ausbreitungsmuster der Krankheit bei diesen Tieren finden bzw.
Unterschiede im Therapie-Erfolg auf verschiedene Hirnregionen messen. Alzheimer-
Patienten zeigen etwa in frihen Stadien der Erkrankung eine verringerte FDG-Aufnahme in
der Pars posterior des Gyrus cinguli (Minoshima et al. 1997; Jack et al. 2013). Im Verlauf
findet sich der Glukosehypometabolismus auch im temporalen und posterioren Kortex und
schlief3lich im Frontallappen (Teune et al. 2010; Silverman et al. 2001). Bei weiteren Studien
mit der "F-FDG-PET am 5XFAD-Modell konnte also eine Aufteilung verschiedener
Kortex-Regionen erkenntnisreich sein. Beztiglich des Alters konnte in dieser Arbeit zwischen
7-Monate und 12 Monate alten 5XFAD-Miusen kein signifikanter Unterschied in der "F-
FDG-Aufnahme festgestellt werden. Dies ist moglichweise mit dem frithen Beginn der
synaptischen Schidigung im Alter von etwa 4 Monaten bei dieser Mauslinie zu erkliren
(Oakley et al. 2006; Eimer und Vassar 2013). Auch wenn der Neuronenverlust erst in
héherem Alter sein volles Ausmall annimmt (Jawhar et al. 2012), ist der
Glukosehypometabolismus auf die bereits verringerte synaptische Aktivitit zurickzufihren,
die diesem voraus geht (Mosconi et al. 2010). Zur Evaluierung des longitudinalen
Beobachtungspotenzials der *F-FDG-PET wire daher eine Studie mit engmaschigen Scans

jungerer Tiere notig.

4.1.2 Erhohte AB-Ablagerungen im Amyloid-PET beim 5XFAD-Mausmodell

Neben der ""F-FDG-PET als Biomarker der Neurodegeneration steht die Amyloid-PET im
Zentrum der Alzheimer-Diagnostik mittels Bildgebung (Jack et al. 2018; Chételat et al. 2020).

Zum Nachweis der fiir die Alzheimer-Entstehung so zentralen AB-Pathologie stehen seit
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einigen Jahren verschiedene AP-bindende Tracer zur Verfiigung. Beginnend mit den
Erfolgen mit PiB kommen heute vor allem drei Fluor-basierte Tracer zum Einsatz:
Florbetaben, Florbetapir und Flutemetamol (Drzezga 2010; Suppiah et al. 2019). "F-
Florbetaben zeigt nicht nur eine hohe Sensitivitit zum Erkennen einer Alzheimer-Demenz
bzw. eine hohe Spezifitit um eine Alzheimer-Diagnose abzusichern, sondern kommt auch
als quantitativer Marker fir die longitudinale Vetlaufsbeobachtung der AB-Belastung in
Betracht (Sabri et al. 2015). Gerade fiir die Entwicklung neuer Therapeutika wire eine solche
longitudinale Uberwachungsméglichkeit iz wivo, als Erfolgskontrolle und fiir das

Krankheitsverstindnis, in der praklinischen Forschung ein fundamentaler Fortschritt.

Wihrend die Amyloid-PET in der menschlichen Alzheimer-Diagnostik bereits etabliert war,
fihrten erste Anwendungen an priklinischen Mausmodellen zu unklaren Ergebnissen
(Kuntner et al. 2009; Brendel et al. 2015). Wihrend weitere Studien die prinzipielle
Moglichkeit der Amyloid-PET belegten (Manook et al. 2012; Son et al. 2018), konnte auch
bereits in longitudinalen Studien gezeigt werden, dass Therapie-bedingte Verdnderungen in
der AB-Belastung mit ""F-FBB in Kleintieren nachweisbar sind (Maeda et al. 2007; Brendel
et al. 2018). Brendel ¢ a/. behandelten weibliche PS2APP-Miuse ab dem Alter von 9,5
Monaten tiglich mit einem Hemmstoff der -Sekretase. Sie fithrten unmittelbar vor der
Behandlung sowie nach 10 und 18,5 Wochen PET-Scans mit "*F-Florbetaben durch und
konnten damit zeigen, dass sich unterschiedliche Entwicklungen in der AB-Belastung

gegeniiber Vehikel-behandelten Kontrolltieren mit der BE_FBB-PET darstellen lassen.

Wihrend die starke Amyloid-Belastung von 5XFAD-Miusen aus histochemischen post
mortem Analysen hinlinglich bekannt ist (Oakley et al. 20006; Jawhar et al. 2012), wurden erst
wenige Publikationen zur Amyloid-PET bei dieser Mauslinie ver6ffentlicht. Rojas ez al.
(2014) fanden mit PiB und Florbetapir eine signifikant erhohte Tracer-Aufnahme bei 11-
Monate alten 5XFAD- gegeniiber Wildtyp-Tieren. Auch Oh ¢# a/. (2018) fanden mit "“F-
FC119S eine erhohte Aufnahme in Kortex, Hippocampus und Thalamus, jedoch nicht im
Cerebellum (Oh et al. 2018). Da das Cerebellum in der immunhistochemischen Firbung
beim 5XFAD-Modell ebenfalls keine AB-Plaques zeigt, wurde auch in dieser Arbeit die FBB-
Aufnahme im Kleinhirn zur Errechnung relationaler SUVr verwendet. Somit konnte in den
in dieser Arbeit gefundenen Daten bei 7-Monate alten 5XFAD-Tieren eine erhohte "F-FBB-
Aufnahme in allen untersuchten Hirnregionen mit Ausnahme des Bulbus Olfactorius gezeigt
werden. Dies ist in Einklang mit der Abwesenheit von AB-Plaques in dieser Region in der
immunhistochemischen Farbung post morterz und passt zur unverinderten FDG-Aufnahme
in dieser Region. Insgesamt etlaubt die ""F-FBB-PET also die zuvetlissige Unterscheidung
zwischen Alzheimer-Miausen der 5XFAD-Linie und gesunden Wildtyp-Tieren. In
Anbetracht der Bedeutung der gemeinsamen Beurteilung von verschiedenen Biomarkern in
der Alzheimer-Diagnostik (Chételat et al. 2020; Jack et al. 2018) empfichlt sich das 5XFAD-
Modell als ein ,,PET-taugliches“-Modell fiir zwei zentrale Aspekte der Alzheimer-Pathologie:

Plaque-Load und Neurodegeneration. In zukiinftigen priklinischen Wirkstoffstudien mit
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diesem Modell lieBen sich mogliche therapiebedingte Anderungen, in der AB-Ablagerung mit
"F-FBB und in der synaptischen Aktivitit mit *F-FDG, in der PET darstellen und 7 vivo

nachverfolgen.

4.2  Geschlechtsabhingige Alzheimer-Pathologie bei 5XFAD-Miusen

Interessanterweise ist aus der menschlichen Alzheimer-Epidemiologie sowohl eine erhéhte
Privalenz als auch ein hiufigerer schwerer Verlauf der Erkrankung bei Frauen gegentiber
Minnern bekannt (Laws et al. 2016).

Auch bei einigen transgenen Mausmodellen der Alzheimer-Erkrankung konnten bereits
geschlechtsspezifische Unterschiede festgestellt werden. Zum einen zeigte sich eine frithere
und stirker ausgeprigte Plaque-Pathologie bei weiblichen Tieren etwa der Tg2576- und
3xTG-Linie (Callahan et al. 2001; Hirata-Fukae et al. 2008) und zum anderen auch eine
schlechtere kognitive Leistung in den experimentellen Gedichtnistests gegentiber den
mannlichen Artgenossen z.B. bei APP/PS1- und TgCRND8-Miusen (Gallagher et al. 2013;
Granger et al. 2016).

SchlieBlich wurden auch im 5XFAD-Modell bereits geschlechtsspezifische Unterschiede
beschrieben: Vom Geruchssinn (Roddick et al. 2016) tber motorische Fihigkeiten (O'Leary
et al. 2020) bis hin zur Lern- und Gedichtnisleistung (Roddick et al. 2014). Zudem ergab
eine genomische Analyse des Hippocampus von 4-Monate alten 5XFAD-Miusen eine
ausgepragtere Pathologie bei weiblichen 5XFAD-Miusen, die im Vergleich zu minnlichen
Miusen eine erhohte Expression der APP- und PS1-Transgene aufwiesen (Bundy et al.
2019). Zusitzlich konnte in einem Stresstest mit 3-Monate alten 5XFAD-Tieren eine
Erhéhung der AB-Konzentration in Kortex und Hippocampus bei weiblichen Mausen
nachgewiesen werden. Eine entsprechende stressinduzierte AB-Erhohung bei den
minnlichen Tieren blieb aus (Devi et al. 2010).

In den fritheren Studien zur PET am 5XFAD-Modell verwendeten Macdonald ez /. sowohl
weibliche als auch mannliche Tiere, wihrend die Veroffentlichung von Rojas ez al. keine
Angaben zum Geschlecht der Versuchstiere macht. In dieser Arbeit wurden 5XFAD- mit
Wildtyp-Mdusen in Gruppen verglichen, die jeweils zur Halfte aus Mdnnchen und Weibchen
bestanden. Zur Ermittlung von geschlechtsspezifischen Unterschieden wurden die
Minnchen und Weibchen der 7-Monate alten 5XFAD-Gruppe (je drei) miteinander
verglichen. In der"F-FDG-PET fand sich eine verringerte Tracer-Aufnahme bei den
weiblichen gegeniiber den mannlichen 5XFAD-Tieren in Hippocampus, Cerebellum und
Mittelhirn. In bereits veroffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe mit Einschluss von
weiteren  Versuchstieren konnte bereits gezeigt werden, dass auch zwischen
gleichgeschlechtlichen Gruppen ein reduzierter Glukosemetabolismus bzw. erhéhte
Amyloid-Ablagerungen bei den 5XFAD-Tieren zu finden sind (Franke et al. 2020; Bouter et



Diskussion 64

al. 2021). Auch der verringerte FDG-Uptake der weiblichen gegeniiber den minnlichen
5XFAD-Tieren bestitigte sich.

Diese Funde unterstreichen die Bedeutung der Berticksichtigung des Geschlechtereffekts auf
Studien mit dem 5XFAD-Mausmodell. Aus diesem Grund wurden in den folgenden
Experimenten in dieser Arbeit jeweils gleichgeschlechtliche Gruppen verglichen. In der PET
nach CBD-Behandlung wurden ausschlieBlich minnliche Tiere verglichen, in den
Verhaltensversuchen und den histochemischen Firbungen wurden Gruppen aus weiblichen

Tieren verglichen.

Obwohl in post mortem Analysen schon Unterschiede im Plaque-Load zwischen weiblichen
und minnlichen 5XFAD-Tieren gefunden wurden (Bhattacharya et al. 2014; Sadleir et al.
2015), konnte in der Amyloid-PET in dieser Arbeit keine signifikante Differenz zwischen
den Geschlechtern festgestellt werden.

4.3 Cannabidiol in der Alzheimer-Therapie

Bis heute gibt es keine kausal wirksamen Alzheimer-Therapien. Die in Deutschland
zugelassenen Alzheimer-Medikamente bewirken als Inhibitoren der Acetylcholinesterase
und NMDA-Antagonisten lediglich leichte symptomatische Verbesserungen (Olivares et al.
2012; Saxena und Dubey 2019). Als erstes DMT-Medikament, das tber die AB-Ablagerungen
tatsachlich ursichlich in die Alzheimer-Pathologie eingreift, wurde 2021 in den USA der
monoklonale Anti-AB-Antikérper Aducanumab durch die FDA zugelassen (Esang und
Gupta 2021). Aufgrund schwacher und zum Teil widerspriichlicher Effekte des
Medikaments in den Phase-3-Studien erfolgt allerdings eine kontroverse Debatte um die
Zulassung, die in Europa auch ausblieb (Behl et al. 2022). Die Suche nach neuen Therapie-
Moglichkeiten bleibt also zentraler Bestandteil der Alzheimer-Forschung.

Als vielversprechender Ansatzpunkt neuer Therapien wird seit einiger Zeit das
Endocannabinoidsystem in Betracht gezogen (Koppel und Davies 2008). Diesem
korpereigenen Regulationssystem wird ein erheblicher Einfluss auf wichtige Aspekte der
Alzheimer-Pathologie, wie Inflammation, Neuronale Plastizitit und sogar die AB-
Akkumulation, zugeschrieben (Lu und Mackie 2016; Augustin und Lovinger 2018). In
bisherigen Reviews zu klinischen Studien konnte die Frage nach positiven Effekten von
Cannabinoid-Therapien auf die Alzheimer-Erkrankung noch nicht eindeutig geklirt werden
(Talarico et al. 2019; Bosnjak Kuharic et al. 2021). Zum einen fehlen umfassende,
standardisierte Wirksamkeitsstudien, zum anderen untersuchten die meisten der analysierten
Studien lediglich die Effekte des psychoaktiven Cannabinoids THC.

Daneben riickt seit einigen Jahren das nicht-psychoaktive Cannabidiol als Wirkstoff ins
Interesse der Alzheimer-Forschung (Li et al. 2020). Durch seine anti-inflammatorischen,

anti-oxidativen und neuroprotektiven Effekte er6ffnet sich ein weiter Raum an méglichen
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therapeutischen Effekten von CBD auf neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer
(Zuardi 2008; Burstein 2015; Watt und Karl 2017).

Zur zukinftigen Forschung mit CBD und anderen potenziellen Therapieansitzen bietet die
Moglichkeit des zn-vivo Therapie-Monitorings mit der PET einen enormen Zugewinn. Daher
sollte in dieser Arbeit neben der klassischen Auswertung von Verhaltensversuchen und
histochemischen Farbungen auch ermittelt werden, ob sich Unterschiede in der FDG- und
Amyloid-PET nach CBD-Behandlung bei 5XFAD-Mausen darstellen lassen.

4.3.1 ®F-FDG-PET und kognitive Leistungsfihigkeit nach CBD-Behandlung

Neben der AB- und Tau-Pathologie steht die Neurodegeneration im Zentrum der Alzheimer-
Pathologie. Die synaptische Schidigung, der Untergang von Nervenzellen und das
Unvermdégen der Neubildung synaptischer Verbindungen bzw. der Verlust von Neuronaler
Plastizitit und LTP werden mal3geblich fir die Alzheimer-typischen kognitiven Defizite
verantwortlich gemacht (Terry et al. 1991; DeTure und Dickson 2019).

Trotz seiner geringen Affinitit 2zu den CB1- und CB2-Rezeptoren des
Endocannabinoidsystems kann CBD auch an diesen Rezeptoren indirekt neuroprotektiv
wirken. So kann CBD durch die Inhibition des Endocannabinoid-abbauenden Enzyms
FAAH (Fettsaureamid-Hydrolase) die Konzentration von Anandanmid und 2-AG im
synaptischen Spalt erh6hen (Petrocellis und Di Marzo 2010). Diese kénnen dann wiederum
tber CB1 die Glutamat-Ausschiittung inhibieren und der Exzitotoxizitit entgegenwirken,
der ein erheblicher Einfluss auf die Alzheimer-Pathologie zugeschrieben wird (Lu und
Mackie 2016; Hynd et al. 2004).

Direkten Einfluss auf die Alzheimer-Pathologie kann CBD tber die Bindung an PPARy
nehmen, die die Neurogenese im Hippocampus AB-geschidigter Ratten anregt (Esposito et
al. 2011). Dazu konnte auch in Zellen des menschlichen Nervensystems bereits gezeigt
werden, dass Cannabinoide die pro-inflammatorische Wirkung von Af blockieren und somit
im pathologischen Prozess der Alzheimer-Erkrankung neuroprotektiv wirken kénnen
(Currais et al. 2016). Die neurotoxische Wirkung von AP wird auch iber die
Phosphorylierung der GSK-38 (Glykogensynthasekinase) vermittelt (Garrido et al. 2002).
Dem kann CBD iber die Aktivierung des Wnt-Signalwegs entgegenwirken (Esposito et al.
2000).

Auch als Agonist am G-Protein-gekoppelten Serotonin Rezeptor 5-HT1A kann CBD eine
neuroprotektive Wirkung entfalten(Russo et al. 2005). Diese Rezeptoren finden sich in der
pri- und postsynaptischen Membran an verschiedenen Bereichen des Gehirns, mit
besonderer Ausprigung in Hippocampus und Kortex. Sie wurden bereits als entscheidend
fir die anti-depressive und anxiolytische Wirkung von CBD ausgemacht (De Gregorio et al.
2019). Uber verschiedene sekundire Signalwege, wie die Inhibition der cAMP und

Modifikationen des intrazelluliren Kalziumhaushalts, kénnten aber auch neurotrophe
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Effekte iiber diesen Rezeptor ausgelost werden (Barnes und Sharp 1999). So ist zum einen
ein negativer Einfluss von reduzierter Serotonin(5-HT)-Aktivitit an den 5-HT-Rezeptoren
auf die kognitive Leistung beobachtet worden (Svob Strac et al. 2016). Zum anderen konnte
auch eine Besserung der kognitiven Leistung bei enzephalopathischen Miusen tber die
CBD-Bindung an 5-HT1A erreicht werden (Magen et al. 2010).

Die Auswirkungen von CBD auf die synaptische Schidigung bzw. das Ausmal3 des
Nervenzellverlusts bei 5XFAD-Tieren, wurden in dieser Arbeit mithilfe der *F-FDG-PET
untersucht. Die synaptische Schidigung gilt als mal3gebliches Korrelat der kognitiven
Einschrinkungen bei Alzheimer (Jackson et al. 2019). Die "F-FDG-Aufnahme witrd vor
allem durch die synaptische Aktivitit bestimmt und zeigt eventuelle Verinderungen daher
zuverlassig an (Attwell und Laughlin 2001). Hier zeigten sich in einigen Hirnregionen eine
signifikant  verringerte Tracer-Aufnahme bei den behandelten 5XFAD-Tieren.
Moglicherweise ist hierfiir der spite Therapiebeginn oder auch eine nicht ausreichende
Therapiedauer bzw. -dosis ursichlich. So kénnen bereits bestehende irreparable Schiden an
den Synapsen der Tiere durch eine spite CBD-Therapie vermutlich nicht riickgingig
gemacht werden. Hinzu kommt vermutlich der anti-inflammatorische Effekt von CBD, der
eine leicht verringerte Glukoseaufnahme als Zeichen reduzierter Entziindungsaktivitit
bedingt. Méglicherweise konnte eine praventive Gabe von CBD dem Nervenzellverlust und
den damit einhergehenden kognitiven Defiziten vorbeugen. Schlussendlich ist aber nicht nur
der Effekt von CBD auf den Glukoseumsatz im Gehirn entscheidend, sondern auch die
Auswirkungen auf die kognitive Leistungsfihigkeit. So konnten Martin-Moreno ef al. zeigen,
dass die, in Folge von AB-Injektion reduzierte, kognitive Leistung von Miusen im Bereich
des raumlichen Gedichtnisses durch die priventive Gabe von CBD erhalten wird (Martin-
Moreno et al. 2011). Auch in weiteren Studien mit transgenen Mausmodellen der Alzheimer-
Erkrankung konnten bereits positive Effekte von CBD auf die kognitive Leistungsfihigkeit
gezeigt werden (Cheng et al. 2014a; Aso et al. 2015).

Im Einklang mit diesen Ergebnissen zeigten auch die im Rahmen dieser Arbeit behandelten
5XFAD-Tiere in den Verhaltensversuchen eine stirkere kognitive Leistung gegentiber den
unbehandelten Mausen. So zeigten die CBD-behandelten Tiere im NOR-Test ein groB3eres
Interesse an dem fiir sie unbekannten, neuen Objekt. Dies ldsst sich im Sinne einer erhaltenen
Gedichtnisfunktion, die sie zwischen bekannten und unbekannten Objekten unterscheiden
lisst, erklaren. Auch in einem weiteren transgenen Mausmodell (APPxPS1) der Alzheimer-
Erkrankung konnten Cheng ef al. bereits einen positiven Effekt einer chronischen CBD-
Therapie auf die kognitive Leistung der Tiere im Rahmen des NOR-Tests zeigen. Um die
heilende Wirkung von CBD zu beurteilen, wurden minnliche APPxPS1-Mause drei Wochen
lang mit CBD (20 mg/kg CBD, tigliche i.p.-Injektionen) behandelt, nachdem kognitive
Defizite und AD-Pathologie aufgetreten waren (Cheng et al. 2014a). Dies entspricht auch

der hier verwendeten Dosis.



Diskussion 67

Dariiber hinaus zeigten die CBD-behandelten 5XFAD-Miuse im Bereich des raumlichen
Bezugsgedichtnisses, das im Morris Water Maze getestet wurde, eine starkere Praferenz fir
den Zielquadranten als ihre unbehandelten Artgenossen. Zwar zeigten auch die
unbehandelten 5XFAD-Tiere ein gewisses Lernverhalten und eine Priferenz fir den
Zielquadranten, allerdings in einem deutlich schlechteren Ausmal3 die CBD-behandelten
5XFAD-Tiere. Durch die signifikante Verbesserung der behandelten Tiere gegeniiber den
unbehandelten ist ein erhaltender Effekt der CBD-Behandlung auf die im Rahmen der
Alzheimer-Pathologie abnehmende kognitive Leistungsfihigkeit von 5XFAD-Miusen im

Bereich des raumlichen Gedachtnisses anzunehmen.

4.3.2 Verringerte AB-Ablagerungen nach CBD-Behandlung

In der Amyloid-PET zeigte sich eine signifikant verringerte "F-FBB-Aufnahme im Gehirn
der CBD-behandelten 5XFAD-Miuse gegentiber der unbehandelten Gruppe, insbesondere
in der fur die Alzheimer-Pathologie besonders relevanten Region des Hippocampus. Auch
in der histopathologischen Thioflavin-Firbung ergab sich ein reduzierter Plaque-Load im
Kortex CBD-behandelter 5XFAD-Miuse. In dieser post mortem Analyse zeigten die mit CBD
behandelten 5XFAD-Tiere zwar immer noch eine massive Plaque-Belastung, allerdings in
einem signifikant verringerten Ausmal} gegeniiber ihren unbehandelten 5XFAD-
Artgenossen. Diese FErgebnisse unterstiitzen die Vielzahl an potenziell positiven
Auswirkungen von CBD auf die AB-Pathologie bei Alzheimer und bilden vermutlich die
Grundlage fir die in den Verhaltensversuchen verbesserte kognitive Leistungsfihigkeit der
CBD-behandelten 5XFAD-Tiere gegentiber den unbehandelten Vergleichstieren.

Direkten Einfluss auf die AB-Pathologie nimmt CBD etwa tiber TRPV1, indem es den nicht-
amyloiden Abbau von APP durch erhdhte Transkription der a-Sekretase férdert und
gleichzeitig die Transkription der B- und y-Sekretasen herunterreguliert (Libro et al. 2016).
Dartber hinaus greift Cannabidiol insbesondere iiber seine anti-inflammatorischen Effekte
in die Alzheimer-Genese ein. So konnte bereits 2007 7z vivo eine Inhibition der AB-
induzierten Inflammation anhand reduzierter Entziindungsparameter wie GFAP, IL-1p und
die iNOS nachgewiesen werden (Esposito et al. 2007). Als Signalweg konnte hier spiter die
Bindung von CBD an PPARY identifiziert werden (Esposito et al. 2011). NO und IL-1§ sind
einige der vielen Wirkstoffe, die von AB-stimulierten Mikroglia freigesetzt werden und
wurden daher als potenzielle Modulatoren der neuronalen Schidigung identifiziert. NO ist
ein freies Radikal und spielt eine wichtige Rolle bei neuroinflammatorischen und
neurodegenerativen Prozessen, zu denen die Erhohung der Tau-Hyperphosphorylierung
gehort. IL-18 ist an einem Zytokin-Signalweg beteiligt, der fir die Neurodegeneration, die
Synthese und Verarbeitung von APP, die Aktivierung von Astrozyten und die
Uberexpression von iNOS und NO verantwortlich ist (Esposito et al. 2007).

Die anti-inflammatorischen Effekte von CBD kommen auch als Erkldrung fiir die zunichst
widerspruchlich erscheinenden Ergebnisse der CBD-Therapie auf die FDG-PET, Amyloid-
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Ablagerungen und kognitive Leistung in Frage. So zeigten die Tiere zwar eine verbesserte
Gedichtnisfunktion und verringerten Plaque-Load in Histopathologie und PET, jedoch
einen verringerten Glukoseumsatz in der FDG-PET. So kann CBD moglicherweise eine
zusitzliche AB-Akkumulation aufhalten, jedoch keine bestehenden Ablagerungen abbauen.
Dies passt zu den immer noch betrichtlichen AB-Ablagerungen der behandelten Tiere. Die
CBD-Behandlung begann erst ab dem Alter von 5 Monaten, wihrend die Plaque-Formation
bei diesem Mausmodell bereits im Alter von 2 Monaten beginnt (Jawhar et al. 2012; Oakley
etal. 2006). Man kénnte also einen stirkeren Effekt einer friher einsetzenden CBD-Therapie
auf die AB-Belastung vermuten. Dem gegentiber stehen allerdings die Ergebnisse von Cheng
et al. (2014) in einer Studie zur priventiven CBD-Therapie: Hier wurden APP/PS1-Miuse
ab dem Alter von 2,5 Monaten bis zum 8 Lebensmonat mit 20 mg/kg CBD behandelt. Dies
fihrte zwar zu einer Verbesserung der kognitiven Defizite, allerdings nicht zu einer

Reduktion der AB-Ablagerungen in Hippocampus und Kortex (Cheng et al. 2014b).

Auch beztglich der verringerten FDG-Aufnahme im Gehirn der behandelten Tiere kann
man die Erklirung der bereits bestehenden, irreparablen, synaptischen Schiden zum
Zeitpunkt des Therapiebeginns anfihren. Dem widerspricht allerdings die verbesserte
Leistung der behandelten Tiere in den Verhaltensversuchen: Ein gewisser positiver Effekt
von CBD auf die bessere kognitive Leistungsfihigkeit als Ausdruck einer erhéhten
synaptischen Aktivitit scheint trotz der ,,spiten Therapie zu erfolgen. Dass diese
Vermutung sich nicht in der FDG-PET darstellen lieB3, liegt moglicherweise an den
bekannten anti-inflammatorischen Auswirkungen von CBD, indem ein somit verringerter
Energieverbrauch der Gliazellen einen angenommenen hoheren Energieverbrauch der
Neurone kaschiert. Dem gegeniiber steht natiitlich der geringe Anteil der Gliazellen
gegeniiber der synaptischen Aktivitit an der FDG-Aufnahme (Attwell und Laughlin 2001).
Weitere Erkenntnisgewinne hierzu wiren durch Studien mit einer deutlich erhdhten
Gruppengrofle oder auch mittels Verwendung von 7 vivo Biomarkern der Entzindung in
der PET, wie TSPO, méglich (Werry et al. 2019).

4.4 Ausblick

Die PET ist bereits in der klinischen Praxis etabliert und stellt einen zentralen Bestandteil
kinftiger Alzheimer-Forschung dar (Jack et al. 2018). Auch fir die Alzheimer-Forschung an
priklinischen Tiermodellen ist ein solches Diagnostikwerkzeug, das longitudinales 7z vzvo
Therapie-Monitoring etlaubt, ein groBer Fortschritt Sowohl die *F-FDG-PET, als Marker
fir die Neurodegeneration, als auch die "F-FBB-PET, als Marker der AB-Ablagerung,
erwiesen sich als zuverldssige Diagnostik-Werkzeuge einer solchen 7z vivo Beurteilung fir
kiinftige Studien am 5XFAD-Modell der Alzheimer-Erkrankung. Einheitliche Protokolle zur
Durchfiihrung der Scans sowie standardisierte Auswertungsmethoden mithilfe von SUVg,
SUVge und Hirnatlas werden das Bild kunftiger priklinischer PET-Experimente erheblich

vereinheitlichen und hoffentlich helfen, die richtigen Pfade fiir neue Alzheimer-Therapien



Diskussion 69

zu finden. SchlieBlich ist bei PET-Studien an Mausgehirnen auch der Partial-Volumen-Effekt
zu berlcksichtigen, also die Schwierigkeit sehr kleine anatomische Strukturen mit der
technisch begrenzten Auflosung exakt darzustellen. Zwar liegen die hier verwendeten VOI-
GroBen oberhalb der Auflosungsgrenze, kleine Uberlappungseffekte sind jedoch nicht
vollstindig auszuschlieBen (Erlandsson et al. 2012). Daneben hat sich in dieser Arbeit
gezelgt, dass zukunftige Studien mit dem 5XFAD-Modell mdoglichst mit
gleichgeschlechtlichen Versuchsgruppen arbeiten sollten, um der etwas schwereren
Pathologie der weiblichen Tiere Rechnung zu tragen. Auch wenn zwischen 7-Monate und
12-Monate alten 5XFAD-Tieren in dieser Arbeit keine Unterschiede in der PET messbar
waren, lassen die z. T. klaren Ergebnisse trotz kleiner Gruppengréflen weitere Studien mit
groBeren Versuchstier-Zahlen lohnenswert erscheinen, sodass sich zukiinftig hoffentlich
longitudinale Verinderungen bei den 5XFAD-Tieren mit der PET darstellen lassen. Auch
um den verringerten FDG-Uptake bzw. erhéhten FBB-Uptake nach CBD-Therapie zu

bestitigen wiren weitere Untersuchungen mit gro3eren Gruppengréflen wiinschenswert.

Der Einsatz von Cannabidiol ist moglicherweise ein Bestandteil zukiinftiger komplexer
Therapie-Ansitze. Auch wenn der Finsatz von CBD in dieser Arbeit keine umfassende
Heilung der Alzheimer-Pathologie im 5XFAD-Mausmodell erbrachte, zeigten sich doch
Hinweise auf einen positiven Nutzen auf die Alzheimer-Symptomatik in den
Verhaltensversuchen. Hinzu kommt die signifikante Reduktion der AB-Ablagerungen in
PET und Histopathologie. Da CBD insbesondere auch fiir sein anti-inflaimmatorisches
Potenzial bekannt ist, sind weitere Forschungsergebnisse tiber die Auswirkungen von CBD
auf die Entziindungsprozesse der Alzheimer-Pathologie bei Mausmodellen, nach
Moglichkeit iz vivo mit PET-Inflammationsmarkern, mit Spannung abzuwarten. Durch die
umfassenden modulatorischen Potenziale des Endocannabinoidsystems kommt CBD auch
als Co-Substrat eines komplexen Therapieregimes in Frage, das der vielschichtigen
Pathologie der Alzheimer-Erkrankung Rechnung trigt. So steht der geringen Affinitit von
CBD an CB1 und CB2 seine gleichzeitige Funktion als Antagonist zur Aktivierung dieser
Rezeptoren durch andere Cannabinoide gegentiber (Petitet et al. 1998). Zudem deuten
bereits Forschungsergebnisse darauf hin, dass eine Kombination aus CBD und THC die
schiadlichen Auswirkungen der THC-induzierten Aktivierung der CB1-Rezeptoren (z. B.
Psychoaktivitit) vermeiden kann und sogar einen grof3eren therapeutischen Nutzen bietet
als jedes Phytocannabinoid allein (Watt und Karl 2017).

Die potenziellen therapeutischen Méglichkeiten von CBD auf die die Alzheimer-Erkrankung
sind aufgrund der vielfiltigen Signalwege und Wirkorte des Endocannabinoid-Systems
jedenfalls noch lingst nicht umfassend verstanden. Erste vielversprechende Ergebnisse

lassen weitere Forschung in diesem Gebiet als sinnvoll und potenziell ergiebig erscheinen.
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5 Zusammenfassung

Die PET riickt zunehmend ins Zentrum der Alzheimer-Forschung (Jack et al. 2018). Da
bisherige Studien zur PET an priklinischen Mausmodellen der Alzheimer-Erkrankung
inkonsistent und zum Teil widersprichlich waren (Bouter und Bouter 2019), war es das
vordringliche Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob sich die modernen Instrumente der
klinischen Alzheimer-Diagnostik, *F-FDG-PET und "F-FBB-PET, auf ein priklinisches
Mausmodell anwenden lassen. Als geeignetes Mausmodell wurde hierfiir das 5XFAD-Modell
ausgewahlt, das sich durch eine massive AB-Plaque-Pathologie sowie einen erheblichen
Nervenzellverlust auszeichnet. Mithilfe der FDG-PET wird die Glukoseaufnahme im
Gehirn dargestellt. Da der Glukoseumsatz im Gehirn maf3geblich von der synaptischen
Aktivitit abhingig ist, wird eine reduzierte FDG-Aufnahme als Diagnostikkriterium der, im
Rahmen der Alzheimer-Pathogenese auftretenden, synaptischen Schidigung in der
klinischen Praxis erfolgreich angewandt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
5XFAD-Miuse im Alter von 7 Monaten eine signifikant verringerte FDG-Aufnahme im

Gehirn insgesamt sowie in einzelnen untersuchten Hirnregionen aufweisen.

Die Amyloid-PET dient dem Nachweis von AB-Ablagerungen. Der "*F-FBB-Tracer ist ein
in der klinischen Praxis etablierter Marker in der menschlichen Alzheimer-Diagnostik. In
dieser Arbeit zeigten die untersuchten 5XFAD-Miduse - entsprechend menschlicher
Alzheimer-Patienten - eine signifikant erh6hte FBB-Aufnahme in spezifischen Alzheimer-
relevanten Hirnregionen. Insgesamt konnte also die Anwendbarkeit der FDG- und FBB-

PET-Diagnostik am 5XFAD-Mausmodell erfolgreich nachgewiesen werden.

Im darauf aufbauenden zweiten Teil der Arbeit wurde der Effekt einer 6-wochigen CBD-
Therapie (20 mg CBD/kg Koérpergewicht pro Tag) auf 5 Monate alte 5XFAD-Weibchen
mithilfe der PET untersucht. Hier zeigte sich eine signifikante Verringerung der FDG-
Aufnahme im Gehirn der behandelten Tiere gegeniiber unbehandelten 5XFAD-Tieren. In
der Amyloid-PET zeigte sich jedoch eine signifikante Reduktion der FBB-Aufnahme der
behandelten Tiere in einzelnen Hirnregionen, insbesondere im Hippocampus. Zur
Absicherung dieser Ergebnisse wurden die histopathologische AB-Firbung mit Thioflavin
sowie die etablierten Verhaltensversuche NOR und Morris Water Maze angewandt. Beide
Verhaltenstests Uberpriifen die Lern- und Gedichtnisfunktion der Tiere. Hier konnte die
Leistung der 5XFAD-Tiere in beiden Tests durch die CBD-Behandlung gegentiber
unbehandelten 5XFAD-Weibchen verbessert werden. Dies wirft Fragen beztiglich der
verinderten FDG-Aufnahme bei den behandelten Tieren in der PET auf. Als Korrelat der
erhéhten kognitiven Leistung wire hier eine verringerte synaptische Schidigung und damit
eine erhohte FDG-Aufnahme gegeniiber den unbehandelten 5XFAD-Tieren zu erwarten.
Hierbei kommt als naheliegende methodische Erklirung die geringe Gruppengréfle von
lediglich drei CBD-behandelten Miusen in der FDG-PET in Frage. Einen anderen
Erklirungsansatz bietet die anti-inflammatorische Wirkung von CBD, sodass eine

verminderte gliale Glukoseaufnahme den, unterstellten, erhaltenen synaptischen
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Glukoseumsatz kaschieren konnte. Zukiinftige PET-Studien mit grof3eren Versuchsgruppen
oder auch die Anwendung von iz vivo PET-Tracern der Entziindungsaktivitit konnten hier

spannende neue Erkenntnisse liefern.

Die gefundene Reduktion der AB-Ablagerungen in der Thioflavin-Firbung deckt sich
schlief3lich mit der signifikanten Reduktion der FBB-Aufnahme im Hippocampus. Insgesamt
lisst sich also feststellen, dass die PET mit ""F-FDG und "*F-FBB ein wertvolles Instrument
des Therapie-Monitorings priklinischer Wirksamkeitsstudien am 5XFAD-Mausmodell sein

kann.
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meiner Doktorarbeit stellte ich bei der 57. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir
Nuklearmedizin vom 03. — 06.04.2019 in Bremen als eine ,,Leuchtfeuer-Posterprasentation
fir Nachwuchswissenschaftler vor. Nach einer Auslandsfamulatur in Nepal am Manipal
Teaching Hospital in Phokara im November 2019, begann ich mein Praktisches Jahr mit
dem Tertial fir Innere Medizin im Mai 2020 zunichst am Klinikum Werra-Meilner in
Eschwege. Das tbrige PJ] absolvierte ich an der Universititsmedizin Géttingen und schloss

mein Studium im Juni 2021 mit der Erlangung der Approbation erfolgreich ab.



