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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Morbus Alzheimetr

Der Morbus Alzheimer oder die Alzheimer-Krankheit wurde Anfang des 20. Jahrhunderts
das erste Mal von dem deutschen Psychiater und Neurologen Alois Alzheimer beschrieben
und ist die bis heute hdufigste Form von Demenzerkrankungen in Deutschland. Als Herr
Alzheimer 1901 der Patientin Auguste Deter begegnete, konnte er noch nicht ahnen, dass
deren Tod wund die nachfolgenden Untersuchungen ihres Gehirns und dessen
Beschreibungen ihn spiter zum Namensgeber der Alzheimer-Krankheit machen sollten. In
seiner Veroffentlichung des Falles beschrieb er die folgenden neurologischen
Charakteristika: ~ Geddchtnisstérungen,  Neuronenverlust, ~ Amyloid-Plaques  und
Neurofibrillen (Alzheimer 1907; Alzheimer et al. 1995), die bis heute zur Diagnosestellung
genutzt werden. Die Atiologie ist bis heute nicht hinreichend geklirt, auch wenn
Alzheimers Erkenntnisse die Basis der heutigen Forschung bildeten. Seitdem wird intensiv
an der Alzheimer-Krankheit geforscht, bislang gibt es jedoch keine den Krankheitsprozess
aufhaltende Therapie.

1.1.1  Epidemiologie

In Deutschland leben gegenwirtig ca. 1,7 Millionen Menschen mit Demenz. Weltweit
schitzt die World Health Organization (WHO) und die Alzheimer’s Disease International
Organization die Zahl der Betroffenen auf bis zu 50 Millionen (WHO 2017). 50 — 70 %
davon sind nach klinischen Kriterien der Alzheimer-Demenz zuzuordnen. Die Zahl der
Neuerkrankungen nimmt rapide zu, wobei Frauen haufiger erkranken als Minner, sodass
die Statistik einen Frauenanteil von knapp zwei Drittel annimmt (Alzheimer's Association
2019). Hinsichtlich der Inzidenz der Alzheimer-Krankheit zeigen sich deutliche
Geschlechterunterschiede. Frauen haben besonders im Alter iber 85 Jahren eine hohere
Inzidenz der Alzheimer-Krankheit als Minner (Andersen et al. 1999; Fratiglioni et al.
2000). Das Lebenszeitrisiko fir Frauen an der Alzheimer-Krankheit zu erkranken liegt bei
20 %, bei Minnern bei 10 % (Chéne et al. 2015). Diskutiert werden grundsatzliche
Unterschiede zwischen minnlichen und weiblichen Gehirnen, die sich auch deutlich
histopathologisch zeigen. Weibliche Gehirne weisen insgesamt mehr alzheimertypische
Verianderungen hinsichtlich einer vermehrten Zahl von Neurofibrillen und Amyloid-

Plaques als Manner auf (Barnes et al. 2005; Oveisgharan et al. 2018).



Einleitung 2

1.1.2 Risikofaktoren

Der bedeutendste Risikofaktor fiir die Entwicklung der Alzheimer-Krankheit ist das Alter
(Blennow et al. 2006; Hebert et al. 2013). Das Ausbilden der Alzheimer-Krankheit gehort
jedoch nicht zum physiologischen Alterungsprozess (Nelson et al. 2011). Wahrscheinlich
ist die Ursache der Krankheit multifaktoriell, sodass eine Kombination aus genetischen
Faktoren und Umwelteinfliissen anzunehmen ist (Mayeux und Stern 2012). Eine
Lebensstilinderung beztiglich des Rauchverzichts, gesunder Erndhrung, des Verzichts auf
exzessiven  Alkoholkonsum und eine gute Blutdruckeinstellung koénnen — das
Erkrankungsrisiko verringern. Als Risikofaktoren zur Entstehung der Alzheimer-Krankheit
gelten neben dem Altern oder genetischer Disposition kardiovaskulire Faktoren wie
Diabetes mellitus, Hypercholesterinimie, arterieller Hypertonus und arteriosklerotische

Verinderungen sowie bereits stattgefundene Schlagantille (Roher et al. 2011; Toledo et al.
2013; De Oliveira Lanna et al. 2014; Duncombe et al. 2017).

Diskutiert wird auBlerdem der Einfluss von Prionen und Schidel-Hirn-Traumata als
Ausloser der Alzheimer-Krankheit (Iba et al. 2013; Tolppanen et al. 2017; Weiner et al.
2017).

Genetische Faktoren spielen eine wichtige Rolle fir die Entstehung der Alzheimer-
Erkrankung, sind aber durchschnittlich nur in 3 % der Falle als alleiniger Ausloser der
Krankheit verantwortlich. Mutationen in den Genen des Amyloid-Vorliufer-Proteins
(amyloid precursor protein, APP) und des Prisenilins (presenilin protein, PSEN) steigern die
Produktion von Beta-Amyloid (AB) und verursachen dadurch familidres Alzheimer (familial
Alzheimer’s Disease; FAD; Oakley et al. 2006). Als weiterer genetischer Risikofaktor werden
Genotyp-Varianten des Apolipoprotein E4 (ApoE4) angesehen. Dies wird gehauft im
zentralen Nervensystem (ZNS) exprimiert und ist am Fett- und Beta-Amyloid-Abbau
beteiligt (Giacobini und Becker 1994; Strittmatter et al. 1994; Raber et al. 2004; Jiang et al.
2008). AuBlerdem haben Menschen mit der Chromosomenaberration Trisomie 21 fast
90 % Wahrscheinlichkeit an der Alzheimer-Krankheit zu erkranken (Colacurcio et al. 2018;
Zis und Strydom 2018).

1.1.3 Klinische Merkmale

Die Alzheimer-Krankheit beginnt oft schleichend und entwickelt sich langsam aber stetig
Gber einen Zeitraum von mehreren Jahren (ICD-10 Definition). Meist werden drei Stadien
der Krankheit durchlaufen, die aber nicht immer sicher voneinander abgrenzbar sind. Die

Dauer der Erkrankungsverldufe ist sehr variabel.

Im priklinischen Stadium ist die Krankheit klinisch nicht manifest, zeichnet sich aber im
histopathologischen = Korrelat durch  Ablagerungen von  Amyloid-Plaques und
Neurodegeneration aus, die bis zu 20 Jahre vor Beginn der Krankheit schon vorhanden
sein konnen (Blennow et al. 2006). Nicht alle Erkrankten mit nachgewiesenen Biomarker

(Phospho-Tauprotein, Gesamt-Tauprotein und Beta-Amyloid) im Blut und Liquor gehen
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in das nichste Erkrankungsstadium tber oder entwickeln eine Demenz (Knopman et al.
2003; Bennett et al. 20006).

Im Stadium des mild cognitive impairment (MCI) zeigen sich leichte kognitive Auffilligkeiten,
zum Beispiel eine verminderte Fihigkeit neue Dinge zu lernen oder zu erkennen. Neben
der Beecintrichtigung des Gedichtnisses konnen auch folgende Gebiete betroffen sein:
Sprache, Aufmerksamkeit, rdumlich-visuelle Wahrnehmung und Orientierung. Die
Geschwindigkeit, Effizienz und Fehlerlosigkeit komplexer funktioneller Abliaufe im Alltag
sind gestort. Die Betroffenen bleiben jedoch weiterhin im sozialen und beruflichen Leben
unabhingig (Albert et al. 2011). Innerhalb dieses Stadiums zeigt sich ein hohes Risiko fiir
die Entwicklung des Vollbildes einer Demenz (Petersen et al. 2018).

Die Eigenstindigkeit der Erkrankten verliert sich im finalen Stadium, in der manifesten
Phase der Alzheimer-Krankheit. Neben kognitiven Stérungen kommt es auch zu
vegetativen Storungen wie Inkontinenz und Stummbheit. Grundlegende motorische
Beeintrichtigungen  filhren zur Bettligerigkeit und damit zur vollstindigen
Pflegebedurftigkeit (McKhann et al. 2011; Holtzman et al. 2011; Alzheimer's Association
2019). AuBerdem kann die Entwicklung einer Aspirationspneumonie deutlich zur

Verminderung der Lebenserwartung beitragen (Wada et al. 2001).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Alzheimer-Krankheit keine determinierten, den
Erkrankungsbeginn = voraussagende Symptome hat (Albert et al. 2011). Eine
Differenzierung zwischen frithem wund spitem Beginn der Krankheit anhand
neurobiologischer oder klinischer Charakteristika sowie anhand der Pathologie ist derzeit

nicht moglich.

Wihrend in der Vergangenheit eine definitive Diagnosestellung ausschliel3lich post mortem,
also nach dem Tod mit dem Beweis einer pathologischen Ansammlung von Amyloid-
Plaques und Neurofibrillenbiindeln im Gehirn erfolgte, wird heute ein komplexer
diagnostischer Prozess durchgefiihrt (Montine et al. 2012; Weller und Budson 2018). Neue
Diagnosekriterien des National Institute of Aging und der Alzheimer’s Association
definieren zunichst allgemeine und klinische Kriterien, die auf eine mdgliche oder
wahrscheinliche Alzheimer-Demenz hinweisen. Wenn diese Kriterien erfillt sind, erfolgt
die Diagnosestellung mithilfe von laborchemischen Blut- und Liquoruntersuchungen sowie
einer zerebralen Bildgebung zur Aatiologischen Differenzierung der Symptomatik.
Insbesondere die Darstellung des zerebralen Amyloids mittels Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) kann die Diagnostik erginzen (Mantzavinos und Alexiou 2017; Jack et
al. 2018).

1.1.4 Histopathologische Kennzeichen

Die Priasenz von alzheimertypischen Pathologien zeigt sich einige Jahre vor der
symptomatischen, klinischen Manifestation (Blennow et al. 2006; Holtzman et al. 2011).

Makroskopisch lisst sich eine globale Hirnatrophie erkennen. Mikroskopisch zeigen sich
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die Hauptkennzeichen der Krankheit: Amyloid-Plaques, Neuronenverlust, neurofibrillire
Biindel aus Tau-Protein und Entziindungsreaktionen im Sinne einer Neuroinflammation.
Nachfolgend ist ein Uberblick iiber die wichtigsten und fiir diese Arbeit relevantesten

Pathologien dargestellt.

1.1.4.1 Amyloid-Plaques

Senile Amyloid-Plaques sind Ansammlungen bzw. Ablagerungen von Fragmenten von
Proteinen im Extrazellularraum des Gehirns. Diese bestehen hauptsichlich aus Beta-
Amyloid, ein aus 36 — 42 Aminosduren bestehendes Peptid, das aus dem Vorlduferprotein
APP entsteht (Kang et al. 1987; Holtzman et al. 2011). APP ist ein natirlich
vorkommendes membranstindiges Protein der Neuronen. Zunichst zeigt sich die Plaque-
Pathologie im Neocortex und breitet sich tber den Hippocampus, die Basalganglien und
das Kleinhirn bis Gber das gesamte Gehirn aus (Serrano-Pozo et al. 2011). Eine Korrelation
zwischen der Ausbreitung der Amyloid-Plaques und der klinischen Symptomatik besteht
nicht (Billings et al. 2005; Schaeffer et al. 2011; Villemagne et al. 2011). Unterteilen lassen
sich die Amyloid-Plaques in diffuse und neuritische Formen. Erstere besitzen eine
amorphe Struktur, wihrend neuritische Plaques von dystrophen Neuriten sowie Astro- und
Mikrogliose umgeben sind (Selkoe 2011; Holtzman et al. 2011). Interessanterweise
befinden sich diffuse Plaques auch im Cortex ilterer, kognitiv gesunder Menschen
(Serrano-Pozo et al. 2011), wihrend neuritische Plaques cher typisch fiir die Alzheimer-
Erkrankung sind (Dickson et al. 1988; Tekirian et al. 1996).

1.1.4.2 Neurofibrillare Buindel aus dem Tau-Protein

Ein weiteres typisches Merkmal sind intraneuronal gelegene Neurofibrillenbtindel
(neurofibrillary tangles, NFTs) bestehend aus dem Tau-Protein. Dieses formt Teile von
Mirkotubuli zum Transport von Nihrstoffen und anderen Substanzen von Nervenzellen
mit Stitzfunktion (Weingarten et al. 1975). Bei der Alzheimer-Pathologie liegt das Tau-
Protein in verinderter, hyperphosphorylierter Form vor (Castellani et al. 2008; Hanger et
al. 2009; Alonso et al. 2018). Das verdnderte, hyperphosphorylierte Tau-Protein fithrt zur
Zerstorung und Auflosung des Zytoskeletts der Neuronen. Die 16slichen Proteine lagern
sich zu gepaarten fadenférmig, helikalen Filamenten (paired helical filaments; PHF)
zusammen, die den Hauptbestandteil von intrazelluliren NFTs ausmachen (Alonso et al.
2018). Tau-Fibrillen bilden sich zunidchst im Hippocampus und breiten sich mit
Fortschreiten der Krankheit tiber das gesamte Gehirn aus. Als Tauopathien bezeichnet
man verschiedene neurodegenerative Erkrankungen, die mit einer Akkumulation des Tau-
Proteins einhergehen. Die Alzheimer-Krankheit ist der wichtigste Vertreter der
Tauopathien. Die Bedeutung von NFTs fur die Alzheimer-Pathologie ist bis heute
ungeklirt, jedoch korreliert das Auftreten von NFTs stirker mit der Schwere der
Alzheimer-Krankheit als die Amyloid-Plaques (Holtzman et al. 2011).
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1.1.4.3 Neuroinflammation

Die Entziindungsreaktion des ZNS ist ein wichtiger Bestandteil der Alzheimer-Pathologie
und wird auch als Neuroinflimmation bezeichnet. Sie ist einer der wichtigsten
Mechanismen zur Bekimpfung von Beta-Amyloid. Die exakte Bedeutung des
Immunsystems in der Alzheimer-Pathologie ist noch nicht geklirt und wird kontrovers
diskutiert (Vazquez et al. 2015; Borgonetti et al. 2019). Entzindungsvorginge wie die
Aktivierung  und  Ausschiittung von  Zytokinen, Akute-Phase-Proteinen  und
Komplementfaktoren sind die Immunantwort auf das Absterben von Neuronen. Das
Zusammenspiel aus Amyloid-Plaques, NFTs und geschiadigter Neurone wirkt
proinflaimmatorisch (Akiyama et al. 2000). Aktivierte Astrozyten und Mikroglia als
Immunzellen des ZNS siedeln sich in direkter Nachbarschaft zu Amyloid-Plaques an
(Abbildung 1). Es wird davon ausgegangen, dass Beta-Amyloid die Aktivierung der Zellen
triggert (Itagaki et al. 1989; Edison et al. 2008; Edison et al. 2018). AuBlerdem gibt es
Indizien, dass eine anfingliche Aktivierung von Mikroglia in der frihen Phase der
Krankheit aufrechterhalten wird, selbst wenn sich die Anzahl der Amyloid-Plaques
verringert. Dies deutet auf eine chronische Aktivierung von Mikroglia hin (Fan et al. 2017).
Diese fiihrt zu einer morphologischen Anderung und Proliferation von Mikrogliazellen, die
darauthin den typischen Marker, das doniged calcium-binding adaptor molecule 1 (IBA1)
exprimieren (Ito et al. 1998; Hirasawa et al. 2005). Das saure Gliafaserprotein (glial fibrially
acid protein, GFAP) ist der Marker fiir aktivierte Astrozyten. Diese sind ebenfalls wichtiger
Bestandteil der Neuroinflammation. Ihnen wird eine Wirkung auf die neuronale

Signalibertragung sowie auf die synaptische Plastizitit zugesprochen (Pitta et al. 2010).

Neuron mit Neurofibrillenbindeln
W Mikroglia
T |
w -
¥
Astrozyt Diffuse und
senile Plaques

Abbildung 1: Schematische Darstellung der histopathologischen Kennzeichen der Alzheimer-
Krankheit Erstellt nach Masters et al. (2015).
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1.1.5 Mausmodelle fur den Morbus Alzheimer

Die Generierung der Mausmodelle basiert auf den Hypothesen zur Entstehung des
Morbus Alzheimer und auf den mutierten Genen in Personen mit familidrem Alzheimer.
Folglich gibt es grole Gruppen transgener APP-Tiermodelle, transgener Prisenilin-
Tiermodelle sowie Tau-Modelle (Esquerda-Canals et al. 2017). Obwohl die Uberexpression
von APP in Mausmodellen die Alzheimer-Pathologie imitieren kann, stellt sie nur einen
kleinen Teil der Gesamtpathologie dar (Games et al. 1995; Hsiao et al. 1996). Die
Kombination von Prisenilin-Modellen (Duff et al. 1996; Goémez-Isla et al. 1999) mit
mutierten APP-Genen fihrt zu einer schnell ausgeprigten Pathologie der Alzheimer-
Krankheit (Holcomb et al. 1998). Trotzdem lassen sie einige wichtige Beitrige zur
Pathologie aus, unter anderem die Bildung von NFTs. Um diese Liicke zu schlieSen, wurde

das dreifach-transgene Modell der 3xTg-Mauslinie generiert (Oddo et al. 2003).

Mausmodelle mit Kombinationen der Mutationen in APP-Genen und Prisenilin-Proteinen
sind etablierte Beispiele fiir Modelle mit Neuronenverlust. Diese sind beispielsweise das
5XFAD-Modell (Oakley et al. 2006; Jawhar et al. 2012), APP751SL/PS1M146L.-Mause
(Casas et al. 2004) und die APP/PS1K1-Mauslinie (Schmitz et al. 2004). Durch diese
Mausmodelle konnte eine Verbindung zwischen Neuronenverlust und intraneuronaler

Beta-Amyloid Ansammlungen gefunden werden (Bayer und Wirths 2010).

Keines der transgenen Mausmodelle bildet die menschliche Pathologie exakt ab, jedoch
konnte mit der Entwicklung verschiedener Mausmodelle ein enormer Fortschritt
hinsichtlich des Verstindnisses der Pathogenese und der daraus resultierenden

therapeutischen Konsequenzen erlangt werden.

Die meisten Mausmodelle fir die Alzheimer-Krankheit entwickeln Amyloid-Plaques sehr
langsam. Sie benotigen im Durchschnitt ca. sechs bis zwo6lf Monate, um Amyloid-Plaques
zu generieren (Spires und Hyman 2005). Das funffach transgene Mausmodell der 5XFAD-
Mauslinie bietet ein breites Spektrum an Pathologien und bildet eine deutlich massivere

und schnellere Plaque-Pathologie aus als andere Mausmodelle.

1.1.5.1 5XFAD-Mausmodell

Das 5XFAD-Mausmodell ist ein weit verbreitetes Modell fir die familidre Alzheimer
Erkrankung und wurde 2006 von Oakley et al. das erste Mal beschrieben. Es bildet durch
fuinf Mutationen aus der FAD-Genfamilie eine hohe Akkumulation von intra- und
extrazellulirem AB42 und deren Varianten. Drei Mutationen befinden sich in der 695-
Isoform des humanen APP-Gens (Schweden- (K670N, M671L), Florida- (I716V) und
London- (V717I) Mutationen) und zwei weitere im PSEN-1-Gen (M146L- und L286V-
Mutationen). Kontrolliert werden die Mutationen allesamt durch den Murin-Thyl-
Promotor (Oakley et al. 2006, Abbildung 2). Es besteht eine stabile Keimbahnvererbung

und damit eine Mitvererbung der Mutationen iiber viele Generationen.
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Abbildung 2: 5XFAD-Transgene Schematische Ubersicht tber (A) Thyl-APP- und (B) Thy-PSEN-1-
Transgene im 5XFAD-Mausmodell. Die Darstellung der Mutationen erfolgt mittels Pfeilen. Abkiirzung: Sw
= Schweden-Mutation; Fl = Florida-Mutation; Lon = London-Mutation. Ubersicht erstellt nach Oakley et al.
(2000).

Die Florida-, London- und die zwei PSEN-Mutationen fithren zu einer erhohten
Produktion von ABx42, wihrend die Schweden-Mutation den Gesamtanteil von Beta-
Amyloid erhoéht. Die Plaque-Pathologie entwickelt sich mit ca. eineinhalb Monaten
zundchst im Subiculum und der Lamina V des Cortex (Eimer und Vassar 2013). Diese wird
von Astrozytose und Mikrogliose begleitet. Diese Eigenschaften verstirken sich drastisch
mit zunehmendem Alter (Oakley et al. 2006). AuBlerdem konnten extrazellulire Amyloid-
Plaques im Riickenmark von drei Monate alten 5XFAD-Miusen nachgewiesen werden
(Jawhar et al. 2012). Die 5XFAD-Mauslinie stellt ein anschauliches Modell fir
Neuronenverlust im Alter von neun Monaten in den pyramidalen Neuronen der Lamina V
des Cortex und im Subiculum dar. Dies entspricht den Orten, wo sich intraneuronale
Ansammlungen von Beta-Amyloid-Plaques besonders hiufig bilden (Eimer und Vassar
2013). Auffallend ist jedoch, dass sich dieser Effekt nicht auf die CAl-Region des
Hippocampus tbertragen lisst, wo folglich also kein Neuronenverlust stattfindet (Jawhar et
al. 2012). Des Weiteren zeigen sich signifikante Verinderungen an den Synapsen der
Neuronen. Synaptische Marker wie Synaptophysin, Syntaxin und das postsynaptic densitiy
protezn 95 (PSD-95) nehmen mit zunehmendem Alter ab und sind im Alter von neun bis
zwOlf Monaten drastisch reduziert (Oakley et al. 2006). Die synaptische Plastizitit ist im
Alter von sechs Monaten beeintrichtigt, was eine Verinderung der Langzeit-Potenzierung
und Langzeit-Depression (long-term potentiation; LTP; long-term depression; 1. TD) an der CAl-
Region des Hippocampus widerspiegelt und Auswirkungen auf das Lernen und das
Gedichtnis der Mduse haben kann (Kimura und Ohno 2009). Es zeigen sich kognitive
Verinderungen in Form von Verhaltensdefiziten. Neben Defiziten im Arbeitsgedichtnis,
im riumlichen Gedichtnis und im Langzeitgedichtnis weisen die Miuse auch ein
vermindertes Angstverhalten ab dem Alter von vier bis funf Monaten auf. Motorische

Einschrinkungen stehen in Korrelation zur Plaque-Pathologie im Ruickenmark der
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5XFAD-Miuse und dessen altersbedingte, axonale Degeneration (Jawhar et al. 2012). Eine
Ubersicht des Phinotyps zeigt Abbildung 3.

Alter der Mause
1 Mo. 3 Mo. 6 Mo. 9 Mo. 12 Mo. 15 Mo. 18 Mo. +

UL L

Plaques || Gliose || Kognitive Anderungen || LTP/LTD Veranderungen

Neuronenverlust || Veranderungen der Synapse

Abbildung 3: Charakterisierung des 5XFAD-Mausmodells Schematische Ubersicht iiber die
charakteristischen Pathologien des 5XFAD-Mausmodells im Altersverlauf. Abkiirzung: Mo. = Monate.
Ubersicht erstellt nach Oakley et al. (2006); Jawhar et al. (2012); Eimer und Vassar (2013); Richard et al.
(2015).

Weibliche 5XFAD-Miuse haben ein hoheres Beta-Amyloid-Level als minnliche Mause.
Auch Verinderungen wie Verhaltensdefizite und motorische Einschrinkungen
manifestieren sich zu unterschiedlichen Zeitpunkten bei weiblichen und mainnlichen
5XFAD-Miusen. Dieser geschlechterspezifische Effekt wird mit zunehmendem Alter
verstirkt (Oakley et al. 2006; Maarouf et al. 2013).

1.1.6 Therapieansitze

Derzeit gibt es keine Heilung fur die Alzheimer-Krankheit. Die aktuellen
Therapiemoglichkeiten beschrinken sich auf rein symptomatische Ansitze, die in den
aktuellen S3-Leitlinien der deutschen Gesellschaft fur Neurologie (DGN) und der
deutschen Gesellschaft fiir Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und
Nervenheilkunde (DGPPN) beschrieben werden. AuBlerdem bilden psychosoziale
Interventionen fur Erkrankte und deren Angehoérige sowie eine pharmakologische
Therapie die Grundbasis, um ein Fortschreiten der Krankheit zu verhindern. Die
pharmakologische Therapie richtet sich je nach Schweregrad der Alzheimer-Krankheit
nicht nur nach der Behandlung der Kernsymptomatik der Demenz, sondern auch nach
Begleitsymptomen wie Verhaltensstorungen. Im Bereich der leichten bis mittelschweren
Demenz werden Acetylcholinesterase-Hemmer wie Donzepezil, Galantamin und
Rivastigmin eingesetzt, die in Studien einen verbesserten klinischen Gesamteindruck
hervorbrachten (Kaduszkiewicz et al. 2005; Winblad et al. 2006). Fir die schwere
Alzheimer-Demenz ist der nicht-kompetitive NMDA-Antagonist Memantin zugelassen
(Dysken et al. 2014).
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Die Wirksamkeit des Einsatzes von anderen Medikamentenklassen wie Ginkgo Biloba,
Vitamin E oder nichtsteroidale Antiphlogistika ist bisher nicht sicher belegt (Martin et al.
2008; Ihl et al. 2012; Dysken et al. 2014). Insbesondere die oft nicht zufriedenstellende

symptomatische Therapie fuhrt zur ethohten Nachfrage nach alternativen Wirkstoffen.

1.2 Cannabis, Cannabinoide und das Endocannabinoidsystem

1.2.1 Kulturelle und historische Aspekte medizinischen Cannabis*

Cannabis zahlt zu den iltesten Zier- und Nutzpflanzen der Welt. Als Heilmittel wurden die
Extrakte der Pflanze schon von den alten Agyptern ca. 2350 v. Chr. therapeutisch genutzt.
Auch in China und Indien besitzt die Praparation von Cannabis eine lange Tradition
(Russo 2007; Friedman und Sirven 2017). Die Pflanze wurde schlieflich durch Kreuzritter
nach Buropa gebracht, wo sie ein Teil der Volksmedizin wurde. Das etablierte Cannabis-
Priparat wurde Ende des 19. Jahrhunderts unter anderem bei Schlafstérungen, Schmerzen,
Depressionen und psychischen Erkrankungen eingesetzt (Grotenhermen und Haul3ermann
2017). Mit der Anderung des Opiumgesetzes 1929 wurde Cannabis verboten, sodass seine
Bedeutung und sein Finsatz als Heilmittel stark abnahmen. Seit Mirz 2017 kénnen Arzte in
Deutschland Cannabisbliiten und cannabishaltige Arzneimittel wieder verschreiben.
Insbesondere als alternative Therapieform fiir diverse Erkrankungs- und Beschwerdebilder,
die durch die bislang leitliniengerechte Therapie nicht addquat versorgt werden kénnen,
besteht grofles Interesse. Oft wird kritisiert, dass Cannabis als Arzneimittel zugelassen
wurde, ohne dass die Wirksamkeit und Indikation ausreichend wissenschaftlich belegt
wurden. Die tblichen Phasen von Arzneimittelstudien wurden nicht durchlaufen. Bislang
liegen nur wenige Studien mit guter Evidenz vor, die die Wirksamkeit, Sicherheit und auch

Vertriglichkeit von Cannabinoiden testeten (Grotenhermen und Miiller-Vahl 2012).

1.2.2  Aufbau und Funktion des Endocannabinoidsystems

Anfang der 1990er Jahre wurde das Endocannabinoidsystem (ECS), oder auch
korpereigenes Cannabinoidsystem genannt, als Teil des menschlichen Nervensystems
entdeckt (Kano et al. 2009). Als Namensgeber diente die Hanfpflanze Cannabis sativa, da
das ECS als physiologisches Regulationssystem erst im Zusammenhang mit der Forschung
Gber deren pflanzliche Inhaltsstoffe entdeckt wurde. Das ECS ist in seiner Komplexitit
trotz der rasant wachsenden Zahl an neuen Informationen zur Cannabisforschung nicht
vollstindig verstanden. Es dient der Erhaltung der Homoostase im Nervensystem durch
seine Rolle als Neuromodulator und ist aullerdem ein wichtiger Faktor fiir Neuroplastizitit
(Kano et al. 2009; Katona und Freund 2012; Lutz et al. 2015).

Nachfolgend ist ein Uberblick tiber die Bestandteile des Systems dargestellt.
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1.2.2.1 Cannabinoidrezeptoren

Um die Wirkung von Cannabinoiden im ZNS entfalten zu koénnen, missen diese an
bestimmten Bindungsstellen, den so genannten Cannabinoidrezeptoren (CB-Rezeptoren),
binden. Bisher wurden nur zwei dieser Rezeptoren, CB1 und CB2, identifiziert und
ausfihtlich charakterisiert (Lu und Mackie 2016). Beide Rezeptoren sind Gi/o-Protein-

gekoppelte Rezeptoren mit Transmembrandomanen (Petrocellis et al. 2011).

Der zunichst in der Ratte identifizierte CB1-Rezeptor (Devane et al. 1988) besteht aus 473
Aminosduren. Das menschliche Homolog hingegen aus 472 Aminosiuren. Die
Vergleichbarkeit der Sequenzen liegt bei ca. 97 — 99 % (Kano et al. 2009). Hohe Dichten
des Rezeptors finden sich insbesondere in den Basalganglien, der Substantia nigra, dem
Hippocampus, dem Bulbus olfactorius und dem Kleinhirn. Vergleichsweise moderate
Dichten von CB1 zeigen sich im Cortex und in Regionen des Vorderhirns. In Hirnarealen,
die eine hohe Relevanz fir lebenserhaltende Prozesse haben, finden sich sehr geringe
Dichten des Rezeptors (Kano et al. 2009; Lu und Mackie 2016). Die Expressionsstirke des
CB1-Rezeptors variiert nicht nur zwischen den Gehirnregionen, sondern auch zwischen
den Zelltypen. Neben der Expression auf Neuronen konnten die Rezeptoren auch auf
Astrozyten und Mikroglia nachgewiesen werden (Lutz et al. 2015; Lu und Mackie 2016;
Busquets-Garcia et al. 2018a).

Urspringlich wurde der CB2-Rezeptor auf Immunzellen entdeckt und deshalb lange Zeit
als ,,peripherer Cannabinoidrezeptor® gehandelt (Munro et al. 1993). Die Expression des
CB2-Rezeptors im ZNS wurde lange diskutiert. Nachgewiesen wurde der CB2-Rezeptor in
Mikroglia, den Immunzellen des Gehirns (Atwood und Mackie 2010), sowie in
Nervenzellen des Zerebellum, Hippocampus, Hirnstamm und in der Thalamusregion
(Atwood und Mackie 2010; Zhang et al. 2014; Stempel et al. 2016). Aufgrund der
Verwendung von unspezifischen Antikérpern und einer geringeren Expressionsdichte im
Vergleich zum CB1-Rezeptor, ergaben sich zunichst Unklarheiten iber den Nachweis des
CB2-Rezeptors (Marchalant et al. 2014). Der CB2-Rezeptor besteht aus 360 Aminosduren
und stimmt zu 44 % mit der Sequenz des CB1-Rezeptors tberein (Kano et al. 2009).

Neben CB1 und CB2 gibt es weitere Rezeptoren, deren Relevanz fiir das ECS nicht
ausreichend belegt ist, die jedoch an den Effekten von endogenen und exogenen
Cannabinoiden beteiligt sind. Diese sind unter anderem der fransient receptor potential vanilloid
receptor type 1 (TRPV1) und der Peroxisomen-Proliferator-aktivierte-Rezeptor-y (PPARY)
(Zygmunt et al. 1999; Bouaboula et al. 2005; O'Sullivan 2007).

1.2.2.2 Liganden

Endocannabinoide sind korpereigene Liganden wund sind unter anderem die
Arachidonsdurederivate Anandamid (AEA) und 2-Arachidonylglycerol (2-AG). AEA ist ein
voller Agonist fir TRPV1 und ein partieller Agonist am CB1- und CB2-Rezeptor. 2-AG ist
ein voller Agonist fiir beide CB-Rezeptoren (Kano et al. 2009). Die pharmakologische
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Aktivitit anderer Stoffe ist noch nicht abschlieBend geklirt, weshalb in der vorliegenden

Arbeit nicht weiter auf sie eingegangen wird.

Pflanzliche Cannabinoide (Phytocannainoide) wie (-)-A9-trans-Tetrahydrocannabinol
(THC) und Cannabidiol (CBD) interagieren ebenfalls mit den oben genannten Rezeptoren

und werden in Absatz 1.2.3 naher erldutert.

1.2.3 Phytocannabinoide

In der Hanfplanze Cannabis sativa L. sind vorrangig die pflanzlichen Inhaltsstoffe (-)-A9-
trans-Tetrahydrocannabinol und Cannabidiol enthalten. Die Wirkweise dieser beiden
bedeutendsten Cannabinoide spielt fiir den medizinischen Nutzen eine grof3e Rolle und

wird im Folgenden niher erldutert.

1.2.3.1 (-)-A9-trans-Tetrahydrocannabinol

THC gilt seit seiner Isolierung 1964 (Gaoni und Mechoulam 1964) als wichtigstes
psychoaktives Cannabinoid, dessen Wirkspektrum im Vergleich zu den tber 100 anderen
bislang bekannten Phytocannabinoiden am besten untersucht ist (Mechoulam et al. 2014).
Neben seiner Wirkung als moderater, partieller Agonist an CB1- und CB2-Rezeptoren,
reichen die Effekte von THC aber auch tber die CB-Rezeptoren hinaus. Abhingig von den
Zelltypen, deren Rezeptorexpression und der Anwesenheit anderer Endocannabinoide,
interagiert es Uber ein gemischtes Agonist-/Antagonist-Profil unter anderem an den
TRPV2-4-Kanilen, GPR55-Rezeptoren und 5-HT3A-Rezeptoren (Petrocellis et al. 2011;
Bolognini et al. 2012; Morales et al. 2017).

THC wurde schon seit den 1980er Jahren fiir den klinischen Gebrauch gegen Ubelkeit und
Erbrechen bei Chemotherapie oder zur Appetitanregung bei an AIDS-Erkrankten
verabreicht (Whiting et al. 2015). Es hat einen schmerzlindernden Effekt bei
neuropathischen Schmerzen (Boychuk et al. 2015) und findet Anwendung bei Tic-
Stérungen (Miller-Vahl et al. 2003). Studien zeigen unterschiedliche FErgebnisse
hinsichtlich der Wirkungsweise von THC bei Krankheiten wie Epilepsie und
Angststorungen (Wallace et al. 2003; Schramm-Sapyta et al. 2007).

THC wird ein positiver Effekt auf den Alterungsprozess des Hirns sowie auf den
Niedergang von Hirnzellen bei neurodegenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-
Krankheit, unter anderem durch eine Stimulation von intraneuronalem Beta-Amyloid,
zugeschrieben (Eubanks et al. 2006; Cao et al. 2014; Currais et al. 2016). Es konnte
aullerdem gezeigt werden, dass THC den Alterungsprozess im Gehirn so veridndert, dass
die kognitiven Leistungen von 12- und 18-monatigen mit THC behandelten WT-Tieren
denen von unbehandelten zweimonatigen Miusen entsprach (Bilkei-Gorzo et al. 2017).
Diese Eigenschaften suggerieren, dass THC eine mal3gebliche Rolle in der Therapie der

Alzheimer-Krankheit spielen kénnte.
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1.2.3.2 Cannabidiol (CBD)

CBD wurde 1940 von Adams et al. erstmalig isoliert. Seine Struktur wurde jedoch erst 23
Jahre spiter identifiziert (Cunha et al. 1980). CBD hat ein komplexes Interaktionsmuster
mit dem ECS. Es zeigt eine geringere Verdringung von CB1- und CB2-Rezeptoren
verglichen mit THC. Trotz der geringen Rezeptoraffinitit konnte gezeigt werden, dass
CBD als inverser Agonist an beiden Rezeptoren agieren kann. Dennoch ist das
pharmakologische Wirkungsprofil nicht auf die CB-Rezeptoren beschrinkt, denn fir den
therapeutischen Effekt wirkt es aulerdem tber TRPV1-, PPARy- 5SHT1A-, und GPR55-
Rezeptoren (Zygmunt et al. 1999; Bouaboula et al. 2005; Russo et al. 2005; O'Sullivan 2007,
Ryberg et al. 2007). Die genauen Wirkmechanismen sind bislang nicht geklirt und zeigen
die Komplexitit hinsichtlich der pharmakologischen Eigenschaften (Petrocellis und Di
Marzo 2010). CBD wurde als nicht psychoaktiv klassifiziert, da es keine typischen
Verhaltenseffekte, die mit einer Aktivierung des CB1-Rezeptors einhergehen, hervorruft
(Mechoulam et al. 2007). Das gro3e Spektrum an Effekten hebt das Potential von CBD als

multimodales Medikament hervor.

Es konnten gunstige Auswirkungen von CBD auf die Pathogenese verschiedener
Erkrankungen wie Multiple Sklerose (Mecha et al. 2013), Hirninfarkte (Schiavon et al. 2014;
Mori et al. 2017) und Epilepsie (Patra et al. 2019) in Mausmodellen aufgezeigt werden.
CBD findet auch zur Behandlung von neuropsychiatrischen Erkrankungen, insbesondere
fur Angststorungen, Depression und Schizophrenie, Anwendung (Micale et al. 2013;
Kucerova et al. 2014; Blessing et al. 2015). Ein angstlésender Effekt zeigte sich auch in
gesunden Menschen (Cunha et al. 1980). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass eine frihere
Behandlung mit CBD das Auftreten von Schizophrenie-dhnlichen Defiziten verhindert
(Stark et al. 2019). Negative Effekte von CBD auf gesunde C57Bl/6]J-Miuse konnten nicht

nachgewiesen werden (Schleicher et al. 2019).

Das i wvivo Potential von CBD wurde in einigen pharmakologischen Alzheimer-
Mausmodellen dargestellt, nachdem sich i witro positive neuroprotektive und
entziindungshemmende Effekte zeigten (Esposito et al. 2007; Mukhopadhyay et al. 2011).
Des Weiteren wurde die Fihigkeit von CBD, die Neurodegeneration im Hippocampus und
Cortex zu verhindern, beschrieben (Hamelink et al. 2005). Auflerdem soll es die Migration
von  Mikrogliazellen  regulieren = (Martin-Moreno et al.  2011) und die
Hyperphosphorylierung von Tau-Protein reduzieren (Esposito et al. 2007). Schliellich
konnte nachgewiesen werden, dass CBD vor Beta-Amyloid- und Mikoglia-aktivierter-
Neurotoxizitit schutzt (Janefjord et al. 2014), die Beta-Amyloid-Produktion reduziert
werden kann (Scuderi et al. 2014) und moglicherweise ein Schutz der Lebensfihigkeit von
Zellen entsteht (Harvey et al. 2012). Erginzend dazu fuhrt CBD dazu, dass die synaptische
Plastizitit im Hippocampus geschiitzt wird und somit erhalten bleibt (Hughes und Herron
2019). Diese Eigenschaften suggerieren, dass CBD vielversprechend hinsichtlich des
therapeutischen Potentials bei der Alzheimer-Krankheit ist.
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1.3  Fragestellung dieser Arbeit

Das  Endocannabinoidsystem  (ECS) ist ein  koOrpereigenes,  physiologisches
Regulationssystem, das an verschiedenen Mechanismen zur Erhaltung der Homd&ostase des
Nervensystems und Neuroplastizitit beteiligt ist. Als Signalsystem dient es wichtigen
physiologischen Funktionen wie Gedichtnisbildung, Kontrolle der Motorik und neuronaler
Differenzierung (Kano et al. 2009; Katona und Freund 2012; Lutz et al. 2015). Bei der
Alzheimer-Krankheit sind unter anderem diese kognitiven Funktionen gestort, was zu einer
erheblichen Beeintrichtigung von Alltagsfunktionen und Lebensqualitit fihrt (Millan et al.
2012). Eine Modulation des ECS koénnte somit neue therapeutische Moglichkeiten zur

Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit bieten.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es deshalb, die therapeutischen Effekte von pflanzlichen
Cannabinoiden bzw. deren Hauptwirkstoffe THC und CBD i wvwo auf die
Alzheimerpathologie zu untersuchen. Hierzu erhielten adulte Miuse des klassischen
Mausmodells fir familidres Alzheimer, dem S5XFAD-Mausmodell, eine sechswochige
Behandlung mit THC bzw. CBD oder eciner Trigerlosung (Vehikelsubstanz). Um den
Einfluss auf kognitive sowie motorische Verhaltensweisen zu testen, wurde eine Reihe von
Verhaltenstests durchgefiihrt. Hierbei wurden insbesondere das Lernen, die Motorik und
das Angstverhalten getestet. Die Frage, inwieweit THC bzw. CBD die Beta-Amyloid
Pathologie und die Neuroinflaimmation der 5XFAD-Miduse beeinflussen kann, konnte
mithilfe der Firbung von Beta-Amyloid und der immunhistochemischen Firbung gegen
die Inflammationsmarker GFAP und IBA1 beantwortet werden. Um den Einfluss auf die
Rezeptorexpression bei chronischer THC- und CBD-Gabe zu untersuchen, wurde eine
Farbung des CB1-Rezeptors angefertigt, um so den Therapieeffekt der Substanzen zu

evaluieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

2.1.1 Haltungsbedingungen

Die Tiere, die in dieser Arbeit verwendet wurden, gehorten allesamt der Spezies der
Hausmaus (mus musculus) an. Die Mause wurden unter spezifisch pathogenfreien
Bedingungen (SPF) gehalten. Verpaart und ausgetragen wurden die Mause in der zentralen
tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universititsmedizin Gottingen (UMG). Dort
trennte man sie nach Geschlechtern und teilte sie in Gruppen von bis zu sechs Tieren auf,
wo sie in standardisierten, einzelbelifteten IVC-Kifigen (14,5cm x 32cm x 15 cm)
gehalten wurden. Wasser und TFutter waren fur die Tiere frei verfiigbar.
Fir die Verhaltensexperimente wurden die Miuse von der ZTE ins Labor tberfithrt und
dort in einem Schrank fir die Haltung von Versuchstieren (Charles River Labaratories,
Washington, MA, USA) untergebracht. Der von der ZTE festgelegte 12/12 Stunden Tag-
Nacht-Rhythmus wurde umgekehrt, sodass die Verhaltensexperimente und Injektionen in
der wachen Phase der Tiere durchgefithrt werden konnten. Ansonsten unterschieden sich

die Haltungsbedingungen nicht von denen in der ZTE.

Die Miuse wurden nach den Vorgaben der ,,Gesellschaft fiir Versuchstietkunde® (GV-
SOLAS) und der ,,Federation of European Labaratory Animal Science Associations®
(FELASA) behandelt. Die Tierexperimente wurden vom Niedersidchsischen Landesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt und von hierfiir ausgebildeten
Personen durchgefiihrt. Die Anzahl der verwendeten Tiere wurde so klein wie mdglich
gehalten. Zudem wurden Schmerzen minimiert sowie Leiden und Schiden der Tiere nach

Moglichkeit vermieden.

2.1.2 Transgene 5XFAD-Mauslinie

In dieser Arbeit wurden Miuse der transgenen 5XFAD-Mauslinie verwendet. Transgene
5XFAD-Miuse exprimieren finf Mutationen, die die familidre Alzheimerkrankheit
hervorrufen. Die Schweden- (K670N, M671L), Florida- (I716V) und London- (V717I)
Mutationen betreffen die 695-Isoform des humanen APP, wihrend sich die M1461.- und
L286V-Mutationen auf das PSEN-1 auswirtken. Kontrolliert werden die Mutationen
allesamt durch den Murin-Thy-1-Promotor (Oakley et al. 20006).

Die hemizygoten 5XFAD-Miuse entstammen den Jackson Laboratories (Jackson
Laboratories, Bar Habour, ME, USA). Die nicht-transgenen Geschwistertiere wurden als

Wildtyp-Kontrollen verwendet.
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2.1.3 Nachweis des Transgens bei 5XFAD-Miusen

Alle Miuse, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden anhand von isolierter DNA aus
Schwanzbiopsien genotypisiert, sodass die Zugehorigkeit der Tiere zur transgenen

5XFAD-Linie nachgewiesen werden konnte.

2.1.31 DNA- Isolierung aus Schwanzbiopsien

Zunichst wurde das Gewebe mit 200 pl Lysepuffer [200mM Ttis/Hcl pH 8,5 (Catl Roth,
Karlsruhe, Deutschland), 10 mM EDTA (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 0,4 %
Natriumdodecylsulfat (SDS, Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland), 400 mM NaCl (Catl
Roth, Karlsruhe, Deutschland)] mit 10 pl Proteinase K [PeQlab GmbH (VWR Life Science
Competence Center), Erlangen, Deutschland] in ein 1,5 ml Eppendorfgefil3 gegeben. Es
folgte die etwa 20-stiindige Inkubation bei 56 °C im Thermomixer Compact (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) bei 350 — 450 U/min, bis das Gewebe schlieBlich lysiert war.
AnschlieBend etfolgte die Abzentrifugation bei 17.000 U/min bei 4 °C der Probe fir
20 min (Heraeus Biofuge Stratos Zentrifuge, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA).

In ein Eppendorfgefal mit 200 ul Isopropanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
wurde der Uberstand aus der Probe hineinpipettiert und durch Schwenken vermischt bis
ein Prizipitat sichtbar war. Danach wurde die Probe fir 10 min erneut zentrifugiert,
diesmal bei 13.000 U/min. Nachdem der Uberstand vorsichtig abgegossen wurde, erfolgte
die Waschung des entstandenen Pellets mit 200 ul 70 % Ethanol (Walter-CMP, Kiel,
Deutschland) und wieder wurde die Probe bei 13.000 U/min fir 10 min zentrifugiert. Die
Uberstinde und Ethanolreste wurden abpipettiert und verworfen, wihrend das Pellet eine
Stunde lang bei 55 °C auf dem UNO-Thermoblock (Biometra, Géttingen, Deutschland)
getrocknet wurde. Schlief3lich folgte die Losung der Pellets in 30 pl Reinstwasser, Agua

(B.Braun, Melsungen, Deutschland) und die Inkubation Gber Nacht im Thermomixer bei
56 °C.

2.1.3.2 Nukleinsdure-Quantifizierung

Die Konzentrationen der Nukleinsduren wurden fir den FEinsatz der Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase cain reaction, PCR) mithilfe eines Biophotometers (Nanodrop one,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) quantifiziert. Dazu wurde 1 ul Agwua auf den
gereinigten Messarm des Gerites gegeben, um den Leerwert zu bestimmen. Um ein
Anhaften der DNA in dem Eppendorf-Gefil3 zu verhindern, wurde zunichst auf- und ab-
pipettiert, um anschlieBend nach erneuter Reinigung 2 pl der Probe auf den Messarm zu
geben. Bei einem Extinktionskoeffizienten von 1,8 fur A260/A280 und A260/230 konnte
von einer ausreichenden Konzentration und Reinheit der Nukleinsduren ausgegangen
werden. Fur den Einsatz der PCR konnte nun die Probenverdinnung von 20 ng/pl

hergestellt werden.
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2.1.3.3 Nukleinsdure-Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion

Fir die PCR wurden jeweils 2 ul der DNA-Probenverdinnung (siche Absatz 2.1.3.2) mit je
18 pl eines PCR-Mastermixes [9,6 pl aqua bidestillata (B.Braun, Melsungen, Deutschland),
2 pl 10 x Reaktionspuffer (Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern, Deutschland), 3,2 ul
25 mM MgCI2 (Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern, Deutschland), 2 ul dNTPs
(peQlab GmbH (VWR Life Science Competence Center), Erlangen, Deutschland), 0,5 ul
Primer 1 rev. 2 x (53°-Sequenz CATGACCTGGGACATTCTC) 0,5 pl Primer 2 for. (573
Sequenz GTAGCAGAGGAGGAAGAAGTG), 0,2 ul Tag-Polymerase (5 U/ul, Axon
Labortechnik GmbH, Kaiserslautern, Deutschland)] verdinnt. AnschlieBend wurden die
DNA-Proben im ILab Cycler (SensoQuest GmbH, Gottingen, Deutschland) nach
folgendem Protokoll amplifiziert (Tabelle 1).

Tabelle 1: PCR-Zyklen-Protokoll des Lab Cyclers fiir Nukleinsidure-Amplifikation

Schritt Zeit [s] Temperatur [°C]

1 180 94 Denaturierung
2 45 94 Denaturierung
3 60 58 Hybridisierung
4 60 72 Polymerisation
5 35 x Schritt 2 — 4 wiederholen

6 300 72 Polymerisation
7 Kein Zeitlimit 4 Abkuhlen

2.1.3.4 Gel-Elektrophorese

Die Herstellung des Agarose-Gels fiir die elektrophoretische Differenzierung der Nuklein-
sauren etfolgte durch die Verdinnung von 1x TBE-Puffer [54,5 g/l Tris (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland), 27,8 g/1 Borsiure (Catl Roth, Katlsruhe, Deutschland), 20 ml
0,5M Na2EDTA PH 8.0 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), aufgefiillt mit aqua bidest
auf 1 Liter] mit 200 ml Wasser (B.Braun, Melsungen, Deutschland). 35 ml davon wurden
mit 0,7 g Agarose (Biozym Scientific, Hess. Oldenburg, Deutschland) bei 200 W in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkthlung der erwidrmten Substanz auf 65 °C wurden 2 ul
des DNA-HD Green Plus Stain (Intas Science Imaging Instruments, Gottingen,
Deutschland) der Loésung hinzugefiigt.  Mithilfe eines Probekamms entstanden zehn
Probekammern in dem entstandenen Agarosegel. Dieses wurde nach dem Abkiihlen in eine
mit 240 ml 1 x TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer Blue Marine 100 (SERVA
Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) gelegt. In die Kammern des Agarosegels
wurden schliefflich jeweils 10 ul der DNA-Probe (siche Absatz 2.1.3.3) mit 2 ul 10 x



Material und Methoden 17

Ladepuffer [Life Technologies, Carlsbad, CA, USA (jetzt Thermo Fisher Scientific)]
hineingefillt. Als Referenz diente 100 bp DNA-Ladder (Bioron GmbH, Ludwigshafen,
Deutschland) erginzend zu je einer Positiv- und Negativ-Kontrolle. Als Positiv-Kontrolle
diente ein bereits in vorherigen Studien verifiziertes 5XFAD-Tier. Ein Wildtyp-Tier wurde
als Negativ-Kontrolle genutzt. Dann wurde eine Spannung von 120 V fir 45 min angelegt.
Im Blue Cube 300 (SERVA Electrophoresis, Heidelberg, Deutschland) wurde das Gel
unter UV-Licht mit einer Wellenlinge von 366 nm analysiert, um das Transgen

nachzuweisen.

2.2 Behandlung

Die jeweilige Menge des pulverférmigen CBD (THCPharm, Frankfurt, Deutschland) und
harztérmigen THC (THCPharm, Frankfurt, Deutschland) wurde mit der Feinwaage
bestimmt (CBD: 0,1 g; THC: 0,1 g). Das THC wurde zunichst im Wirmeschrank bei ca.
65 °C erwirmt, um ein einfacheres Losen der Substanz aus der Ampulle zu gewihtleisten.
Die Herstellung der Substanzlosungen erfolgte durch Losen von CBD und THC in jeweils
2,5ml Tween 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) und 100 % Ethanol (Catl Roth,
Karlsruhe, Deutschland). AnschlieSend wurde das Gemisch in 45 ml einer 0,9 % NaCL-
Losung verdunnt. Die Herstellung der Vehikellosung erfolgte ohne eine Zugabe von THC
oder CBD.

2.2.1 Behandlungsschema

Vor Beginn der Behandlung wurden die finf Monate alten Miuse gewogen und die
jeweilige Substanzdosis abhingig vom Kérpergewicht (KG) gewihlt (THC und CBD:
20 mg/kg KG). Das Gewicht der Miuse wurde im Verlauf der sechswochigen Behandlung
alle sieben Tage dokumentiert und die Substanzdosis entsprechend angepasst. Das
Injektionsvolumen betrug 10 ml/kg KG. Bei jeder Substanzapplikation wurde darauf
geachtet, dabei fiir die Miuse entstehenden Stress gering zu halten und mdgliche

Schmerzen zu minimieren.

2.2.2 Intraperitoneale Injektion

Die intraperitoneale Injektion der jeweiligen Substanzlésungen erfolgte mit Einmal-
Feindosierungsspritzen Omnican F 1 ml (B.Braun, Melsungen, Deutschland). Beginnend
im Alter von funf Monaten wurden die Miuse, je nach Einteilung in THC-, CBD- oder
Vehikel-Gruppe, tiglich und zur gleichen Uhrzeit (* 2 h) sechs Wochen lang behandelt.
Die Applikation der Substanzlésung erfolgte auch wahrend der Verhaltenstests, sodass die
letzte intraperitoneale Injektion einen Tag vor dem Té6ten, also am letzten Verhaltenstag,

erfolgte.
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2.3 Verhaltenstests

Um motorische und kognitive Defizite zu begutachten, wurden die Miuse einer Reithe von
Verhaltenstests unterzogen. Diese Testbattetie beinhaltete Angsttests (Dark/Light Box;
Elevated Plus Maze, Open Field) und Lerntests (Novel Object Recognition Test, Cross
Maze und Morris Water Maze). Um aullerdem unabhingig von kognitiven Defiziten ein
motorisches Defizit der Miuse ausschlieBen zu konnen, erfolgte die Durchfihrung des

Rotarod-Tests.

Der Startpunkt der Verhaltenstest wurde auf den Zeitpunkt einer bereits vierwochigen
Behandlung (£ 2 Tage) mit den oben beschriebenen Substanzlésungen gesetzt, nachdem
sichergestellt wurde, dass keine Ausschlusskriterien erfiillt waren. Diese beinhalteten den
Gewichtsverlust von 20 % ihres Startgewichts oder andere Bedingungen, wie beispielsweise
Blindheit oder motorische Verhaltensauffilligkeiten. Die Dauer der Testbatterie betrug 15
Tage (* 2Tage). Wihrend der Verhaltensexperimente erfolgte die intraperitoneale
Injektion in einem Mindestabstand von einer Stunde zum jeweiligen Experiment. Die
Verhaltenstests wurden zwischen 7 und 19 Uhr durchgefiihrt. Dies entspricht der aktiven
Phase der Mause bei einem umgekehrten 12/12 h Tag-Nacht-Rhythmus. Die Ausfihrung
von mehreren Lern-und Angsttests wurde vermieden, sodass die Miuse nur je einen Angst-

oder Motortest und einen Lerntest pro Tag ausfihren mussten.

Water Maze

~
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- - NOR CRM|- Acquisition Probe

123 45 678 910 11 12 13 14 15

Ta

Abbildung 4: Abfolge Verhaltensversuche Schema der verschiedenen Verhaltenstests, die innerhalb der
letzten 15 Tage (+ 2 Tage) der sechswochigen Behandlung mit der jeweiligen Substanz durchgefihrt wurden.
Das Morris Water Maze wurde am Ende der Testbatterie ausgefiihrt. AuBlerdem wurde vermieden, dass
gleichzeitig mehrere Angsttests bzw. motorische Tests an einem Tag stattfanden. Abkirzungen: DLB
(Datk/Light Box); EPM (Elevated Plus Maze); Rotarod; OF (Open Field); NOR (Novel Object
Recognition); CRM (Cross Maze); Mortis Water Maze (Cued Training, Acquisition Training, Probe T'rial).

2.3.1 Clasping-Verhalten

Das Clasping-Verhalten bietet eine einfache Moglichkeit, erste Hinweise iiber motorische
Defizite in verschiedenen Mausmodellen neurodegenerativer Erkrankungen zu liefern

(Jawhar et al. 2012). Hierzu wurden die Miuse 10 s an der Schwanzbasis aus dem Kifig



Material und Methoden 19

gehoben und kopfiiber hingen gelassen. Die Reaktion gesunder Miuse zeigte sich in dem
Wegstrecken aller vier Extremititen, Winden und Strampeln, wohingegen ein positives
Clasping-Verhalten beobachtet wurde, wenn die Pfoten zum Korper gezogen wurden. Es
erfolgte eine Bewertung mithilfe eines Punkteschlissels von 0 bis 3 Punkten (Miller et al.
2008), der in Tabelle 2 gezeigt wird.

Tabelle 2: Punkteschlissel Clasping-Verhalten

Punktzahl Erklirung
0 Kein Klammern
1 Klammern mit den Vorderpfoten
2 Klammern mit den Vorderpfoten und einer Hinterpfote
3 Klammern mit Vorder- und Hinterpfoten

2.3.2 Rotarod

Der Rotarod-Test ist ein Test zur Bestimmung von motorischer Ausdauer, Koordination
und Lernverhalten der Mause (Shiotsuki et al. 2010).

Beim Rotarod handelt es sich um einen motorischen Zylinder (Technical Scientific
Equipment, Australien), der mit steigender Drehgeschwindigkeit rotiert und von einem mit
dunklem Plastik ausgekleideten Kifig umgeben ist. 12 cm unterhalb des Zylinders befindet
sich ein Gitter, hoch genug, um die Maus von einem vorzeitigen Absprung von dem Zylin-
der abzuhalten, dennoch ausreichend bodennah, um die Maus vor Verletzungen zu
schiitzen (Abbildung 5). Die Maus wurde auf den Zylinder gesetzt, dessen
Drehgeschwindigkeit nun stetig zunahm und innerhalb von einer Testdauer von maximal
300 s von 4 — 45 rpm anstieg. Fiel die Maus vom Zylinder, wurde der Test abgebrochen
und die Maus wurde zuriick in den Kifig gesetzt. Erreichte die Maus die maximale
Testdauer, wurde der Test nach 300 s beendet. Das Intervall zwischen den je vier

Versuchen an beiden aufeinanderfolgenden Testtagen betrug 10 min.

Der Test wurde bei Rotlicht durchgefthrt, sodass die Maus nicht durch visuelle Hinweise
abgelenkt wurde. Fir jede Maus wurde die Dauer bis zum Herabfallen von dem Zylinder
registriert und als Mal} ihrer motorischen Fihigkeiten ausgewertet. Nach jedem Durchlauf

wurde der Versuchsaufbau mit Desomed® Rapid AF Tichern (Desomed, Malsfeld,

Deutschland) gereinigt, um mogliche Geruchsspuren zu beseitigen.
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Abbildung 5: Versuchsaufbau Rotarod Motorische Fihigkeiten von Nagetieren kénnen iiber den Rotarod-
Test getestet werden. Die Maus wird auf einen rotierenden Zylinder gesetzt und die Dauer auf dem an

Geschwindigkeit zunehmenden Zylinder gemessen, bis die Maus hinunter fillt.

2.3.3 Morris Water Maze

Angelehnt an den urspringlichen Versuchsaufbau von Morttis im Jahre 1981/84 und den
2006 entstandenen Versuchsprotokollen von Vorhees und Williams, werden die Mause im
Morris Water Maze (MWM) neben Hippocampus abhingigem Lernen auch auf das rdumli-
che Bezugsgedichtnis getestet (Morris 1984; D’Hooge und De Deyn 2001). Die Miuse
sollten lernen, eine in einem Wasserbecken (Durchmesser 110 cm) wunter der
Wasseroberfliche verborgene Plattform zu lokalisieren und zu besteigen. Wahrend der drei
Testphasen (Cued Training, Acquisition Training und Probe Trial) erfolgte dies durch
Zuhilfenahme visueller rdumlicher Hinweise am Beckenrand. Die Plattform hatte einen
Durchmesser von 10 cm. Um Boden und Plattform unkenntlich zu machen, wurde das
gewohnliche Leitungswasser im Becken mit gesundheitlich unbedenklicher weiler Farbe
(Lukas Cryl Studio Titanium White 4608, Lukas-Nerchau, Dtusseldorf, Deutschland)

gemischt und konstant bei einer Temperatur von 20 °C gehalten.

Es wurden zwei imaginire Achsen durch das runde Becken gezogen, sodass eine Einteilung
gemil} eines ,,+“-Symbols entstand, also in vier gleiche Quadranten. Diese wurden nach
dem jeweiligen Verhiltnis zur Plattform als Zielquadrant, linker, rechter oder
gegentiberliegender Quadrant bezeichnet (Abbildung 6, B). Das Ende jeder Achse
bezeichnete dann vier Punkte, an denen wihrend des Acquisition Trainings und des Probe
Trials Fahnen als visueller Hinweis befestigt wurden. Diese Punkte wurden mit Norden
(N), Osten (O), Siden (S) und Westen (W) bezeichnet (Abbildung 6, A).

Dieser Test bediente sich der nattrlichen Aversion der Mause gegen Wasser, sodass eine
hohere Motivation bestand, die Plattform zu erreichen und somit die Mdéglichkeit dem
Wasser zu entkommen (Vorhees und Williams 2006). Die Mause wurden gemil} eines
vorgegebenen Protokolls an verschiedenen Startpunkten am Rand des Beckens mit dem
Gesicht zur Beckenwand vorsichtig ins Wasser gesetzt. Die Bewegungen der Miuse

wurden mithilfe einer Kamera (Computar, Commack, NY, USA) und dem AnyMaze Video
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Tracking System (Stoelting Co, Wood Dale, I, USA) aufgezeichnet und anschlieSend

ausgewertet.

Laut dem Protokoll, nach dem das MWM in unserem Labor durchgefiihrt wurde, erfolgte
dieser Lerntest in drei verschiedenen Phasen: Cued Training (drei Tage), Acquisition
Training (funf Tage), und einem Testtag (Probe Trial). Pro Trainingstag erfolgten vier
Durchginge, die héchstens 1 min pro Durchgang andauerten, abhingig davon, wie schnell
die unter der Wasseroberfliche verdeckte Plattform von der Maus identifiziert und
erklommen wurde. In der Zeit zwischen den Durchgingen wurden die Mduse in einen
trockenen, mit Ttchern ausgekleideten Kifig gesetzt, der mit einer Rotlicht-Wirmelampe
bestrahlt wurde, um eine mégliche Unterkiihlung der Tiere zu vermeiden. Nur, wenn sich
die Maus vollstindig getrocknet hatte, wurde der nichste Durchgang gestartet, sodass die
Zeit zwischen den Durchgingen etwa 10 — 15 min betrug.

I. Cued Training

Um sicherzustellen, dass die Voraussetzungen zur Teilnahme am Test erfillt waren,
erfolgte die dreitigige Probephase im Cued Training. Hierbei wurde beobachtet, ob die
Miuse die Plattform, die mit einer dreieckigen Fahne markiert wurde, im Zeitraum von
60 s erreichen konnten. Dabei konnten Riickschliisse auf die Schwimm- und Sehfihigkeit
geschlossen werden. Wenn die Plattform in der gegebenen Zeit nicht erreicht und
bestiegen werden konnte, wurden die Mause mithilfe eines Gitters dorthin geleitet. Um die
Tiere an die Plattform und die Umgebung zu gewohnen, durfte jede Maus etwa 10 s auf der
Plattform sitzen, bevor sie zum Trocknen zuriick in den Kifig gebracht wurde. Nach
jedem der vier Durchginge wurde sowohl die Position der Plattform als auch die
Startposition geindert (Tabelle 3). Ausgewertet wurden die Zeit bis zum Erreichen der
Plattform sowie die Schwimmgeschwindigkeit der Mause. Im Anschluss an den dritten Tag
des Cued Trainings erhielten die Miuse einen Tag Pause, bevor mit dem Acquisition

Training gestartet wurde.

Tabelle 3: Start- und Zielpositionen im Cued Training

1. Durchgang 2. Durchgang 3. Durchgang 4. Durchgang
Tag Start Ziel Start Ziel Start Ziel Start Ziel
1 O NO W SO N SO S SW
2 W NO S NO @) SO N NW
3 S NW N NO \4 SW NW

(N = Norden, O = Osten, S = Stden, W = Westen, NO = Nordosten, SO = Sitidosten, NW = Nordwesten,

SW = Stidwesten)
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II. Acquisition Training

Zusitzlich zu den bereits im Raum bestehenden visuellen Hinweisen wurden nun vier
Fahnen, die sich in Form und Farbe deutlich voneinander unterschieden, fiir die nichsten
funf Tage des Acquisition Trainings am Beckenrand in Bezug zu den Punkten N, W, O
und S angebracht und deren Position nicht mehr verindert. AuBerdem wurde die Fahne
auf der Plattform entfernt und die Lokalisation der Plattform, im Gegensatz zu den
Startpositionen laut Protokoll (Tabelle 4), nicht variiert, um das rdumliche
Bezugsgedachtnis zu testen. Es erfolgte die gleiche Durchfithrung, Versuchszeit und

Auswertung wie im Cued Training.

Tabelle 4: Start- und Zielpositionen im Acquisition Training

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

Tag Start Ziel Start Ziel Start Ziel Start Ziel
1 NO NW O NW S NW SW NW

2 S NW NO NW SW NW O NW
3 SW NW S NW O NW NO NW
4 O NW SW NW NO NW S NW

5 SW NW NO NW S NW O NW

(N = Notden, O = Osten, S = Stiden, W = Westen, NO = Nordosten, SO = Studosten, NW = Nordwesten,
SW = Stdwesten)

II1. Probe Ttial

An Tag neun, 24 h nach Abschluss des letzten Tages des Acquisition Trainings, folgte die
Durchfihrung des Probe Trials, der Auskunft iiber das rdumliche Bezugsgedichtnis
lieferte. Hierzu wurde die Plattform aus dem Becken entfernt und der Startpunkt
gegentiber des Zielquadranten gewihlt, der dem Quadranten entsprach, in dem die
Plattform wiahrend des gesamten Acquisition Trainings lokalisiert war (Tabelle 5). Die
rdaumlichen Hinweise, in Form der Fahnen, blieben unverindert bestehen. Die Miuse
wurden dem gewihlten Startpunkt entsprechend, gleich des Prozedere der letzten acht
Tage, ins Wasser gesetzt und fir 60 s im Becken schwimmen gelassen. Bei intaktem
raumlichem Bezugsgedichtnis sollte sich eine klare Tendenz zum Zielquadranten zeigen,
sodass die Maus die meiste Zeit dort verbringen sollte (Vorhees und Williams 2006). Im
Gegensatz zum Cued Training und Acqusition Training erfolgte die Auswertung nicht nur
hinsichtlich der Dauer, die die Maus zum Erreichen der Plattform bendtigte sowie deren
Schwimmgeschwindigkeit, sondern aulerdem hinsichtlich der Prozentzahl, die die Maus in
den verschiedenen Quadranten (Zielquadrant, rechter Quadrant, linker Quadrant,

gegentiberliegender Quadrant, Abbildung 6 B) verbrachte.
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Tabelle 5: Start- und Zielposition im Probe T'ial

Tag Start Ziel

9 SO Plattform entfernt

(SO = Sudosten)

Gegenliberliegender
Quadrant

Linker Quadrant

Abbildung 6: Versuchsaufbau Morris Water Maze Nach dem dreitigigen Cued Training und dem
anschlieBenden Acquisition Training (A) folgte der einmalige Probe Trial (B). Hierfiir wurde die Plattform
entfernt und das Becken in vier virtuelle Quadranten unterteilt. Die visuellen Hilfen am Beckenrand wurden
zur Orientierung der Miuse belassen. Abkiirzungen: NO = Nordosten, SO = Sidosten, NW = Nordwesten,
SW = Sudwesten.

2.3.4 Cross Maze

Das Atrbeitsgedichtnis der Miuse wurde im Cross Maze evaluiert. Dieses Konstrukt
bestand aus vier exakt gleichen Armen (Linge: 30 cm, Breite: 15 cm, Hohe: 8 cm) und
einem quadratischen Zentrum (8 cm x 8 cm), das ein kreuzformiges Labyrinth in ,,+-
Form bildet (Abbildung 7). Die Auskleidung des Labyrinths bestand aus grauem Plastik.
Das Experiment wurde bei Rotlicht durchgefithrt, um visuelle Hilfen auszuschlieBen.
Nachdem die Maus mit dem Gesicht zur Wand zufillig in einen Arm des Labyrinths
gesetzt wurde, durfte die Maus dieses fiir eine Dauer von 10 min frei erkunden. Die
Bewegungen der Maus wurden mithilfe einer Kamera (Computar, Commack, NY, USA)
aufgezeichnet und mit dem AnyMaze Video Tracking System (Stoelting Co, Wood Dale,
IL, USA) ausgewertet.

Dieser Test bezieht sich auf die Tendenz von Mausen neue, unbekannte Gebiete — in
diesem Fall Arme — zu erkunden, anstatt bereits erkundete Arme nach kurzer Zeit erneut
zu erkunden (Wietrzych et al. 2005). Es wurde folglich die Anzahl der Armwechsel
beobachtet. Ein Armwechsel bestand, wenn die Maus keinen bereits erkundeten Arm

erneut erkundete, bevor sie nicht alle drei anderen Arme betreten hatte, zum Beispiel als
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Uberlappendes Vierfach-Set (z.B. 1, 2, 3, 4 oder 2, 3, 4, 1, nicht 1, 2, 4, 2). Somit wurde die
Armwechslungsrate (Alternierungsrate) ermittelt aus dem prozentuellen Anteil der
geschehenen Armwechsel an der Gesamtanzahl der Armwechsel (Armwechselgesamt — 3)
(Wietrzych et al. 2005). Das Betreten eines Armes wurde nur als solches bewertet, wenn
sich die Maus mit allen vier Pfoten im Arm befand. Der direkte Wiedereintritt in einen

Arm wurde als einziger Armeintritt gewertet.

Nach Abschluss des Tests wurde das Labyrinth mit Desomed® Rapid AF Tichern
(Desomed, Malsfeld, Deutschland) gereinigt, um mégliche Geruchsspuren zu beseitigen.

Abbildung 7: Versuchsaufbau Cross Maze Das Arbeitsgedichtnis der Miuse konnte mit dem Cross Maze

getestet werden. Der Test beruht auf dem typischen Bestreben der Miuse bevorzugt neue Arme zu betreten,

anstatt in bereits bekannte Arme zurtickzukehren.

2.3.5 Open Field und Novel Object Recognition Test

Das Open Field und der Novel Object Recognition Test (NOR) testeten in drei

aufeinanderfolgenden Tagen neben Angstverhalten auch die Lernfdhigkeit von Nagetieren
(Jawhar et al. 2012).

Im Open Field wurde die Maus in das Zentrum einer nach oben gedffneten
50 x 50 x 38 cm quadratischen Box platziert (Abbildung 8 A). Daraufhin durfte die Maus
die Umgebung fiir eine Dauer von 5 min frei erkunden. Dieser Test bedient sich der
natiirlichen Aversion der Nagetiere vor hellen, ungeschiitzten Riumen (Denenberg 1969).
Dementsprechend versucht eine gesunde Maus in die Peripherie der Box auszuweichen.
Diese Einteilung in ,,Zentrum® und ,,Peripherie wurde mithilfe des Anymaze Video
Tracking Systems (Stoelting Co, Wood Dale, IL, USA) erstellt und die Bewegungen der
Maus mit einer Kamera (Computar, Commack, NY, USA) aufgezeichnet. Die prozentual
im Zentrum verbrachte Zeit und die zurtckgelegte Distanz wurden gemessen und
ausgewertet. Aullerdem diente das Open Field der Gewohnung der Maus an die
Umgebung in der Box. Nach jedem Durchlauf wurde diese mit Desomed® Rapid AF
Tichern gereinigt, um mogliche Geruchsspuren zu vermeiden. Der Novel Object
Recognition Test wurde in der gleichen Box durchgefiihrt. Es ist ein weit genutzter Test,

um Gedichtnis und die Priferenz fiir Neues in Nagern zu testen (Antunes und Biala 2012).
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Ca. 24 h (+/-1h) nach dem Open Field wurden nun zwei identische Objekte in die Box

gesetzt, die die Maus in einem Zeitraum von 5 min frei erkunden durfte (Abbildung 8 B).

Die Bewegungen wurden mit dem oben genannten Programm aufgezeichnet und anschlie-
Bend Geruchsspuren durch das Putzen mit Desomed® Rapid AF Tichern (Desomed,
Malsfeld, Deutschland) der Box beseitigt.

Am darauffolgenden Testtag wurde eines der bereits bekannten Objekte durch ein neues
Objekt, das sich nicht nur in der Farbe sondern auch im Material unterschied, ersetzt
(Abbildung 8 C). Die exakte Lokalisation der Objekte tiber die zwei Probetage wurde
bedacht und beibehalten. Mit dem Anymaze Video Tracking System wurden die
Bewegungen der Maus aufgezeichnet. Ausgewertet wurden die zurtickgelegte Distanz und

der Prozentanteil der Zeit am neuen Objekt im Vergleich zum bekannten Objekt.

Dieser berechnet sich wie folgt:

. Obiekt [%] neues Objekt 100
— k
eues UHIERE IR = (heues Objekt + bekanntes Objekt)

Abbildung 8: Versuchsaufbau Open Field und Novel Object Recognition Test Die Miuse durchliefen
drei Testtage. (A) Zunichst konnte die Maus im Open Field die Umgebung frei erkunden. Gleichzeitig wurde
das Angstverhalten der Miuse getestet, indem sich die Miuse typischerweise in der geschiitzten Peripherie
aufhielten, anstatt im ungeschiitzten Zentrum. (B) Zwei identische Objekte (A #nd B) durften 5 min am
ersten Tag des Novel Object Recognition Tests erkundet werden, (C) 24 h spiter wurde eines der bereits
bekannten Objekte durch ein unbekanntes, neues Objekt (B #nd C) ausgetauscht, um das Gedichtnis und die
Lernfahigkeit der Miuse zu testen.

2.3.6 Elevated Plus Maze

Das Elevated Plus Maze wird genutzt, um angstgesteuertes Verhalten in Mdusen zu testen
und bedient sich der Aversion gegentiber offenen, exponiert erhéhten Plitzen (Pellow et al.
1985; Jawhar et al. 2012).
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Das Labyrinth bestand aus vier exakt gleich langen Armen (15 x 5 cm), die ein ,,+* bildeten
und befand sich in 75 cm Hohe tber einer gepolsterten Oberfliche. Die jeweils
gegeniiberliegenden Arme waren entweder offen oder mit einer durchsichtigen 15 cm
hohen Schutzwand von drei Seiten begrenzt, sodass also zwei ,,offene” und zwei
»zeschlossene™ Arme entstanden (Abbildung 9). Die Maus wurde in die Mitte (5 x 5 cm)
des Labyrinths gesetzt und konnte nun fir die Dauer von 5 min ihre Umgebung frei
erkunden. Die Bewegungen der Maus wurden mithilfe des AnyMaze Video Tracking
Systems (Stoelting Co, Wood Dale, IL, USA) ausgewertet, das an eine Kamera (Computar,
Commack, NY, USA) angeschlossen war, die diese detektierte. Der Test fand bei Rotlicht
statt und wurde gegebenenfalls pausiert, wenn die Maus von einem der offenen Arme fiel,
wobei sie unmittelbar wieder auf diesen gesetzt wurde, um das Experiment fortzufithren.
Die Zeit, die in den ,offenen” oder ,geschlossenen” Armen verbracht wurde, und
aullerdem die Anzahl der Eintritte in die verschiedenen Arme lieBen Rickschlisse auf das
Angstverhalten der Miuse zu. So bestand auf der einen Seite das Bediirfnis nach Schutz
und Sicherheit, auf der anderen Seite war die Maus aber bestrebt ihre Umgebung méglichst
grindlich zu explorieren, obwohl dies potentielle Schutzlosigkeit bedeutete (Onaivi et al.
1990). Eine erhohte Prisenz in den offenen Armen im Verhiltnis zur Gesamtdauer des
Experiments kann als ein vermindertes Angstverhalten interpretiert werden (Pellow et al.
1985; Pellow und File 1986).

y

Abbildung 9: Versuchsaufbau Elevated Plus Maze Test zum Evaluieren des Angstverhaltens. Miuse
verbringen typischerweise mehr Zeit in den geschlossenen Armen (A) als in den offenen Armen (B) aufgrund

ihrer Priferenz fir geschiitzte Raume.

2.3.7 Dark/Light Box

Weitere Auskunft uber das Angstverhalten der Mause konnte mit der Dark/Light Box
gegeben werden, denn auch hier wurde das Tier einem Konflikt zwischen zwei
Verhaltensweisen ausgesetzt. Zum einen ist die Maus bestrebt, hell beleuchtete Areale zu
vermeiden und sich in der schiitzenden Dunkelheit zu verstecken. Gleichzeitig besteht

jedoch das Bedirfnis, die unbekannte Umgebung zu erkunden. Eine lingere
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Explorationszeit des helleren Areals kann als geringere Angstlichkeit interpretiert werden
(Bourin und Hascoét 2003).

In diesem Test wurde die Maus in eine Box (TSE, Bad Homburg) gesetzt, die in zwei
Kompartimente aufgeteilt war. Ein Kompartiment war mit hellgrauen Plastikwinden
umrandet. Aullerdem konnte Licht des offenen Dachs des Kompartiments eindringen
(aversives Kompartiment, 42 cm x 31 cm). Lichtgeschiitzt, durch ein schwarzes Dach und
mit schwarzem Plastik ausgekleidete Winde, entstand ein dunkel gehaltenes, protektives
Kompartiment (31 cm x 25 cm). Beide Kompartimente trennte eine Mittelwand, die eine
kleine Tar (5 cmx5cm) enthielt, sodass ein Hin- und Herlaufen zwischen beiden

Bereichen ermoglicht werden konnte (Abbildung 10).

Die Maus wurde mit dem Gesicht zur Wand in den offenen Bereich gesetzt und ihr
Verhalten fiir einen Zeitraum von 5 min beobachtet. Die Bewegungen der Maus wurden
mithilfe einer Kamera (Computar, Commack, NY, USA) und des AnyMaze Video Tracking
Systems (Stoelting Co, Wood Dale, IL, USA) aufgezeichnet und ausgewertet. Neben der
Zeit, die die Maus im hellen Kompartiment verbrachte, wurde auf3erdem die Zeitspanne bis
zum ersten Eintritt in das schiitzende Kompartiment sowie die Anzahl der Zonenwechsel

gemessen.

Abbildung 10: Vetsuchsaufbau Dark/Light Box Das Angstverhalten von Miusen wurde getestet, indem
die Reaktion der Miduse auf lichtdurchflutete helle Flichen mit dem Ausweg eines geschiitzten dunklen

Bereiches untersucht wurde.

2.4 Gewinnung und Priparation von ZNS-Gewebe

2.4.1 Zervikale Dislokation

Die Anisthesie der Miuse erfolgte mithilfe einer intraperitonealen Injektion
(10 ml/kg KG). Die Mischung aus Xylazin (Xylariem®, Pharma-Partner GmbH
Hamburg, Deutschland), Ketamin (10 %, Medistar Arzneimittelvertriecb GmbH,
Ascheberg, Deutschland) und destilliertem Wasser (dH,O) im Verhiltnis von 2:1:7

wurde von Yvonne Bouter durchgefithrt, die eine entsprechende Genehmigung fir das

bl
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Verabreichen der Substanzen besal3. Nach einigen Minuten Einwirkdauer, in der die Maus
in einem Einzelkifig in Isolation von anderen Miusen untergebracht wurde, wurden die
Reflexe der Maus getestet, damit eine ausreichende Narkosewirkung vorausgesetzt werden
konnte. Dies wurde mit dem Zwischenzehenreflex getestet (Underwood und Anthony
2013).

Die zervikale Dislokation erfolgte unmittelbar nach ausreichend tiefer Narkose. Es folgte
die Dekapitation und die Entfernung von Haut, subkutanem Fettgewebe und die
Schideleroffnung. Dazu wurde die Schidelkalotte mit einer chirurgischen Schere gedffnet
und mit einer Pinzette vorsichtig entfernt. Das Gehirn konnte nun mit einem Spatel aus
der Schidelbasis herausgelost werden. Mit einem Skalpell wurden die beiden Hemisphiren
voneinander getrennt, wobei die linke Hemisphire in eine Einbettkassette
Polyoxymethylen (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) platziert wurde, die unmittelbar in
eine 4 %igen phosphatgepufferten Formaldehydlésung, PFA (Roti-Histofix, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland), gegeben wurde.

2.5 Quantifizierung der Expression von Beta-Amyloid,

Neuroinflammationsmarkern und dem Cannabinoidrezeptor

2.5.1 Paraffineinbettung

Nachdem die linken Gehirnhilften mindestens 72 h in PFA (Roti-Histofix, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland) gelagert wurden, folgte das Einbetten der Kassetten in Paraffin.
Dies erfolgte mithilfe des TP 1020 Automatic Tissue Processors (Leica, Wetzlar,
Deutschland). Hierbei wurde folgendes Protokoll verwendet: 5 min in 4 % Histofix (Catl
Roth, Karlsruhe, Deutschland); 30 min in Leitungswasser; 1 h in 50 %, 60 %, 70 %, 80 %
und 90 % EtOH-Losung (CVH, Hannover, Deutschland); zweimal 1 h in 100 % EtOH;
1 h in Xylol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und zweimal 1 h in geschmolzenem
Paraffin (Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland). Nach der Prozedur wurden die Proben
mithilfe der EG1140 H Einbettstation (Leica, Wetzlar, Deutschland) eingebettet.

2.5.2  Schnittgewinnung durch Arbeit am Mikrotom

Die Schnittgewinnung aus den in Paraffin eingebetteten Gehirnen erfolgte durch die Arbeit
am Mikrotom. Benutzt wurde hierbei das Modell HM335 E (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Die 4 um dinnen Sagittalschnitte wurden in ein Kaltwasserbad gegeben
und jeweils zwei Schnitte auf einen Objekttrager (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig,
Deutschland) aufgezogen. AnschlieBend wurde dieser in ein 45 — 50 °C Warmwasserbad
(Medax, Olching, Deutschland) gegeben, sodass sich das Gewebe entfalten konnte. Bevor

die Schnitte Verwendung in der immunhistochemischen Firbung finden konnten, wurden
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diese zunichst 10 min auf einer 52 °C heilen Platte (Medax, Olching, Deutschland) und
dann tber Nacht im Inkubator bei 37 °C getrocknet und gelagert.

2.5.3 Diaminobenzidin (DAB)-Firbung

Die Technik der immunhistochemischen DAB-Firbung wurde auf 4um
Sagittalhirnschnitten angewandt, um Antigene auf den Geweben nachzuweisen und zu
quantifizieren. Zunichst wurde der Prozess der Entparaffinierung durchgefithrt, um
Paraffin von den Schnitten zu entfernen und die Schnitte zu rehydrieren: 2 x 5 min in
Xylol, (Roth, Katlsruhe, Deutschland); 10 min in 100 % EtOH (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland); 5min in 95% EtOH; 5min in 70 % EtOH und 1 min in dH)O.
AnschlieBend wurden die Schnitte in eine Losung aus 0.3 % H,O, (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) in 0,01 M PBS gegeben, um endogene Peroxidasen zu blockieren. Nach
1 min in dH,O, folgte die Mikrowellenbehandlung der Schnitte zur Demaskierung von
Antigenen. Zur Demaskierung des intrazelluliren Beta-Amyloids wurden die Schnitte mit
0,01 M Citratpuffer (pH 6,0; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) zunichst bei 800 W ftir
ca. 2 min zum Kochen gebracht und fiir die restliche Zeit auf eine geringere Leistung von
200 W gestellt. Nachdem die Schnitte fiir 15 min bei Raumtemperatur abgekiihlt waren,
wurden sie 1 min in dH,O gestellt und anschlieBend zur Permeabilisierung der Membranen
fir 15 min in 0,1 % Triton X-100 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gebadet. Es folgte
die einmintitige Waschung in 0,01 M PBS. Um intrazellulares Abeta besser darzustellen,
wurden die Schnitte fir 3 min in 88 % Ameisensdure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
gebadet. Es folgte eine fiinfminiitige Waschung in 0,01 M PBS, um mégliche Uberreste der
Ameisensdure zu entfernen. Die Schnitte wurden mit einem Lipidstift (Pap Pen; Kisker
Biotech, Steinfurt, Deutschland) umkreist und mit der folgenden Losung fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert: 10 % Fetales Kuhserum (feza/ cow serum, FCS, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) und 4 % Milchpuder (Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
in 0.01 M PBS.

Nach Entfernung der Losung wurde der Primire Antikérper (Tabelle 6), der in 0,01 M PBS
und 10 % FCS in errechneter Konzentration gelost wurde, auf die Schnitte pipettiert. Es
folgte die Inkubation iber Nacht bei 37 °C. Am nichsten Tag wurden die Schnitte 3 x
5 min in 0,01 M PBS mit 0,1 % Triton und anschlieBend mit 0.01 M PBS gewaschen. Diese
wurden nun mit dem sekundiren Antikorper, in der gleichen Losung wie bereits beim
primiren Antikérper beschrieben, fiir 60 min inkubiert (Tabelle 6). Mit der Waschung der
Schnitte fir 15 min in 0,01 M PBS konnte die Antikérperlésung von diesen entfernt
werden. Es folgte die Inkubation fiir 1,5 h bei 37 °C mit dem Avidin-Biotin-Komplex
(ABC). Die ABC-Lésung wurde nach der Herstelleranleitung hergestellt (Vectastain Elite
ABC Kit, Vector Labaratories, Burlingame, CA, USA). Hierzu wurde jede Komponente der
Ausriistung im Verhiltnis von 1 : 100 ml PBS zu einer 0.01 M PBS Losung mit 10 % FCS
hinzugegeben. Die ABC-Losung wurde etwa 30 min im Voraus angesetzt und bei 4 °C
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gelagert. Es erfolgte erneut eine 15-miniitige Waschung der Schnitte in 0,01 M PBS.
AnschlieBend wurde die eigentliche DAB-Farbung durchgefiihrt.

In diesem Schritt wurde ein DAB Peroxidase(HRP)-substrat Kit verwendet (Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland). Die DAB-Stock-Losung wurde nach Anweisung des Herstellers
angesetzt. Die Schnitte wurden mit DAB inkubiert und die Enzymreaktion sorgfiltig unter
dem Lichtmikroskop beobachtet. Hierbei wurde die Zeit gestoppt bis ein ideales Verhaltnis
von Hintergrund und spezifischer Firbung erreicht wurde (DAB-Zeit siche Tabelle 6:
Primire und sekundire Antikérper). Um die DAB-Losung zu entfernen, erfolgte abermals
eine 3 x 5 min Waschung mit 0,01 M PBS, bevor die Schnitte in die Alkoholreihe gegeben
wurden. Diese entsprach folgendem Protokoll: 1 min 70 % EtOH; 5 min 95 % EtOH;
10 min 100 % EtOH; 2 x 5 min Xylol. Die so priparierten Schnitte wurden mit einigen
Tropfen des synthetischen Einschlussmittels Roti-Histokitt (Carl Roth, Katlsruhe,
Deutschland) benetzt und vorsichtig mit einem Deckglisschen (Menzel-Gliser
24 x 60 mm, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) eingedeckt, sodass

Lufteinschlisse vermieden werden konnten.

Tabelle 6: Primire und sekundire Antikorper

Firbung Prim. Verdiinnung DAB- Hersteller
Antikorper Zeit
Abeta (24311) anti-rabbit 1:500 55s AG Bayer
GFAP anti-guinea pig 1:1000 50 s Synaptic Systems,
Gottingen,
Deutschland
IBA1 anti-guinea pig 1:500 55s Synaptic Systems,
Gottingen,
Deutschland
CB1 anti-rabbit (goat) 1:2000 55s Abcam, Cambridge,
Vereinigtes
Konigreich
Sek. Antikorper Verdiinnung Hersteller
Goat anti-rabbit biotinyliert 1:200 Jackson ImmunoResearch

Laboratories, West Grove, USA

Goat anti-guinea pig 1:200 Jackson ImmunoResearch
biotinyliert Laboratories, West Grove, USA
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2.5.4 Mikroskopie und Auswertung

Mithilfe des Lichtmikroskops (Olympus BX51, Tokio, Japan) wurden Bilder der
Hirnschnitte (Absatz 2.5.3) angefertigt. Im Abstand von 20 um wurden je drei Hirnschnitte
pro Tier und Firbung ausgewahlt, beginnend bei Bregma 0,4 mm. Mithilfe des Motic
Picture Image Programm (Motiv Image Plus 2.0, Motic China Group. Co, Hong Kong,
China) und der 10 x ObjektivvergroBerung wurden Hippocampus und Cortex detektiert
und fotografiert. Pro Maus und Firbung wurden drei Bilder des Hippocampus und neun
Bilder des Cortex angefertigt. Bei letzterem wurde darauf geachtet, dass drei
unterschiedliche Hirnregionen rostral (Abbildung 11, 1), dorsal (Abbildung 11, 2) und
kaudal (Abbildung 11, 3) des Hippocampus erfasst wurden. Die Belichtungszeit sowie die

Lichtintensitat wurden innerhalb der Gruppen nicht verandert.

rostral kaudal

* >

Abbildung 11: Schematische Darstellung eines Ausschnitts von Cortex und Hippocampus eines
Mausehirns im Sagittalschnitt Es wurden drei Bilder an unterschiedlichen Hirnregionen des Cortex
angefertigt (blauer Kasten, 1 — 3). Die Region des Hippocampus diente als Leitstruktur (lila Oval) und wurde
ebenfalls fotografiert. Erstellt nach Paxinos und Franklin (2013).

Die Auswertung der Bilder wurde mithilfe der Image] Software (Image].51.f, National
Institute of Health, USA) durchgefithrt. Die Bildanalyse erfolgte dann automatisch tber ein
Makro. Dieses beinhaltete eine Folge von Anweisungen, um so die spezifisch angefirbten
Bereiche als Flichenanteile des Gesamtbildes darstellen zu kénnen. Hierbei wurde zunichst
der Hintergrund gefiltert, um mogliche Artefakte wie Faltenbildung auszuschlieBen.
AnschlieBend wurde das Bild in ein Einkanal-8Bit Graustufenbild verwandelt. Es folgte die
Bestimmung des Schwellenwerts fiir die Analyse der Hirnschnittbilder. Dieser sollte so
gesetzt werden, dass auch kleine gewtnschte Bereiche mit abgedeckt wurden, der

Hintergrund des Bildes jedoch nicht mit in die Auswertung gezahlt wurde.
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2.6 Statistik

Vergleiche zwischen den verschiedenen Gruppen wurden mit einfacher und zweifacher
Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni Korrektur oder Zweistichproben-t-Tests fir
unabhingige Strichproben (ungepaarter t-Test) durchgefiihrt. Alle Daten sind dargestellt als
Mittelwert * Standardfehler (SEM, S#andard Error of the Mean). Die Signifikanzniveaus
betragen bei allen statistischen Analysen p*<0,05, p**<0,01, p***<0,001, p****<0,0001.
Alle Daten wurden mit GraphPad Prism 8 fiir Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA) ausgewertet. Die Identifizierung statistisch signifikanter Outlier durch den
Grubbs-Test wurde mit GraphPad QuickCalcs (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
durchgefiihrt. Die Anzahl der verwendeten Tiere pro Gruppe (n) ist unter den jeweiligen

Graphen angegeben.

2.7 Software

Die im Rahmen dieser Arbeit vorliegenden Bilder und Abbildungen wurden mit Paint 6.3
(Microsoft Corparation, Redmont, WA, USA) und BioRender.com erstellt und mit
Microsoft PowerPoint 2010 (Microsoft Corparation, Redmont, WA, USA) bearbeitet. Die
Verschriftlichung der Arbeit erfolgte mit Mircosoft Office Word 2010 (Microsoft
Corparation, Redmont, WA, USA) und mithilfe des Literaturverwaltungsprogramms Citavi

6 fur Windows (Campuslizenz, Swiss Academic Software, Widenswil, Schweiz).
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3  Ergebnisse

3.1 Nachweis des Transgens von 5XFAD-Miusen

Die Zugehorigkeit der in dieser Arbeit verwendeten Miduse zur transgenen 5XFAD-
Mauslinie wurde per Genotypisierung, wie in Absatz 2.1.3 beschrieben, nachgewiesen. Als
Positiv-Kontrolle diente ein bereits in vorherigen Studien verifiziertes 5XFAD-Tier,
wihrend die nicht transgenen Geschwistertiere als Negativ-Kontrolle verwendet wurden.
Humanes APP wurde im Bereich von 290 Basenpaaren erwartet und bei den hemizygoten

5XFAD-Miusen nachgewiesen.

In Abbildung 12 sind exemplarisch die gelelektrophoretisch  nachgewiesenen

charakteristischen Banden dargestellt.

5XFAD 5XFAD 5XFAD S5XFAD Positiv Negativ

Abbildung 12: Exemplarische Gelelektrophorese 5XFAD-Miuse zeigten im Bereich von 290

Basenpaaren eine typische Bande. Bp = Basenpaare.

3.2 Auswirkungen von THC und CBD auf das Verhalten von
5XFAD-Miusen

Auf einen Vergleich der Pathologien von 5XFAD-Miusen zwischen den Geschlechtern
wurde aufgrund einer geschlechterabhingigen Progression verzichtet. Daher wurden
weibliche 5XFAD-Miuse mit THC behandelt und minnliche 5XFAD-Miuse einer
Behandlung mit CBD unterzogen. Beide Behandlungsgruppen wurden jeweils mit einer
vehikelbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Um den Effekt der Behandlungen in
einzelnen Verhaltenstest zu verdeutlichen, wurden die o.g. Gruppen mit WT-

Kontrollgruppen verglichen.
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3.2.1 Auswirkungen von THC und CBD auf das Gewicht von 5XFAD-Miusen

Die Behandlung von 5XFAD-Miusen mit THC oder CBD hatte keinen Einfluss auf das
Korpergewicht der Tiere. Diese wurden ab Beginn der Behandlung wochentlich gewogen
und das Gewicht dokumentiert (siche Absatz 2.2.1). Es zeigte sich kein Unterschied
zwischen weiblichen THC-behandelten oder minnlichen CBD-behandelten 5XFAD-
Miusen und deren jeweiliger vehikelbehandelter Kontrollgruppe im Verlauf der
Behandlung (zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-
Korrektur, Abbildung 13 A und B). Das Endgewicht der Miuse bei beiden Behandlungen
zeigte keinen signifikanten Unterschied zu vehikelbehandelten Artgenossen (ungepaarter t-
Test).
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35+ -= THC 3519 -+ CBD
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Abbildung  13:  Unbeeintrichtigtes =~ Gewicht von  5XFAD-Miusen  wihrend  des
Behandlungszeitraums Weibliche THC- (A) und minnliche CBD-behandelte (B) 5XFAD-Miuse zeigten
ein konstantes Gewicht verglichen mit der jeweiligen vehikelbehandelten Kontrollgruppe. Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur, n = 8 — 12 Miuse pro Gruppe. Daten
dargestellt als Mittelwert = SEM.

3.2.2 Auswirkungen von THC und CBD auf das Clasping-Verhalten von 5XFAD-

Miusen

Wie in Absatz 2.3.1 beschrieben, wurde das Clasping-Verhalten von 5XFAD-Miusen
untersucht. Weibliche THC-behandelte 5XFAD-Miuse zeigten keinen signifikanten
Unterschied im Clasping-Verhalten im Vergleich zur vehikelbehandelten Kontrollgruppe
(ungepaarter t-Test, Abbildung 14 A).

Minnliche CBD-behandelte 5XFAD-Miduse unterschieden sich im Vergleich zur
vehikelbehandelten Kontrollgruppe signifikant hinsichtlich einer Reduktion des Clasping-
Verhaltens (ungepaarter t-Test, p=0,0254, Abbildung 14 B).
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Abbildung 14: Aufschluss tiber motorische Defizite als Zeichen von Neurodegeneration in 5XFAD-
Miusen mithilfe des Clasping-Verhaltens Weibliche THC-behandelte 5XFAD-Miuse zeigten keine
signifikante Verinderung des Clasping-Verhaltens, wohingegen eine Reduktion nach CBD-Behandlung in
minnlichen Tieren erkennbar wurde. Ungepaarter t-Test, n = 8 — 12 Miuse pro Gruppe, p*<0,05, Daten
dargestellt als Mittelwert = SEM.

3.2.3 Auswirkungen von THC und CBD auf die Motorik von 5XFAD-Miusen im
Rotarod

Um den Einfluss von THC und CBD auf motorische Lernfihigkeiten, Ausdauer und
Koordination zu evaluieren, wurden die 5XFAD-Miuse im Rotarod getestet (Absatz
2.3.2)).

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen weiblichen 5XFAD-Mausen, die mit
THC behandelt und denen, die mit der Vehikellosung behandelt wurden hinsichtlich der
Dauer des Verbleibs auf dem Zylinder (zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen
mit Bonferroni-Korrektur). Beide Gruppen verbrachten jedoch nach acht Durchgingen
signifikant mehr Zeit auf dem Zylinder als zu Beginn des Tests (zweifache Varianzanalyse
mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur; Durchgang: THC p<0,0041; Vehikel
p<0,0355, Abbildung 15 A).

Mit zunehmender Zahl der Durchginge steigerte sich bei minnlichen CBD-behandelten
5XFAD-Miusen und der vehikelbehandelten Kontrollgruppe die Zeit, die auf dem
Zylinder verbracht wurde, signifikant (zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen
mit Bonferroni-Korrektur, Durchgang: CBD p<0,0001; Vehikel p>0,0048, Abbildung 15 B).

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen.
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Abbildung 15: Unauffillige motorische Fihigkeiten im Rotarod Weder THC- (A) noch CBD-
behandelte (B) 5XFAD-Miuse zeigten im Vergleich zur jeweiligen Vehikelkontrollgruppe motorische
Defizite im Rotarod. Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur, p*<0,05,
p**=0,01, p***<0,001, p****<0,0001, n =8 — 12 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert +
SEM.

3.2.4 Auswirkungen von THC und CBD auf das Lernverhalten von 5XFAD-

Miusen im Motrris Water Maze

Im Cued Training zeigten alle Gruppen signifikant verbesserte Zeiten bis zum Erreichen
der Plattform, die mit einer Fahne markiert war. Hierbei verbesserten sich sowohl die
weiblichen THC-behandelten 5XFAD-Miuse als auch deren vehikelbehandelte
Kontrollgruppe tber die drei Tage des Cued Trainings (zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur; Tage: THC p=0,0005; Vehikel p=0,0184,
Abbildung 16 A). Ein signifikanter Unterschied beztiglich der Schwimmgeschwindigkeit
bestand nicht (Abbildung 16 B).



Ergebnisse 37

A B
W 607 I | g 0.25- -~ Vehikel
— } | .§. K enikel
Eso{ | . i = - E
= Ec: f 1 £ 0.201
ST 401 ©
w & £ 0.157 §-='—’——"i——’:_i
5 5 307 £
T 2 0.104
S £ 207 3
£ 2
L2 104 0.054
: 5
m O Ll T Ll f’ T T T
1 2 3 » 1 2 3
Tag Tag

Abbildung 16: Ausschluss motorischer und visueller Defizite weiblicher THC- und
vehikelbehandelter 5XFAD-Miuse mittels des Cued Trainings Alle Miuse zeigten eine verkirzte Zeit
bis zum Erreichen der Plattform als Reaktion auf das Training (A) und erreichten die Kriterien zum
Fortfithren des Tests. Die Schwimmgeschwindigkeit unterschied sich nicht (B). Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur, p*<0,05, p***<0,001, n = 8 —9 Miuse pro Gruppe. Daten
dargestellt als Mittelwert = SEM.

Minnliche CBD-behandelte 5XFAD-Miuse sowie die vehikelbehandelte Kontrollgruppe
zeigten im Cued Training eine signifikante Reduktion der Zeit bis zum Erreichen der
Plattform (zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur;
Tage.: CBD p=0,0107; Vehikel p<0,0001, Abbildung 17 A). Ein signifikanter Unterschied
zwischen der CBD-behandelten Gruppe und der Kontrollgruppe bestand nicht. Selbiges
gilt hinsichtlich der Schwimmgeschwindigkeit (Abbildung 17 B). Mogliche visuelle und

motorische Defizite konnten folglich ausgeschlossen werden.
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Abbildung 17: Ausschluss motorischer und visueller Defizite minnlicher CBD- wund
vehikelbehandelter 5XFAD-Miuse mittels des Cued Trainings Als Reaktion auf das dreitigige Cued
Training zeigte sich in beiden Behandlungsgruppen eine signifikante Verkirzung der Zeit bis zum Erreichen
der Plattform (A). Ein Unterschied in der Schwimmgeschwindigkeit lie3 sich nicht detektieren (B). Zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur, p*<0,05, p***¥<0,0001, n =10-12

Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM.
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Im darauffolgenden funftigigen Acquisition Training verbesserte die weibliche THC-
behandelte Gruppe ihre Zeit bis zum Erreichen der Plattform (zweifache Varianzanalyse
mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur; Tage: THC p=0,0058; Vehikel
p=0,0717, Abbildung 18 A). Es zeigte sich hierbei kein signifikanter Behandlungseffekt.
Die Schwimmgeschwindigkeit unterschied sich nicht zwischen den beiden Gruppen
(Abbildung 18 B).
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Abbildung 18: THC hat keinen Einfluss auf das rdumlichen Gedichtnis von weiblichen THC- und
vehikelbehandelten 5XFAD-Miusen im Acquisition Training Wihrend des flinftigigen Acquisition
Training zeigten beide Gruppen eine Abnahme der Zeit bis zum Erreichen der Plattform (A). Die
Schwimmgeschwindigkeit zeigte keine Unterschiede und blieb konstant (B). Zweifache Varianzanalyse mit
Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur, p**<0,01, n = 8 —9 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt
als Mittelwert £ SEM.

Es zeigte sich kein Effekt hinsichtlich der Behandlung von minnlichen 5XFAD-Miusen
mit CBD, jedoch konnte die mit vehikelbehandelte Kontrollgruppe die Zeit bis zum
Erreichen der Plattform innerhalb der finf Tage signifikant reduzieren (zweifache
Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur; Tage: CBD p=0,2133;
Vehikel p=0,0004, Abbildung 19 A). Da die Schwimmgeschwindigkeit auch im Acquisition
Training bei méannlichen CBD-behandelten 5XFAD-Miusen und deren vehikelbehandelter
Kontrollgruppe im Vergleich keinen signifikanten Unterschied hervorbrachte, konnte ein
Vorteil hinsichtlich der Zeit bis zum Erreichen der Plattform ausgeschlossen werden
(zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur, Abbildung
19 B).
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Abbildung 19: CBD hat keinen Einfluss auf das rdumliche Gedéichtnis von méinnlichen CBD- und
vehikelbehandelten 5XFAD-Miusen im Acquisition Training Es zeigte sich kein Behandlungseffekt von
CBD im Vergleich zur vehikelbehandelten Kontrollgruppe hinsichtlich der Zeit bis zum Erreichen der
Plattform (A). Beziiglich der Schwimmgeschwindigkeiten konnte kein Unterschied detektiert werden (B).
Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur, p***<0,001, n=10-12

Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.
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Weibliche THC-behandelte 5XFAD-Miuse zeigten eine klare Priferenz fir den
Zielquadranten gegeniiber den anderen Quadranten und offenbarten somit ein intaktes
Lernverhalten wihrend des Probe Trials (einfache Varianzanalyse, THC: p=0,0013
Zielquadrant gegen linken Quadranten, p=0,0111 Zielquadrant gegen rechten Quadranten,
p=0,0043 Zielquadrant gegen gegentiberliegenden Quadranten, Abbildung 20 A). Die
vehikelbehandelten 5XFAD-Miuse verbrachten nicht signifikant mehr Zeit im
Zielquadrant als in den anderen Quadranten, sodass eine Beeintrichtigung im raiumlichen
Bezugsgedachtnis festgestellt werden konnte. Ein signifikanter Unterschied beztglich der
Schwimmgeschwindigkeit konnte nicht detektiert werden und schloss damit einen Einfluss

auf die o.g. Ergebnisse aus (ungepaarter t-Test, Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Intaktes rdumliches Gedichtnis bei weiblichen THC-behandelten 5XFAD-Miusen
im Probe Trial THC-behandelte 5XFAD-Miuse verbrachten signifikant mehr Zeit im Zielquadranten und
zeigten somit im Vergleich zu gleichaltrigen vehikelbehandelten 5XFAD-Miusen ein intaktes rdumliches
Gedichtnis (A). Es konnte kein Unterschied hinsichtlich der Schwimmgeschwindigkeit erfasst werden (B).
Abkurzungen: 7 = Zielquadrant, L = linker Quadrant, R = rechter Quadrant, G = gegeniiberliegender
Quadrant. Finfache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur (A), ungepaarter t-
Test (B), p**<0,01, n = 8 — 9 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.
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Im Probe Trial zeigten minnliche CBD-behandelte sowie vehikelbehandelte 5XFAD-
Miuse im Vergleich eine klare Tendenz zum Zielquadranten (einfache Varianzanalyse,
CBD: p=0,0424 Zielquadrant gegen linken Quadranten, p=0,0018 Zielquadrant gegen
rechten Quadranten; Vehikel: p=0,0023 Zielquadrant gegen linken Quadranten, p<<0,0001
Zielquadrant gegen rechten Quadranten, p=0,0002 Zielquadrant gegen gegeniiberliegenden
Quadranten, Abbildung 21 A). Folglich hatte CBD keinen Effekt auf das Lernverhalten der
5XFAD-Miuse im Morris Water Maze. Beziiglich der Schwimmgeschwindigkeit konnte
mittels ungepaartem t-Test kein Unterschied festgestellt werden (Abbildung 21 B).
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Abbildung 21: Unbeeintrichtigtes rdumliches Gedichtnis von miénnlichen CBD- und
vehikelbehandelten 5XFAD-Miusen im Probe Trial CBD-behandelte 5XFAD-Miuse und deren
vehikelbehandelte Kontrollgruppe zeigten beide ein intaktes rdumliches Gedichtnis durch eine signifikant
erhéhte Zeit im Zielquadranten (A). Kein Unterschied in der Schwimmgeschwindigkeit zwischen beiden
Gruppen (B). Abkirzungen: Z = Zielquadrant, L = linker Quadrant, R =rechter Quadrant,
G = gegeniiberliegender Quadrant. Zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-
Korrektur (A), ungepaarter t-Test (B), p*<0,05, p**<0,01, p***<0,001, p****<0,0001, n = 10 — 12 Mduse
pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert + SEM.

Im Gegensatz zu CBD verbesserte THC das Lernverhalten von weiblichen 5XFAD-

Miusen im Morris Water Maze.
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3.2.5 Auswirtkungen von THC und CBD auf das Lernverhalten von 5XFAD-

Miusen im Novel Object Recognition Test

Um den Einfluss von THC und CBD auf das Lernverhalten von 5XFAD-Maiusen zu
testen, wurde der Novel Object Recognition Test (NOR) durchgefithrt. Ausgewertet
wurden die zurtckgelegte Distanz und der Prozentanteil der Zeit am neuen Objekt im

Vergleich zum bekannten Objekt. Dieser gibt das Lernverhalten der Miuse wieder (siche
Absatz 2.3.5).

Weibliche 5XFAD-Miuse, die mit THC behandelt wurden, zeigten keine klare Priferenz
und somit mehr Interesse fiir das neue Objekt als fiir das bereits bekannte Objekt. Als
Kontrolle dienten die vehikelbehandelten 5XFAD-Miuse, die ebenfalls nicht signifikant
mehr Zeit am neuen Objekt verbrachten (Abbildung 22 A). Hinsichtlich der
zuriickgelegten Distanz zeigten sich keine Unterschiede zwischen THC-behandelten
5XFAD-Miusen und der vehikelbehandelten Kontrollgruppe (Abbildung 22 B).
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Abbildung 22: Unbeeintrichtigtes Lernverhalten von weiblichen 5XFAD-Miusen im NOR-Test
nach THC-Behandlung Weder die mit THC behandelten Miuse noch die vehikelbehandelte
Kontrollgruppe zeigte eine eindeutige Priferenz fiir das neue Objekt (A). Ein Unterschied in der
zuriickgelegten Distanz wurde nicht gemessen (B). Abkiirzungen: Obj. = Objekt. Ungepaarter t-Test, n = 8 —
9 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM.

Minnliche 5XFAD-Miuse, die mit CBD behandelt wurden, zeigten keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Priferenz fiir das neue Objekt im Vergleich zu dem bereits
bekannten Objekt (Abbildung 23 A). Bei der vehikelbehandelten Kontrollgruppe wurde
ebenfalls kein Effekt nachgewiesen. Zusammengefasst hatte CBD keinen Einfluss auf das
Lernverhalten im NOR-Test (Abbildung 23 B).
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Abbildung 23: Unbeeintrichtigtes Lernverhalten von 5XFAD-Miusen im NOR-Test nach CBD-
Behandlung Beide minnlichen Behandlungsgruppen zeigten keine signifikante Priferenz fiir das neue
Objekt (A). Unterschiede in der zuriickgelegten Distanz ergaben sich nicht (B). Abkirzung: Obj. = Objekt.
Ungepaarter t-Test, n = 10 — 12 Mduse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert + SEM.

3.2.6 Auswirkungen von THC und CBD auf das Lernverhalten von 5XFAD-

Miusen im Cross Maze

Um den Einfluss von THC oder CBD auf das Arbeitsgedichtnis in 5XFAD-Maiusen zu
testen, wurde das Cross Maze angewandt. Wie bereits in Absatz 2.3.4 beschrieben, wurden
die Armwechselrate und aulerdem die zurtickgelegte Distanz gemessen, um einen Einfluss
von verminderter Mobilitit der Miuse auf die Armwechselrate auszuschlieBen. Diese gibt
Auskunft tber das Erkundungsverhalten der Miuse. Normalerweise neigen Mause dazu,

neue Arme zu erkunden, anstatt kiirzlich erkundete Arme erneut zu betreten (Wietrzych et
al. 2005).

Weibliche THC-behandelte 5XFAD-Miuse zeigten im Vergleich zu vehikelbehandelten
Miusen keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Armwechselrate (ungepaarter t-
Test, Abbildung 24 A). 5XFAD-Miuse, die mit THC behandelt wurden, zeigten allerdings
einen signifikanten Unterschied in der zuriickgelegten Distanz, sodass sich
vehikelbehandelte Miuse wesentlich mehr im Versuchsaufbau bewegten als die mit THC
behandelten Artgenossen (ungepaarter t-Test, p=0,0005, Abbildung 24 B).
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Abbildung 24: Kein Behandlungseffekt von THC auf das Arbeitsgedichtnis von weiblichen 5XFAD-
Miusen im Cross Maze Die Armwechselrate (A) blieb im Vergleich zur Vehikelkontrollgruppe gleich,
jedoch zeigte sich ein Effekt auf die zutriickgelegte Distanz der mit THC behandelten Miuse im Cross Maze
(B). Ungepaarter t-Test, p***<0,001, n = 8 — 9 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.

Es zeigte sich weder ein signifikanter Unterschied in der Armwechselrate noch in der
zuriickgelegten Distanz zwischen minnlichen CBD- und vehikelbehandelten 5XFAD-
Miusen (ungepaarter t-Test, Abbildung 25 A und B).

Ein von der Behandlung unbeeintrichtigtes Arbeitsgedichtnis konnte folglich

angenommen werden.
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Abbildung 25: Unveridndertes Arbeitsgedidchnis von minnlichen CBD- und vehikelbehandelten
5XFAD-Miusen im Cross Maze Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen hinsichtlich der
Armwechselrate (A) und der zuriickgelegten Distanz im Cross Maze (B) konnten nicht beobachtet werden.

Ungepaarter t-Test, n = 10 — 12 Miause pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert + SEM.
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3.2.7 Auswirkungen von THC oder CBD auf das Angstverhalten von 5XFAD-
Miusen im Open Field

Um den Einfluss von THC oder CBD in 5XFAD-Miusen auf deren spontanes
Erkundungsverhalten zu untersuchen, wurde das Open Field durchgefiihrt. Dieser Test gab
aullerdem Aufschluss tiber ein mégliches Angstverhalten der Mause, indem Mause, die ein
angstlicheres Verhalten zeigten, mehr Zeit in der Peripherie als im Zentrum der Box
verbrachten (Denenberg 1969). Die zuriickgelegte Distanz der Miuse wurde ebenfalls
ausgewertet, um einen Einfluss von verminderter Mobilitit auf die Testauswertung
auszuschlieBen (Absatz 2.3.5).

Es zeigten sich nach THC-Behandlung weder signifikante Unterschiede hinsichtlich der
zurtickgelegten Distanz noch in der Zeit, die die Miuse im Zentrum verbrachten
(ungepaarter t-Test, Abbildung 26 A und B). Folglich hatte die Behandlung mit THC
keinen FEinfluss auf das spontane Erkundungs- und Angstverhalten von weiblichen
5XFAD-Miusen.
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Abbildung 26: Unbeeintrichtigtes Erkundungs- und Angstverhalten von weiblichen 5XFAD-
Miusen im Open Field nach THC-Behandlung Weder konnte ein Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen hinsichtlich der verbrachten Zeit im Zentrum der Versuchsbox (A) noch auf die
zuriickgelegte Distanz (B) gemessen werden. Ungepaarter t-Test, n =8 — 9 Miuse pro Gruppe. Daten
dargestellt als Mittelwert £ SEM.

Minnliche Maiuse, die mit CBD behandelt wurden, zeigten keine signifikanten
Unterschiede bei der Bewiltigung des Tests im Vergleich zur vehikelbehandelten
Kontrollgruppe (ungepaarter t-Test, Abbildung 27 A und B). Eine CBD-Behandlung hatte
also weder einen Finfluss auf die Mobilitit der Mause noch auf deren Angstverhalten im
Open Field.
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Abbildung 27: Unbeeintrichtigtes Erkundungs- und Angstverhalten von minnlichen 5XFAD-
Miusen im Open Field nach CBD-Behandlung CBD-behandelte Miuse verbrachten nicht signifikant
weniger Zeit im Zentrum (A) als ihre Vehikelkontrollgruppe. Hinsichtlich der zurtickgelegten Distanz zeigten
sich keine Unterschiede (B). Ungepaarter t-Test, n = 10— 12 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als
Mittelwert + SEM.

3.2.8 Auswirkungen von THC und CBD auf das Angstverhalten von 5XFAD-

Miusen im Elevated Plus Maze

Das Elevated Plus Maze wurde verwendet, um einen méglichen Einfluss von THC oder
CBD auf das Angstverhalten der Mduse nidher zu untersuchen (Campos et al. 2013).
Dargestellt wurde die Zeit, die die Miuse in den offenen Armen verbrachten, im Verhiltnis

zur Gesamtdauer des Experiments, wie bereits in Absatz 2.3.6 erldutert.

Als Kontrollexperiment diente der Vergleich zwischen vehikelbehandelten 5XFAD-
Miusen und vehikelbehandelten gesunden WT-Miusen.

Beim Vergleich der weiblichen Gruppen konnte ein deutlicher Unterschied im
Angstverhalten der Artgenossen gezeigt werden, denn die weiblichen 5XFAD-Miuse
verbrachten signifikant mehr Zeit in den offenen Armen als vehikelbehandelte WT-Miuse
(ungepaarter t-Test, p=0,0076, Abbildung 28 A). Verglich man die weiblichen THC-
behandelten 5XFAD-Miuse mit deren vehikelbehandelter Kontrollgruppe, zeigte sich
ebenfalls ein signifikanter Unterschied in der Zeit, die in den offenen Armen verbracht
wurde (ungepaarter t-Test, p=0,0381, Abbildung 28 B). Daraus lisst sich folgern, dass
THC das Angstverhalten von weiblichen 5XFAD-Miusen, die im Alter von sechs Monaten
schon einen deutlich weniger dngstlicheren Phinotyp aufwiesen als ihre gesunden

Artgenossen, nahezu auf das Niveau letztgenannter normalisierte.

Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der zuriickgelegten Distanz im Elevated Plus
Maze konnte zwischen gesunden WT-Midusen und vehikelbehandelten 5XFAD-Miusen
nicht gezeigt werden (ungepaarter t-Test, Abbildung 28 C). Zwischen weiblichen THC-
behandelten 5XFAD-Miusen und der vehikelbehandelten Kontrollgruppe konnte eine
signifikant geringer zuriickgelegte Distanz von weiblichen THC-behandelten 5XFAD-
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Miusen nachgewiesen werden, sodass THC einen Einfluss auf die Mobilitit der Mause
offenbarte (ungepaarter t-Test, p=0,0112, Abbildung 28 D).
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Abbildung 28: Normalisierung des Angstverhaltens von weiblichen 5XFAD-Miusen nach THC-
Behandlung Weibliche 5XFAD-Miuse zeigten im Vergleich ein weniger dngstliches Verhalten als gesunde
WT-Miuse (A). THC-behandelte 5XFAD-Miuse verbrachten signifikant weniger Zeit in den offenen Armen
als vehikelbehandelte 5XFAD-Miuse (B). Gesunde WT-Miuse zeigten im Vergleich zu vehikelbehandelten
5XFAD-Miusen keinen Unterschied hinsichtlich der zuriickgelegten Distanz (C). Weibliche THC-behandelte
5XFAD-Miuse legten signifikant weniger Distanz zuriick als die vehikelbehandelte Kontrollgruppe (D).
Ungepaarter t-Test, p*=0,05, p**<0,01, n =7 — 13 Mduse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert *
SEM.

Bei der minnlichen Gruppe wurde kein signifikanter Unterschied zwischen 5XFAD-
Miusen und WT-Mdusen deutlich (ungepaarter t-Test, Abbildung 29 A). Minnliche
5XFAD-Miuse zeigten also im Alter von sechs Monaten ein ahnliches Angstverhalten wie
gesunde vehikelbehandelte WT-Miuse. Minnliche CBD-behandelte 5XFAD-Miuse
demonstrierten kein verindertes Angstverhalten im Vergleich zur vehikelbehandelten
Kontrollgruppe (ungepaarter t-Test, Abbildung 29 B). Die zuriickgelegte Distanz ergab
keinen Hinweis auf verminderte Mobilitit nach CBD-Behandlung (ungepaarter t-Test,
Abbildung 29 D). Ein Effekt von CBD auf das Angstverhalten im Elevated Plus Maze
blieb aus.
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Abbildung 29: Unbeeintrichtigtes Angstverhalten von ménnlichen 5XFAD-Miusen und WT-
Miusen im Elevated Plus Maze nach CBD-Behandlung Minnliche 5XFAD-Miuse zeigen keinen
Unterschied zu gesunden WT-Miusen hinsichtlich der verbrachten Zeit in den offenen Armen des Elevated
Plus Maze (A). Verglich man CBD-behandelte 5XFAD-Miuse mit deren vehikelbehandelten Kontrollgruppe,
erkannte man eine Differenz hinsichtlich der Zeit in den offenen Armen (B). Die zuriickgelegte Distanz
unterschied sich weder zwischen WT-Midusen und vehikelbehandelten 5XFAD-Miusen (C) noch zwischen
minnlichen CBD-behandelten 5XFAD-Miusen und der vehikelbehandelten Kontrollgruppe (D).
Ungepaarter t-Test, n = 7 — 11 Mduse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.

3.2.9 Auswirkungen von THC und CBD auf das Angstverhalten von 5XFAD-
Maiusen in der Dark/Light Box

Ein moglicher Einfluss von THC oder CBD auf das Angstverhalten in Mausen wurde auch
mithilfe der Dark/Light Box tberpruft (Bourin und Hascoét 2003). Neben der Zeit, die die
Maus in der hellen Zone verbrachte, wurde auflerdem die Zeitspanne bis zum ersten
Eintritt in das schiutzende Kompartiment, also der Eintritt in die dunkle Zone, gemessen
(siche Absatz 2.3.7).

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Zeit, die weibliche THC-
behandelte 5XFAD-Miuse im Vergleich zu vehikelbehandelten Kontrollmdusen im hellen
Kompartiment verbrachten (ungepaarter t-Test, Abbildung 30 A). Betrachtete man die
Zeit, die benotigt wurde, um die dunkle Zone das erste Mal zu betreten, lie3 sich kein
signifikanter ~ Unterschied zwischen THC-behandelten und  vehikelbehandelten

Kontrollmiusen evaluieren (ungepaarter t-Test, Abbildung 30 B).
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Da die zurtickgelegte Distanz im dunklen Kompartiment nicht aufgezeichnet werden
konnte, wurde die Anzahl der Zonenwechsel benutzt, um eine Aussage tiber die Mobilitit
der Miuse zu treffen. Weibliche THC-behandelte Miuse zeigten einen Trend hinsichtlich
einer niedrigeren Anzahl von Zonenwechsel im Vergleich zur Kontrollgruppe (ungepaarter
t-Test, p=0,0540, Abbildung 30 C).
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Abbildung 30: Unbeeintrichtigtes Angstverhalten von weiblichen 5XFAD-Miusen in der
Dark/Light Box nach THC-Behandlung THC-behandelte 5XFAD-Miuse verbrachten nicht signifikant
mehr Zeit in der hellen Zone (A) im Vergleich zur vehikelbehandelten Kontrollgruppe. Keine Unterschiede
zeigten sich hinsichtlich der Zeit bis zum Eintritt in die dunkle Zone (B) oder der Anzahl der Zonenwechsel
als Parameter fir die Mobilitit der Mduse (C). Ungepaarter t-Test, n =7 —9 Miuse pro Gruppe. Daten
dargestellt als Mittelwert = SEM.

Minnliche CBD-behandelte 5XFAD-Miuse zeigten im Vergleich zur vehikelbehandelten
Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Zeit, die im hellen
Kompartiment verbracht wurde (ungepaarter t-Test, Abbildung 31 A). Betrachtete man die
Anzahl der Zonenwechsel, wurde deutlich, dass CBD-behandelte 5XFAD-Miuse
signifikant hdufiger die Kompartimente wechselten als die vehikelbehandelten
Kontrollmiduse (ungepaarter t-Test, p=0,0286, Abbildung 31 C). Ein Einfluss von CBD auf
die Zeit bis zum erstmaligen Eintritt in die dunkle Zone konnte nicht evaluiert werden

(ungepaarter t-Test, Abbildung 31 B).
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Abbildung 31: Unbeeintrichtigtes Angstverhalten von 5XFAD-Miusen in der Dark/Light Box nach
CBD-Behandlung Verglichen mit der Vehikelkontrollgruppe zeigten die minnlichen CBD-behandelten
5XFAD-Miuse keinen Unterschied hinsichtlich der Zeit, die sie in der hellen Zone (A) verbrachten. Auch die
Zeit bis zum Eintritt in die dunkle Zone war nicht signifikant verdndert (B). Ein Einfluss von CBD auf die
Mobilitit der Tiere konnte mithilfe der Anzahl der Zonenwechsel erfasst werden. Diese war signifikant

erhoht (C). Ungepaarter t-Test, n = 10 — 12 Miduse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.

THC und CBD zeigten keinen Einfluss auf das Angstverhalten von Miusen in der
Dark/Light Box.

3.3 Auswirkungen von THC und CBD auf die Expression von Beta-
Amyloid, Neuroinflammationsmarkern und dem

Cannabinoidrezeptor in 5XFAD-Miusen

Um einen moglichen Einfluss von THC oder CBD auf den Beta-Amyloid Plaqueload,
Neuroinflammation und  CB1-Rezeptorexpression im  5XFAD-Mausmodell zu
untersuchen, wurde Hirngewebe mit speziellen Markern fir oben genannte Prozesse
angefarbt und graphisch ausgewertet. Hierbei wurden die jeweiligen Behandlungsgruppen
von THC oder CBD mit deren vehikelbehandelten Kontrollgruppen verglichen.
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3.3.1 Auswirkungen von THC und CBD auf den Beta-Amyloid Plaqueload in
5XFAD-Miusen

Der pan-Antikérper 2431-1 wurde benutzt, um die Beta-Amyloid Belastung in 5XFAD-
Miusen zu evaluieren. THC-behandelte Miuse zeigten verglichen mit der
vehikelbehandelten Kontrollgruppe eine signifikant geringere Beta-Amyloid (Abeta)
Konzentration im Cortex (ungepaarter t-Test, p=0,0005, Abbildung 32 B — D), jedoch
nicht im Hippocampus (ungepaarter t-Test, Abbildung 32 A).
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Abbildung 32: Signifikante Reduktion des Beta-Amyloid Plaqueloads im Cortex von weiblichen
5XFAD-Miusen nach THC-Behandlung Die Beta-Amyloid (Abeta) Belastung im Hippocampus zeigte
sich im Vergleich zwischen den Behandlungsgruppen unverindert (A). Ein signifikant geringerer Abeta
Plaqueload im Cortex von THC-behandelten 5XFAD-Miusen konnte im Vergleich zur vehikelbehandelten
Kontrollgruppe detektiert werden (B). Beispielbild des Cortex einer weiblichen 5XFAD-Maus aus der
vehikelbehandelten Kontrollgruppe (C) im Vergleich zum Cortex einer THC-behandelten 5XFAD-Maus (D).
MaBstab 100 um. Ungepaarter t-Test, p***<0,001, n=7— 9 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als
Mittelwert + SEM.
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Minnliche 5XFAD-Miuse, die mit CBD behandelt wurden, zeigten ebenfalls eine
signifikante Reduktion der Amyloid-Plaques im Hippocampus (ungepaarter t-Test,
p=0,0011, Abbildung 33 A, C und D), allerdings nicht im Cortex (ungepaarter t-Test,
Abbildung 33 B).
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Abbildung 33: Signifikante Reduktion der Beta-Amyloid Expression in minnlichen 5XFAD-Miusen
nach CBD-Behandlung im Hippocampus Im Hippocampus (A) zeigt sich eine signifikante Reduktion
des Beta-Amyloid (Abeta) Plaqueloads von CBD-behandelten Tieren im Vergleich mit der
Vehikelkontrollgruppe. Im Cortex (B) zeigte sich diese Verinderung nicht. Beispielbilder der Firbung von
Abeta minnlicher 5XFAD-Miuse, die mit Vehikel (C) oder CBD (D) behandelt wurden. MaB3stab 200 um.
Ungepaarter t-Test, p**<0,01, n = 7 — 9 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.
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3.3.2 Auswirkungen von THC und CBD auf die Expression des
Astrozytenmarkers GFAP in 5XFAD-Miusen

Die immunhistochemische Firbung mit dem Inflaimmationsmarker GFAP ergab eine
signifikant erhohte Expression im Cortex von weiblichen THC-behandelten 5XFAD-
Miusen im Vergleich zur vehikelbehandelten Kontrollgruppe (ungepaarter t-Test,
p=0,0042, Abbildung 34 B —D). Diese gesteigerte Astrozytose zeigte sich nicht im
Hippocampus der Miuse (ungepaarter t-Test, Abbildung 34 A).
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Abbildung 34: Gesteigerte Expression des Astrozytenmarkers GFAP im Cortex von weiblichen
5XFAD-Miusen nach THC-Behandlung GFAP im Hippocampus von THC-behandelten 5XFAD-
Miusen zeigte sich nicht signifikant verdndert (A), jedoch im Cortex signifikant erhéht (B). Beispielbilder der
Firbung von GFAP im Cortex von weiblichen vehikelbehandelten (C) und THC-behandelten (D) 5XFAD-
Miusen. MaB3stab 100 um. Ungepaarter t-Test, p***<0,001, n =7 — 9 Miduse pro Gruppe. Daten dargestellt
als Mittelwert = SEM.
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Ein signifikanter Behandlungseffekt zeigte sich in mannlichen CBD-behandelten 5XFAD-
Miusen durch die erhohte Konzentration von GFAP im Hippocampus (ungepaarter t-
Test, p=0,0134, Abbildung 35 A). Im Cortex dhnelte sich die Expression von GFAP in
beiden Gruppen (ungepaarter t-Test, Abbildung 35 B).
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Abbildung 35: Gesteigerte Expression des Astrozytenmarkers GFAP im Hippocampus von
minnlichen 5XFAD-Miusen nach CBD-Behandlung GFAP wurde im Hippocampus von CBD-
behandelten 5XFAD Miusen signifikant héher exprimiert (A), im Cortex blieb die Expression unverindert
(B). Beispielbilder der Firbung von GFAP im Hippocampus von minnlichen vehikelbehandelten (C) und
CBD-behandelten (D) 5XFAD-Miusen. Ma3stab 200 um. Ungepaarter t-Test, p*<0,05, n = 7 — 9 Méuse pro
Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM.
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3.3.3 Auswirkungen von THC und CBD auf die Expression des Mikrogliamarkers
IBA1 in 5XFAD-Miusen

Im Cortex von weiblichen THC-behandelten 5XFAD-Miusen zeigte sich eine signifikante
Reduktion des Mikrogliamarkers IBA1 im Sinne einer Abnahme der reaktiven Mikrogliose
im Vergleich zur Kontrollgruppe (ungepaarter t-Test, p=0,0069, Abbildung 36 B — D), die
jedoch nicht im Hippocampus detektiert wurde (ungepaarter t-Test, Abbildung 36 A).
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Abbildung 36: Verringerte Expression von IBAl1 im Cortex von weiblichen 5XFAD-Miusen nach
THC-Behandlung Unverinderte Expression von IBA1 im Hippocampus (A), jedoch zeigte sich eine
verringerte  Expression im  Cortex von THC-behandelten 5XFAD-Midusen im  Vergleich zur
vehikelbehandelten Kontrollgtuppe (B). Beispielbilder der Firbung von IBA1 im Cortex von
vehikelbehandelten (C) und THC-behandelten (D) 5XFAD-Miusen. Maistab 100 um. Ungepaarter t-Test,
p**<0,01, n = 7 — 9 Miduse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert + SEM.
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Gegenteilig verhielt sich die CBD-behandelte minnliche Gruppe im Vergleich zu ihren
vehikelbehandelten Artgenossen. Hier zeigte sich eine reduzierte reaktive Mikrogliose
durch eine signifikante Reduktion der IBA1 Expression im Hippocampus (ungepaarter t-
Test, p=0,0012, Abbildung 37 A, C und D), aber nicht im Cortex (ungepaarter t-Test,
Abbildung 37 B).
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Abbildung 37: Verringerte Expression des Mikrogliamarkers IBA1 im Hippocampus von
minnlichen 5XFAD-Miusen nach CBD-Behandlung Signifikanter Effekt von CBD auf die IBAI
Expression im Hippocampus (A), jedoch nicht im Cortex (B). Beispielbilder der Firbung von IBA1 im
Hippocampus von minnlichen vehikelbehandelten (C) und CBD-behandelten (D) 5XFAD-Mausen. MaB3stab
200 wm. Ungepaarter t-Test, p**<0,01, n = 7 — 9 Mduse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert + SEM.



Ergebnisse 57

3.3.4 Auswirkung von THC und CBD auf die Expression des CB1-Rezeptors in
5XFAD-Miusen

Mittels der CB1-Rezeptorexpression konnten Riickschlisse gezogen werden, ob THC oder
CBD an den Rezeptor gebunden werden. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der
CB1-Rezeptorexpression bei weiblichen THC-behandelten 5XFAD-Midusen sowohl im
Hippocampus (ungepaarter t-Test, p<0,0001, Abbildung 38 A, C und D) als auch im
Cortex (ungepaarter t-Test, p<0,0001, Abbildung 38 B).

A B
Hippocampus Cortex

150 150~ B Vehikel
9 9 = THC
€ <
0100+ 2 100
7 ®
0 ]
- g
5 <
w 50+ W 50
- -
m m
(®) S)

(o

Abbildung 38: Signifikant geringere CB1-Rezeptorexpression nach THC-Behandlung von
weiblichen 5XFAD-Miusen Sowohl im Hippocampus (A) als auch im Cortex (B) von weiblichen THC-
behandelten 5XFAD-Miusen zeigte sich eine signifikant niedrigere Expression des CB1-Rezeptors.
Beispielbilder der Firbung des CB1-Rezeptors im Hippocampus von weiblichen vehikelbehandelten (C) und
THC-behandelten (D) 5XFAD-Miusen. Maf3stab 200 pm. Ungepaarter t-Test, p***<0,001, n = 7 — 9 Miuse
pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert = SEM.
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Hinsichtlich der Expression von CB1 in minnlichen CBD-behandelten Miusen zeigte sich
kein signifikanter Unterschied im Hippocampus (ungepaarter t-Test, Abbildung 39 A) und
Cortex (ungepaarter t-Test, Abbildung 39 B).
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Abbildung 39: Unbeeintrichtigte CB1-Rezeptorexpression von minnlichen 5XFAD-Miusen nach
CBD-Behandlung Weder im Hippocampus (A) noch im Cortex (B) zeigten CBD-behandelte 5XFAD
Miuse eine unterschiedliche Expression des CB1-Rezeptors im Vergleich zur vehikelbehandelten
Kontrollgruppe. Beispielbilder der Firbung des CB1-Rezeptors im Cortex von minnlichen
vehikelbehandelten (C) und CBD-behandelten (D) 5XFAD-Miusen. Mal3stab 200 pm. Ungepaarter t-Test,
n =7 -9 Miuse pro Gruppe. Daten dargestellt als Mittelwert £ SEM.
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4 Diskussion

Die Cannabisforschung ist eine junge Disziplin, deren Forschung bislang ein verbessertes
Verstindnis iiber das ECS brachte, welches jedoch in seiner Komplexitit noch nicht
vollstindig erforscht ist. Medizinisches Cannabis wird aufgrund seiner Fahigkeit, das ECS
zu modulieren, als aussichtsreiche Behandlungsmethode angesehen (Koppel und Davies
2008).

4.1.1 Dosierung von Cannabinoiden

Es sollte angemerkt werden, dass es derzeit eine inkonsistente Datenlage zur
Behandlungsdosis von Cannabinoiden im Menschen gibt. Aufgrund von Ergebnissen
weniger kontrollierter klinischen Studien erfolgte in zahlreichen Lindern wie Kanada, den
USA und auch in einigen europidischen Lindern die Zulassung von medizinischem

Cannabis ohne genaue Dosierungshinweise (Aguilar et al. 2018).

In Deutschland betrigt die aktuell zugelassene Verschreibungshochstmenge 100 g
Cannabis in Form von Bliten (unabhingig vom THC Gehalt) fir 30 Tage. Tagesdosen
schwanken abhingig von Nutzern in unterschiedlichen Lindern jedoch zwischen 0,2 -3 g
(Grotenhermen und HauBlermann 2017). Fir einen ca. 70 kg schweren Mann betrigt die
maximale tigliche Dosis ca. 10 mg/kg KG. Verglichen mit der Dosierung in dieser Studie
ist dies um ein Vielfaches weniger. Beziiglich der Dosis orientierten wir uns an in der
Literatur beschriebenen Effekten der Dosis von 20 mg/kg KG (Mechoulam und Parker
2013). Durch die intraperitoneale Gabe der Wirkstoffe wurde darauf geachtet, dass die
Dosierung von 20 mg/kg KG genau eingehalten werden konnte. Die orale oder inhalative
Aufnahme der Stoffe wire zum einen geringer und zum anderen schlechter steuerbar
(Grotenhermen und Miiller-Vahl 2012).

Die letale Dosis 50 (LD50) fir THC in der Maus, die in 50 % der Fille zum Tod fuhrt,
betrigt bei intravenoser Gabe 42 mg/kg, bei oralem Konsum 482 mg/kg (Teuscher und
Lindequist 1988). Der LD50-Wert beim Menschen ldsst sich nicht verldsslich hochrechnen.
Man geht jedoch davon aus, dass eine Uberdosis von Cannabis oder THC, aufgrund der
geringen CB1-Rezeptordichte im atmungs- und kreislaufregulierendem Hirnstamm, in
gesunden Menschen nicht tdédlich wirkt (Lu und Mackie 2016). Die LD50 nach
intravenoser Applikation von CBD betrdgt im Rhesus-Affen 212 mg/kg. Der LD50-Wert
nach oraler Aufnahme von CBD konnte aufgrund der geringen oralen Bioverfiigbarkeit

nicht bestimmt werden (Mechoulam et al. 2002).
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4.1.2 Geschlechterunterschiede hinsichtlich des Endocannabinoidsystems und

der Krankheitsentstehung von Morbus Alzheimer

Moéglichweise spielt die hohere Vulnerabilitit weiblicher Gehirne, vor allem die des
Hippocampus, ecine entscheidende Rolle bei der Krankheitsentstehung des Morbus
Alzheimer. Da das in dieser Arbeit verwendete 5XFAD-Mausmodell zu unterschiedlichen
Zeitpunkten die alzheimertypische Pathologie ausbildete, wurde auf einen Vergleich
zwischen minnlichen und weiblichen Miusen verzichtet und jeweils ein Geschlecht mit
ciner der beiden Substanz therapiert (Oakley et al. 2006; Maarouf et al. 2013). In einem
funftigigen Stresstest konnte ausschlief3lich in weiblichen 5XFAD-Miusen eine gesteigerte
Expression der Beta-Sekretase BACE1 (f-site of APP cleaving enzgyme) beobachtet werden.
Ahnlich dazu verhielt sich auch der Anstieg von APP im Hippocampus weiblicher
5XFAD-Miuse, der hingegen in minnlichen 5XFAD-Miusen ausblieb (Devi et al. 2010).
Allerdings zeigten diverse Mausmodelle eine hohere Belastung mit Beta-Amyloid bei
weiblichen als bei minnlichen Miusen. Es wurde ein schlechteres und dabei gleichzeitig
fritheres Auftreten von kognitiven Defiziten in weiblichen transgenen (Tg) Miusen
beobachtet im Vergleich zu minnlichen transgen verinderten Miusen. Dies wurde unter
anderem fiir Mausmodelle, die das APP tuberexprimieren und unter der Kontrolle des
Prion Protein Promotors (PrP) stehen, erforscht. Es zeigte sich eine deutlich hohere
Expression von APP in weiblichen Tg-Miusen als in gleichalten minnlichen Tg-Mausen.
Diese Geschlechterunterschiede verkomplizieren eine mdgliche Interpretation und einen

Vergleich von Therapien in solchen Mausmodellen (Melnikova et al. 2016).

Wichtig ist auBlerdem, dass man sich neben bereits diskutierten, allgemeinen
Geschlechterunterschieden in der Krankheitsentstehung der Alzheimer-Krankheit auch mit
dem Reifungsprozess des ECS im Alter auseinandersetzt. Dessen entscheidende Rolle
konnte insbesondere prinatal und in der Pubertit gezeigt werden (Schneider et al. 2015).
Allerdings ist bislang noch wenig tber die Verinderungen des ECS im fortgeschrittenen
Erwachsenenalter bekannt. Da bereits gezeigt werden konnte, dass Geschlechtshormone
einen modulierenden Effekt auf Cannabinoide im Mausmodell hatten, vermuten
verschiedene Forschungsgruppen eine unterschiedliche Sensitivitit der Geschlechter
gegentiber Cannabinoiden (Marusich et al. 2015). Insbesondere weibliche Tiere sind
sensitiver fiir die Effekte von THC als méinnliche (Craft et al. 2012; Marusich et al. 2014).

4.1.3 Auswirkungen von THC und CBD auf die CB1-Rezeptorexpression von
5XFAD-Miusen

Die Analyse von Obduktionsproben der an Morbus Alzheimer erkrankten Menschen ergab
einige  Anderungen der ECS-Zusammensetzungen und der Signalibertragung in
Alzheimergehirnen. Die ursichliche Pathophysiologie bleibt abschlieBend noch zu
erforschen. Vor allem die Verinderung am CB1-Rezeptor wird vielfaltig diskutiert.

Wihrend einige Forschungsgruppen eine signifikante Reduktion des CBl-Levels in
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kortikalen Strukturen unabhingig von senilen Plaques beschrieben (Ramirez et al. 2005;
Solas et al. 2013), zweifelten andere Forschende Expression, Verteilung und Verfiigbarkeit
des CB1-Rezeptors ginzlich an (Benito et al. 2003; Lee et al. 2010; Mulder et al. 2011;
Ahmad et al. 2014). Wieder andere konnten die Verinderungen in Alzheimergehirnen nicht
von denen des normalen Alters trennen (Westlake et al. 1994). Eine Korrelation zwischen
CB1-Rezeptor und molekularen Markern der Alzheimer-Krankheit wurde bislang nicht
gefunden (Solas et al. 2013). Im Gegensatz dazu gibt es keine Kontroverse in Bezug auf die
signifikante Erhohung der CB2-Expression in Alzheimergehirnen, die hauptsichlich mit
Rezeptoren auf Mikrogliazellen korrespondiert, die von senilen Plaques umgeben sind
(Ramirez et al. 2005; Solas et al. 2013).

Die beschriebenen Unklarheiten beziiglich der Anderungen des ECS in Alzheimergehirnen
ergeben sich einerseits durch eine geringere Rezeptorexpressionsdichte des CB2-Rezeptors
und andererseits durch die Verwendung unspezifischer Antikérper (Atwood und Mackie
2010; Zhang et al. 2014; Stempel et al. 2016). Aufgrund dieser Problematik wurde die
durchgefiihrte Firbung des CB2-Rezeptors in dieser Arbeit nicht gezeigt und sich auf den

weitldufig zentralnervos vorkommenden CB1-Rezeptor konzentriert.

Studien der letzten Jahre zeigen, dass die Expression des CB1-Rezeptors nach lingerem
THC-Konsum heruntergeregelt wird. Vermutlich dient diese Adaptation einer
Toleranzentwicklung gegeniiber der Substanz und den daraus resultierenden
Verhaltenseffekten (Sim-Selley 2003). Beobachten kann man aullerdem einen
Geschlechtereffekt hinsichtlich der Herabregulation der CB1-Rezeptorexpression. Bereits
nach einer einwo6chigen, tiglich durchgefiihrten intraperitonealen Injektion von
30 mg/kg KG THC zeigten weibliche Ratten ecine stirkere Herabregulation der
Rezeptorexpression als die minnliche Vergleichsgruppe (Farquhar et al. 2019). Andere
Studien zweifelten diesen Geschlechtereffekt der CB1-Expression an (Silva et al. 2016),
diskutierten jedoch ein stirkeres Abhingigkeitsverhalten nach THC-Konsum bei
weiblichen als bei minnlichen Ratten (Marusich et al. 2014). Erwihnenswert ist, dass auch
in menschlichen Gehirnen die Expression des CB1-Rezeptors nach chronischem
Cannabiskonsum herunterreguliert wird. Dies wird insbesondere auf den Effekt von THC

und dessen héhere Affinitit zum CB1-Rezeptor zuriickgefithrt (Weinstein et al. 2017).

Im Einklang mit diesen Beobachtungen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
weibliche THC-behandelte 5XFAD-Miuse eine signifikante Reduktion der CB1-
Rezeptorexpression im Hippocampus und im Cortex aufweisen. Aufgrund der bereits
beschriebenen geringen Affinitit von CBD zum CB1-Rezeptor zeigten sich keine
Verinderungen hinsichtlich der CB1-Rezeptorexpression in den minnlichen CBD-
behandelten 5XFAD-Miusen.
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4.2 Auswirkungen von THC und CBD auf das Verhalten von
5XFAD-Miusen

4.2.1 Auswirkungen von THC und CBD auf das Gewicht von 5XFAD-Miusen

Beim Einsatz von Cannabinoiden wurden schon in der fritheren Medizin HeiShunger und
Essattacken beobachtet und dokumentiert (Mechoulam und Hanus$ 2001). Insbesondere
bei auszehrenden Krankheiten, wie zum Beispiel bei HIV/AIDS oder Krebserkrankungen,
hat man sich diesen Effekt zunutze gemacht (Micke et al. 2016). Bei an Alzheimer
erkrankten Personen kommt es neben kognitiven Funktionseinschrinkungen und
Verhaltensauffilligkeiten in bis zu 40 % der Fille auch zu einer Gewichtsreduktion durch

ein gestortes Essverhalten.

THC ist der Wirkstoff von Cannabis, dem ein gréBerer Einfluss auf den Appetit
zugesprochen wird (Fride et al. 2004). In Knockont-Miusen, deren Expression des CB1-
Rezeptors gezielt ausgeschaltet wurde, konnte gezeigt werden, dass diese im Gegensatz zu
deren gesunden Geschwistern weniger aflen, sodass von einer CB1-Rezeptorvermittelten
gesteigerten Nahrungsaufnahme, der so genannten Hyperphagie, ausgegangen wird (Di
Marzo et al. 2001). Patientinnen und Patienten, die an Morbus Alzheimer erkrankten und
Essen verweigerten, wurden sechs Wochen mit THC auf Olbasis (Dronabinol) behandelt,
sodass eine signifikante Steigerung des Gewichts registriert werden konnte (Volicer et al.
1997). Gegensitzlich dazu konnte in der Pilotstudie von Shelef et al. (2016) nach einer
vierwochigen THC-Gabe von maximal 7,5 mg zweimal tiglich kein Effekt auf das Gewicht
von Alzheimer-Erkrankten beobachtet werden. Dies konnte zum Beispiel auf der Tatsache
beruhen, dass sich bei normalgewichtigen Personen in einigen Fillen kein stimulierender
Effekt der Cannabinoide zeigte (Haney et al. 2005).

Ein appetithemmender Effekt von CBD wurde nach einer Dosis von 4,4 mg/kg KG bei
Ratten beobachtet (Farrimond et al. 2012). Auch unabhingig von der Dosierung (3 —
100 mg/kg KG) konnte in CBD-behandelten gesunden Miusen keine Gewichtszunahme
beobachtet werden (Bergamaschi et al. 2011). Obwohl sich kein Effekt von CBD auf den
Appetit von Ratten zeigte, vetrhinderte eine Dosis von 20 mg/kg KG CBD eine
Hyperphagie der Ratten, die zuvor mit CB1-Agonisten behandelt wurden (Scopinho et al.
2011).

Weibliche THC- und minnliche CBD-behandelte 5XFAD-Miduse zeigten in der
vorgelegten Arbeit wihrend der gesamten Behandlungsdauer ein konstantes Gewicht, was

dem Gewicht von gesunden WT-Midusen entsprach.
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4.2.2 Auswirkungen von THC und CBD auf motorische Fiahigkeiten von 5XFAD-

Miusen

Neben  kognitiven  Defiziten und  Gedichtnisstorungen  werden  motorische
Einschrankungen ebenfalls mit der Alzheimer-Krankheit assoziiert. Diese dullern sich unter
anderem in Gleichgewichtsstérungen sowie Gang- und Haltungsstérungen (O'Keefe et al.
1996; Pettersson et al. 2002; Gras et al. 2015). Diskutiert wird auBlerdem ein
Zusammenhang zwischen motorischen Einschrinkungen und der rascheren Entwicklung
von Symptomen (Larson et al. 2006; Buchman und Bennett 2014). Im Einklang damit
konnte beobachtet werden, dass regelmiBlige korperliche Aktivitit eine Progression der
Krankheit im priklinischen Stadium sogar verzégern kann (Larson et al. 2006). Dies
demonstriert die Wichtigkeit, Mausmodelle hinsichtlich motorischer Stérungen zu

untersuchen.

Das Gewicht kann einen bedeutenden Einfluss auf die Ergebnisse von motorischen Tests
haben und sollte deshalb als wichtiger Faktor in die Analyse der motorischen Tests der
Miuse integriert werden. Da sich bei den in dieser Arbeit untersuchten 5XFAD-Midusen
jedoch ein konstantes Gewicht zeigte, wird dessen FEinfluss in dieser Arbeit

dementsprechend ausgeschlossen.

Ahnlich zu Alzheimer-Patientinnen und -Patienten, zeigen Mausmodelle erst im weiteren
Krankheitsprogress motorische Storungen. Kiirzlich konnten wir zeigen, dass 5XFAD-
Miuse altersabhingig ein Clasping-Verhalten aufweisen (Wagner et al. 2019).
Interessanterweise konnten funktionelle und strukturelle Stérungen im Sinne einer
Axonopathie in 5XFAD-Miusen beobachtet werden (Wirths und Bayer 2008; Jawhar et al.
2012).

Minnliche CBD-behandelte 5XFAD-Miuse zeigten in der hier vorliegenden Arbeit im
Vergleich mit der vehikelbehandelten Kontrollgruppe ein signifikant reduziertes Clasping-
Verhalten. Dies konnte am antiinflaimmatorischen Effekt von CBD auf eine axonale
Neurodegeneration liegen. Weitere Forschung ist fiir die Uberpriffung dieses
Zusammenhangs jedoch noch erforderlich. Das motorische Lernen von CBD-behandelten
5XFAD-Miusen im Rotarod blieb unbeeintrichtigt. Dies stand im Einklang mit den
Beobachtungen, dass CBD in unterschiedlichen Konzentrationen (1-, 15-, 30- und
50 mg/kg KG) weder Einfluss auf die mototische Aktivitit gesunder Miuse hatte noch
Entzugssymptome hervorrief (Viudez-Martinez et al. 2019). Ein intaktes motorisches
Lernen nach einer sechswochigen Behandlung mit 20 mg/kg KG CBD konnten wir bereits
bei gesunden C57BL/6]-Miusen nachweisen (Schleicher et al. 2019).

Die Behandlung mit THC lie3 das Clasping-Verhalten der weiblichen 5XFAD-Miuse
unbeeintrichtigt. Ebenfalls unbeeintrichtigt von einer Behandlung mit THC blieb auch die
motorische Ausdauer, Koordination und das Lernverhalten der weiblichen 5XFAD-M4iuse
im Rotarod-Test. Untersuchte man die motorische Aktivitit von C57BL/6]J-Miusen im

eigenen Kifig, zeigte sich nach direkter THC-Einnahme eine signifikante Abnahme der
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motorischen Aktivitit (Smoker et al. 2019). Da sich jedoch vor allem in Angsttests eine
signifikant geringer zuriickgelegte Distanz zeigte, sollte dies unbedingt im Zusammenhang
mit einer gesteigerten Angstlichkeit interpretiert werden (Ennaceur 2014; Lutz et al. 2015).
Dieser Effekt wird im Einklang mit anderen Studien ausfiihrlich in Absatz 4.2.4 diskutiert.

4.2.3 Auswirkungen von THC und CBD auf das Lernverhalten von 5XFAD-

Miusen

Kognitive Stérungen gehéren zu den Leitsymptomen der Alzheimer-Krankheit und fihren
bei Erkrankten zu erheblichen Beeintrichtigungen der Lebensqualitit (Millan et al. 2012).
Durch die Vermittlung kognitiver Prozesse spielt das ECS eine wichtige Rolle (Katona und
Freund 2012). Des Weiteren findet sich eine hohe Dichte an CB1-Rezeptoren in
Gehirnregionen, die maf3geblich an der Gedichtnis- und Lernleistung beteiligt sind. Diese
sind zum Beispiel der Cortex und der Hippocampus (Kano et al. 2009; Lu und Mackie
2016). Diese Befunde belegen das Potential pflanzlicher Cannabinoide, insbesondere THC,
durch eine Modulation des ECS kognitive Verhaltensinderungen hervorrufen zu kénnen
(Kano et al. 2009). Mittels etablierter tierexperimenteller Verhaltenstests wie dem MWM,
dem NOR-Test und dem Cross Maze konnte der Einfluss von THC oder CBD auf das
Lernverhalten von 5XFAD-Miusen evaluiert werden. Die Datenlage zu Einflissen von
THC oder CBD auf die Alzheimer-Pathologie hinsichtlich einer verbesserten Kognition ist

als gering und durchaus heterogen einzustufen.

Im Acquisition Training zeigte sich in weiblichen 5XFAD-Miusen nach THC-Behandlung
kein signifikanter Behandlungseffekt. Interessanterweise erzielten weibliche THC-
behandelte 5XFAD-Maiuse insbesondere im Probe Trial bessere Ergebnisse als die
vehikelbehandelte Kontrollgruppe und offenbarten damit ein intaktes raumliches
Bezugsgedichtnis. Motorische Defizite als Erklarung fir diese Ergebnisse lieBen sich vor
dem Hintergrund der oben beschriebenen unauffilligen Motoriktests sowie einer normalen
Performance im Cued Training sowie im Acquisition Training ausschlieBen. Insgesamt lie3

sich ein positiver Einfluss von THC auf die Gedichtnisleistung im MWM evaluieren.

Der Einfluss von THC auf die Gedichtnisleistung scheint von diversen Faktoren
abzuhingen. Dazu zihlen zum einen eine verdnderte strukturelle Hirnpathologie, wie zum
Beispiel bei der Alzheimer-Krankheit, und zum anderen das Lebensalter. In humanen

Studien sollte zukunftig auch die bisherige Cannabisvorerfahrung beachtet werden.

Forschende der Universitit Bonn berichteten iiber eine verbesserte Gedichtnisleistung
zwolf Monate alter C57BL/6J-Miuse durch eine vierwochige tigliche Applikation von
3 mg/kg KG THC im MWM im Vergleich zu unbehandelten Tieren gleichen Alters
(Bilkei-Gorzo et al. 2017). Die Leistung der behandelten Tiere entsprach unbehandelten
Jungtieren. Zweimonatige Jungtiere, die die gleiche Dosis THC erhielten, verhielten sich
jedoch wie zwo6lf Monate alte unbehandelte Tiere im Sinne eines signifikant schlechteren

raumlichen Gedichtnisses im MWM. Dies steht im Einklang mit bekannten schidlichen
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Effekten von THC auf die Kognition junger Menschen, die Cannabis konsumierten
(Schneider et al. 2015). In einer Pilotstudie, in der chronische Cannabiskonsumenten mit
Nicht-Konsumenten in einem virtuellen MWM verglichen wurden, konnte die Tendenz
beobachtet werden, dass die konsumierenden Studienteilnehmern deutlich gréere
Umwege fir den Weg zur Plattform zuriicklegten und auBlerdem eine verlingerte
Reaktionszeit bis zum ersten virtuellen Losschwimmen aufwiesen. Dies wurde als geringere

Gedichtnisleistung der Cannabiskonsumenten gewertet (Sneider et al. 2013).

Interessanterweise ist der Effekt auf das rdumliche Gedichtnis von Miusen nach
intraperitonealer Behandlung mit synthetischen, reinen THC im Vergleich zu THC-haltigen
Extrakten im MWM deutlicher ausgeprigt (Fadda et al. 2004; Riedel et al. 2009). Trotz
einer unbeeintrichtigten Schwimmgeschwindigkeit zeigten sich bei Ratten mit
zunehmender Dosis von 0,5-,2- oder 5 mg/kg KG THC kompliziertere und lingere
Schwimmwege bis zum Erreichen der Plattform (Fadda et al. 2004). Eine Vortherapie mit
dem CB1-Rezeptor Antagonist SR 141716A konnte die durch THC induzierten kognitiven
Defizite im MWM verhindern, weshalb eine CB1-Rezeptorbeteiligung in Hirnstrukturen,
die an der Gedichtnisbildung beteiligt sind, diskutiert werden sollte (Da Silva und
Takahashi 2002).

Weibliche THC-behandelte 5XFAD-Miuse zeigten im NOR-Test keine signifikante
Priferenz gegeniiber dem neuen Objekt und damit keinen Behandlungseffekt von THC auf
das Lernverhalten und die Objektdifferenzierung. In elfmonatigen Tg-APP-Alzheimer
Miusen zeigte eine niedrigdosierte Behandlung mit 0,2 mg/kg KG THC tber vier Monate
keinen Effekt hinsichtlich eines Riickgangs kognitiver Defizite im NOR-Test (Martin-
Motreno et al. 2012). Auch Dosen von 2-5mg/kg KG konnten per se keinen
gedichtnismodifizierenden Effekt im NOR-Test bei Ratten auslésen (Ciccocioppo et al.
2002). In Nrg-1-HET-Miusen, einem Mausmodell fiir Schizophrenie, steigerten weder
5 mg/kg KG noch 10 mg/kg KG THC die Gedichtnisleistung der Tiere (Long et al.
2010b). In C57BL/6J-Miusen konnte kurzlich gezeigt werden, dass eine direkte
intraperitoneale Injektion von THC keinen Einfluss auf das Verhalten im NOR-Test hatte
(Kasten et al. 2017). Lediglich in CD-1-Miusen verbesserte sich nach einer siebentigigen
Injektion von 10 mg/kg KG THC ecine Objektdiskriminierung (Barbieti et al. 2016;
Busquets-Garcia et al. 2018b).

Hinsichtlich des Arbeitsgeddchtnisses der weiblichen THC-behandelten 5XFAD-Miuse
ergab sich im Cross Maze kein Behandlungseffekt. Jedoch konnte eine signifikant
verringerte zuriickgelegte Distanz bei THC-behandelten 5XFAD-Miusen beobachtet
werden. Dieser Effekt zeigte sich bereits in diversen Studien, in denen THC eine
Hypoaktivitit in Nagetieren induzierte (Taffe et al. 2015; Todd und Arnold 2016).
Verinderte motorische Aktivititen mussen nicht nur hinsichtlich des Lernverhaltens

bewertet, sondern auch in der Interpretation von Angstverhalten (Absatz 4.2.4) betrachtet
werden (Brooks et al. 2012; Deacon 2013).
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Das raumliche Gedichtnis von minnlichen 5XFAD-Miusen blieb von einer Behandlung
mit CBD unbeeintrichtigt, indem sich weder im flnftigigen Acquisition Training noch im

Probe Trial ein signifikanter Behandlungseffekt zwischen den beiden Gruppen zeigte.

Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Fadda et al. (2004), die
ein intaktes und somit unbeeinflusstes raumliches Lernen in CBD-behandelten Ratten im
MWM fanden. Sogar bei einer Dosis von bis zu 50 mg/kg KG konnte kein Effekt
beobachtet werden. Interessanterweise konnte bei Méusen, denen fibrillires Beta-Amyloid
in das Ventrikelsystem des Gehirns injiziert wurde, positive Effekte einer Behandlung mit
20 mg/kg KG CBD auf das raumliche Lernen beschtieben werden (Martin-Moreno et al.
2011).

Minnliche CBD-behandelte 5XFAD-Miuse zeigten ebenso wie die vehikelbehandelte
Kontrollgruppe eine klare Priferenz fur das neue Objekt im NOR-Test. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen im MWM hinsichtlich eines intakten Lernverhaltens.
Interessanterweise deuten Studien darauf hin, dass CBD bei Hirnschiden verlorene
Gedichtnisleistung wiederherstellen konnte. Dieser Effekt fand sich unter anderem im
NOR-Test bei Mausen, die mit MK-801 behandelt wurden, um Schizophrenie auszuldsen
(Gomes et al. 2013), in Ratten, denen wihrend der neonatal Periode ein Uberschuss an
Eisen verabreicht wurde (Fagherazzi et al. 2012) und in dem transgen verinderten
Alzheimer Mausmodell APPswe/PSTE9 (Cheng et al. 2014a). Letztere Studie beobachtete
des Weiteren einen Effekt der tdglichen Injektion von 20 mg/kg KG CBD tber einen
Zeitraum von drei Wochen auf das Sozial- und Lernverhalten der 24 Wochen alten
Alzheimer-Miuse, deren Verlust des Sozial- und Lernverhaltens durch die Behandlung
wiederhergestellt werden konnte. Dieser giinstige Effekt konnte jedoch nicht in
Zusammenhang mit einer Reduktion von Amyloid-Plaques oder einem Schutz vor
oxidativen Schiden gebracht werden (Cheng et al. 2014b). Die Behandlung von
APPswe/PS1E9-Miusen mit einer Dosis von 50 mg/kg KG CBD konnte die oben
genannten Ergebnisse hinsichtlich eines gebesserten Sozial- und Lernverhaltens
reproduzieren und ergab eine moderate Reduktion von wunléslichem AB40 im

Hippocampus (Watt et al. 2020).

Das mithilfe vom Cross Maze untersuchte Arbeitsgedichtnis von THC- oder CBD-
behandelten 5XFAD-Midusen im Vergleich zu der jeweiligen vehikelbehandelten
Kontrollgruppe blieb von der Behandlung unbeeinflusst. Andere Versuchsanordnungen
wie zum Beispiel das Y-Maze, bestehend aus drei Armen oder das Radial Maze, einem
achtarmigen Versuchsaufbau, priifen dhnlich wie das Cross Maze das Arbeitsgedichtnis
von Nagetieren. Eine dreiwochigen Behandlung mit 1-, 5-, 10- oder 50 mg/kg KG CBD
hatte keinen Effekt auf das Arbeitsgedidchtnis von C57BL/6]-Mdusen im Y-Maze (Long et
al. 2010a). AuBlerdem konnte bereits in den 1990er Jahren ein Einfluss von CBD auf das
Gedichtnis von Ratten im Radial Maze ausgeschlossen werden (Lichtman et al. 1995).

Diese Ergebnisse, kombiniert mit der Beobachtung in der vorgelegten Arbeit, dass CBD
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keinen Effekt auf das Lernverhalten im MWM hatte, lisst folgern, dass eine Behandlung
von minnlichen 5XFAD-Miusen mit CBD keine Gedichtnisstérung hervorruft und das
Lernverhalten der Tiere unbeeinflusst lisst. Eine CBD-Behandlung von gesunden
C57BL/6]-Miusen fihrte zum gleichen Ergebnis (Schleicher et al. 2019).

4.2.4 Auswirkungen von THC und CBD auf das Angstverhalten von 5XFAD-

Miusen

Eine Vielzahl pharmakologischer und genetischer Studien unterstiitzt die Rolle des ECS als
wichtigen Regulator von Angstverhalten (Graham et al. 2011; Mechoulam und Parker
2013). Es gilt unter anderem auch als regulatorisches Puffersystem fir induzierte stressige
und emotionale Extremsituationen. Dies soll durch die Plastizitit des CB1-Rezeptors
moglich sein (Ruehle et al. 2012). In den in der vorliegenden Arbeit durchgefithrten
Angsttests beobachteten wir eine eindeutigere Wirkung von THC auf das Angstverhalten.
Dies konnte sich durch die stirkere Bindungsaffinitit von THC fiir den CB1-Rezeptor

erklaren.

An Morbus Alzheimer erkrankte Patientinnen und Patienten zeigen im Verlauf der
Krankheit oft ein verinderteres Angstverhalten hinsichtlich einer Angstzunahme. Da
jedoch die Fihigkeit Risikofaktoren adidquat einzuschitzen abnimmt, wird dies
paradoxerweise als Abnahme der Angsthchkeit interpretiert. Diskutiert wird derzeit, ob
eine neu aufgetretene Angsterkrankung im hoheren Alter Vorbote einer Alzheimer-
Krankheit sein kénnte. Mit der Zunahme von Angstsymptomen konnte in einer kiirzlich
veroffentlichten Studie eine Zunahme von Beta-Amyloid mithilfe der PET gezeigt werden
(Donovan et al. 2017; Biddle et al. 2020).

Ein Vergleich von gesunden WT-Miusen mit 5XFAD-Miusen bestitigte eine geringere
Angstlichkeit von 5XFAD-Miusen im EPM. Nach Behandlung mit THC normalisierte
sich das Angstniveau von 5XFAD-Midusen nahezu auf das Niveau gesunder WT-Tiere.
Dieser Effekt konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals empirisch belegt werden. Ein
angstverstirkender Effekt von THC lieB3 sich in behandelten WT-Madusen im Vergleich mit
vehikelbehandelten WT-Madusen beobachten (Daten nicht gezeigt).

CB1-Rezeptor Agonisten zeigen einen bivalenten Effekt. So haben geringe Dosen einen
anxiolytischen Effekt, wihrend héhere Dosen eher angstférdernd wirken (Viveros et al.
2005). Mit steigender Dosis des intraperitoneal verabreichten THC (1-, 5-, und
10 mg/kg KG) vetbrachten C57BL/GJ-Miuse signifikant weniger Zeit in den offenen
Armen des EPM und demonstrierten damit einen dngstlicheren Phinotyp (Kasten et al.
2019).

Wihrend es naheliegen wiirde, dass die Ergebnisse des EPM und des Open Fields
konsistent wiren, wies eine durchgefiihrte Metaanalyse von Mohammad et al. (2016) darauf
hin, dass die beiden Tests nicht zuverlissig hinsichtlich ihrer Aussagekraft tibereinstimmen.

Dies lasst eine Interpretation der Ergebnisse nur einzeln zu. Insbesondere das Open Field
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weist eine hohe Variabilitit hinsichtlich seiner Durchfithrung auf (Walsh und Cummins
1976). Dies fihrt zu einer erschwerten Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener
Studien. Insgesamt wird im Open Field eher das Explorationsverhalten der Tiere gepriift,
sodass ein geringerer Fokus auf der Evaluation des Angstverhaltens liegt. Eine gesteigerte
Angstlichkeit resultiert wahrscheinlich in verminderter Mobilitit und auBerdem der
Priferenz, sich in der Peripherie aufzuhalten, als im Zentrum der Box im Open Field
(Ennaceur 2014). Es konnte weder in der Dark/Light Box noch im Open Field ein Effekt
von THC auf das Angstverhalten der weiblichen 5XFAD-Maiuse in der vorliegenden Arbeit

beobachtet werden.

Neben diesen eindeutigen Ergebnissen, miissen auch korperliche Reaktionen der Angst
beachtet werden: gesteigerte Herzfrequenz, Vermeidungsverhalten und verminderte
Bewegungen (Lutz et al. 2015). Insbesondere Letzteres konnte in den durchgefiihrten Tests
durch Messung der zuriickgelegten Distanz im Versuchsaufbau evaluiert werden. So
zeigten weibliche THC-behandelte 5XFAD-Miuse eine signifikant geringere zurtickgelegte
Distanz im EPM als die vehikelbehandelte Kontrollgruppe. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Kasten et al. (2019), deren THC-behandelte C57BL/GJ-Mduse eine
deutlich verminderte Mobilitit im EPM prisentierten. Des Weiteren konnte in diversen
Studien beobachtet werden, dass THC eine Hypoaktivitit der Mause ausloste. Diese zeigte
sich nach CBD Therapie progredient (Todd und Arnold 2016; Kasten et al. 2019).

Angststorungen gehéren zu den haufigsten durch chronischen Cannabiskonsum
hervorgerufenen Komplikationen, was die Validitit der in der vorliegenden Arbeit
produzierten Ergebnisse weiter unterstreicht (Kedzior und Laeber 2014). Die Datenlage
hinsichtlich des Einflusses von THC auf das Angstverhalten von an Alzheimer erkrankten
Personen ist gering. Bislang konnte ausschlieBlich ein sedierender Effekt von THC ohne
Einfluss auf das Angstverhalten in Patientinnen und Patienten mit Morbus Alzheimer
beschrieben werden (Ruthirakuhan et al. 2019). In Metaanalysen zeigte sich ein
Zusammenhang von Cannabiskonsum mit der Ausbildung von Depressionen, erhéhter

Suizidalitit und Angststérungen (Lev-Ran et al. 2014; Feingold et al. 2016).

Ein angstlésender Effekt von CBD auf 5XFAD-Miuse konnte weder im EPM noch in der
Dark/Light Box oder im Open Field beobachtet werden. Diese Beobachtungen stehen im
Einklang mit den Ergebnissen von C57BL/6]J-Miusen in oben genannten Verhaltenstests,
die mit 5-, 10- oder 20 mg/kg KG CBD behandelt wurden (Kasten et al. 2019; Schleicher
et al. 2019). Gegensitzlich dazu beobachteten Long et al. (2010b) einen angstlésenden
Effekt nach einer dreiwSchigen Behandlung mit 50 mg/kg KG in der Dark/Light Box.
Nach einer Behandlung mit 1 mg/kg KG konnte stattdessen eine lingere Zeit, die die
Miuse im hellen Kompartiment der Dark/Light Box verbrachten, registriert werden, die
als geringere Angstlichkeit interpretiert werden konnte (Long et al. 2010b).
Interessanterweise spielt neben der Dosisvarianz auch der Zeitpunkt einer Behandlung mit

CBD eine Rolle. Fine Behandlung mit CBD bereits vor Beginn der Pubertit verhinderte
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die Entwicklung eines Schizophrenie-dhnlichen Phianotyps in Ratten (Stark et al. 2019).
Bislang fehlen klinische Studien zur Evaluation des Angstverhaltens von Alzheimer-
Erkrankten nach CBD-Behandlung.

4.3  Auswirkungen von THC und CBD auf histopathologische
Aspekte der Alzheimer-Krankheit in 5XFAD-Miusen

4.3.1 Auswirkungen von THC und CBD auf die Plaque-Pathologie von 5XFAD-

Miusen

In vitro Analysen von Alzheimer N2a/A_PPswe-Zellen zeigten eine signifikante Abnahme
von Beta-Amyloid nach THC-Behandlung. Dieser durch THC ausgel6ste ,,anti-Abeta-
Effekt blieb ohne Zeichen einer mdéglichen Zelltoxizitit und suggerierte daher einen
sicheren Umgang mit THC im Tiermodell (Cao et al. 2014). Zu beachten ist allerdings die
im Vergleich mit unserer Studie um den Faktor 1000 verringerte THC-Dosis. Auflerdem
konnte bereits festgestellt werden, dass THC die Beta-Amyloid Aggregation verringert,
indem es die AChE kompetetiv hemmt und damit einen bedeutenderen Effekt erzeugte als
die bereits zugelassenen Medikamente mit gleicher Wirkweise wie Donepezil und Tacrine
(Eubanks et al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikant geringerer Abeta Plaqueload im Cortex
von weiblichen THC-behandelten 5XFAD-Miusen detektiert werden. Die gezeigten
Ergebnisse konnten von unserer Arbeitsgruppe iz vivo mittels "*F-Florbetaben im Amyloid-
PET-MRT bestitigt werden (unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe). In
Zusammenschau mit den Ergebnissen der Verhaltenstests beztiglich eines verbesserten
raumlichen Bezugsgedichtnisses und eines normalisierten Angstverhaltens nach THC-
Behandlung, deutet dies auf eine THC-induzierte Verringerung der schidlichen Wirkung
von Beta-Amyloid hin (Chen et al. 2013; Aso et al. 2015). Unter den Mechanismen, die mit
den positiven kognitiven Effekten zusammenhingen, spielen vermutlich auch die

entziindungsmodulierenden Eigenschaften von THC eine Rolle (Absatz 4.3.2).

Wie THC die Pathologie von Amyloid-Plaques beeinflusst, ist Gegenstand aktueller
Forschung. Cao et al. (2014) erklirten sich die Effekte tiber eine mégliche CB1-Rezeptor
vermittelte Suppression von Mikroglia und anderen Entztindungszellen. Insbesondere der
Zusammenhang von Neuroinflammation und die Reduktion von Amyloid-Plaques sollte
weiterhin erforscht werden, da bislang noch nicht geklirt werden konnte, ob die
Neuroprotektion von Cannabinoiden durch die antientziindliche Wirkung oder dem
Eingriff in die Beta-Amyloid-Synthese zustande kommt. Eine Behandlung mit dem
potenten synthetischen Cannabinoid HU210, welches die 100fache Potenz von THC
aufweist und im Gegensatz zu THC als voller Agonist am CB1-Rezeptor wirkt, zeigte
interessanterweise keinen Effekt auf die Beta-Amyloid-Synthese im APP23/PS45-

Mausmodell (Chen et al. 2010). Unabhingig von einer induzierten Hemmung der
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Cyclooxygenase-2 (COX-2), die an der CBl-rezeptorvermittelten Signaltransduktion
beteiligt sein soll, ergab eine vierwochige Behandlung von viermonatigen 5XFAD-Miusen
mit 3 mg/kg KG eine signifikante Reduktion von Amyloid-Plaques im Cortex und
Hippocampus (Chen et al. 2013). Dies legt nahe, dass neben einem CB1-Rezeptor
vermittelten Mechanismus auch andere molekulare Abliufe in zukinftigen Studien

untersucht werden sollten.

Die Datenlage hinsichtlich des Einflusses von CBD auf die Plaquepathologie ist ebenfalls
noch sehr gering. In vitro Studien beschrieben einen neuroprotektiven Effekt von CBD
gegen Beta-Amyloid-Toxizitdt, Schutz vor oxidativem Stress und damit ein verlingertes
Zelliberleben in PC12-Zellen (Iuvone et al. 2004). Auch in SH-SY5Y-Zellen, ecinem
menschlichen 7 vitro Neuronenmodell, zeigte sich nach CBD-Behandlung eine verminderte
Apoptoserate und ein Schutz gegen toxisches Beta-Amyloid (Janefjord et al. 2014; Scuderi
et al. 2014). Neben einem positiven Effekt von 50 mg/kg KG CBD auf das Lern- und
Sozialverhalten von Miusen des Alzheimermausmodells APPswe/PS1E9 zeigte sich nach
einer Behandlung mit CBD ein moderat reduziertes Level von unléslichem ARy im
Hippocampus der Miuse. Die Neuroinflammation, Neurodegeneration und der PPARy-
Marker blieb von der Behandlung unbeeintrachtigt (Watt et al. 2020). Diese Erkenntnisse
stehen im Einklang mit einem unbeeintrichtigtem und somit intaktem Lern- und
Angstverhalten sowie einer signifikanten Reduktion des Abeta Plaqueloads im
Hippocampus aber nicht im Cortex von CBD-behandelten minnlichen 5XFAD-Miusen in

der hier vorgelegten Arbeit.

4.3.2 Auswirkungen von THC und CBD auf die Neuroinflammation von 5XFAD-

Miusen

Der anti-inflammatorische Effekt von Cannabinoiden ist von groflem Interesse, da
Neuroinflammation ein wichtiges Charakteristikum der Alzheimer-Krankheit darstellt und
somit einen therapeutischer Ansatzpunkt bieten konnte. Ein erhéhtes Vorkommen von
Mikroglia und Astrozyten zeigte sich in unmittelbarer Nihe von Amyloid-Plaques (Castro-
Gomez et al. 2019). Diese Mikrogliaproliferation konnte auf die Aktivierung von
Zytokinen, Akute-Phase-Proteinen oder Komplementfaktoren zuriickgefuhrt werden,
anstatt auf aggregiertes Beta-Amyloid als Ausloser (Itagaki et al. 1989; Edison et al. 2008;
Fuger et al. 2017). Welchen Effekt Cannabinoide auf die Expression von GFAP als
Korrelat zur Astrozytenaktivierung sowie IBA1 als Marker fir Mikroglia hatte, konnte
mittels immunhistochemischer Firbung in dieser Arbeit gezeigt werden. Die Studienlage
hinsichtlich des Einflusses von THC oder CBD auf die Neuroinflaimmation in der
Alzheimer-Krankheit ist bis zum jetzigen Zeitpunkt unzureichend. Trotz dieser Tatsache
haben einige Studien eine hoéhere Wirksamkeit des gesamten Cannabis-Phytokomplexes
gegeniiber der Verwendung seiner einzelnen Komponenten gezeigt, was einen

synergistischen Effekt der Wirkstoffe suggeriert (Borgonetti et al. 2019).
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Kurzlich konnte die Kombination von THC und CBD in der Dosis von 10 mg/kg KG in
einem Tiermodell der neurodegenerativen Erkrankung Multiple Sklerose eine verminderte
Ausschiittung von proinflaimmatorischen Zytokinen und auBlerdem die Zahl anti-
inflammatorischer Molekiile signifikant erh6éhen (Al-Ghezi et al. 2019). Die gleiche
Kombination von pflanzlichen Cannabinoiden bewirkte auch in diversen Tiermodellen
cine geringere Expression von GFAP und IBAl. Die 1:1 Kombination mit einer
Gesamtdosis von 3 mg/kg KG reduzierte in einem Huntington Mausmodell die dutrch
Malonat ausgeltste reaktive Gliose und Astrozytose, was sich in einer signifikanten
Verringerung der GFAP und IBA1 Expression mittels Immunfluoreszenz zeigen lie3
(Valdeolivas et al. 2012). Die gleiche Forschungsgruppe beschiftigte sich anschliefend
auch mit dem nicht-psychoaktiven pflanzlichen Cannabisbestandteil Cannabigernol (CBG),
dem auch eine neuroprotektive Wirkung zugeschrieben wurde. CBG schwichte die
reaktive Mikrogliose in zwei Mausmodellen der neurodegenerativen Erkrankung Chorea
Huntington (Valdeolivas et al. 2015).

In der hier durchgefiihrten Arbeit konnte eine gesteigerte Astrozystose im Rahmen der
THC-Behandlung von weiblichen 5XFAD-Midusen detektiert werden. Signifikant war der
Effekt der GFAP-Firbung jedoch wie beim Abeta Plaqueload nur im Cortex, im
Hippocampus hingegen nicht.

Diverse Studien evaluierten die Schlisselwirkung von  Mikroglia auf die
Alzheimerpathogenese (Castro-Gomez et al. 2019). In der hier gezeigten Arbeit konnte
eine signifikant verringerte Expression von IBA1 im Cortex von 5XFAD-Miusen nach der

Behandlung mit THC beobachtet werden.

Bislang konnte die neuroprotektive Wirkung von Cannabinoiden durch eine verminderte
Aktivierung von Mikroglia durch den CB2-Rezeptor-Agonist JWH-133 nachgewiesen
werden. In elfmonatigen Tg-APP-Mdusen beobachtete man nach vier Monaten oraler
Therapie eine reduzierte IBA1 Expression. Interessanterweise blieb der Effekt auf die
GFAP Expression aus (Martin-Moreno et al. 2012). Es wird angenommen, dass der CB2-
Rezeptor durch inflammatorische Reize heraufreguliert wird und nach CB2-Rezeptor-
Agonisten-Gabe  mittels  eines  negativen  Feedback-Mechanismus  schlieflich

herunterreguliert werden kann (Chen et al. 2013; Sun et al. 2017).

Tatsichlich scheint die CB1-Rezeptoraktivitit in friheren Stadien der Alzheimer-Krankheit
héher zu sein, was darauf hindeuten koénnte, dass hier eine neuroprotektive Wirkung
vorliegt, die iiber das ECS als Reaktion auf beginnende neuronale Schidigung vermittelt
wird. Der CB1-Rezeptor wurde bislang nicht als ursdchlich fir die Neuroprotektion
angesehen, da in Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen eher eine

Abnahme der Rezeptorexpression beschrieben wurde (Rodriguez-Cueto et al. 2014).

CBD zeigt eine dosisabhingige Inhibition von GFAP (Esposito et al. 2007). Mause, denen
intrahippocampal menschliches ARy, injiziert wurde, zeigten anti-inflammatorische Effekte

in Form einer verminderten Expression von GFAP-mRNA und Proteinexpression,
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nachdem sie an sieben aufeinanderfolgenden Tagen tiglich mit 2,5 oder 10 mg/kg KG
CBD intraperitoneal behandelt wurden (Esposito et al. 2007). Die Fahigkeit von CBD
reaktive Gliose zu reduzieren wird aber vor allem auf die CB2-Rezeptorbindung als
inverser Agonist zuriickgefithrt, welche als Teil der reaktiven Gliose diskutiert wird (Walter
und Stella 2004; Thomas et al. 2007). Gegensatzliche 7z vitro Exgebnisse zeigten jedoch, dass
CBD ecine Aktivierung von Mikrogliazellen férderte (Walter und Stella 2004; Thomas et al.
2007; Martin-Moreno et al. 2011).

Die beschriebenen Studien stehen im FEinklang mit den in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnissen. Diese ergaben eine Signifikanz hinsichtlich einer gesteigerten Expression von
GFAP bei minnlichen CBD-behandelten Miusen im Hippocampus. Die Expression von
IBA1 verringerte sich signifikant im Cortex der 5XFAD-Miuse. Letzteres lieBe sich im

Rahmen einer abgeschwichten Entziindungsreaktion interpretieren.

Weitere Studien werden bendtigt, um den Zusammenhang des hier gezeigten Effektes
molekularbiologisch nachzuvollziehen. Der genaue Mechanismus, mit dem CBD den
Einfluss auf die Neuroinflammation ausiibt, ist bislang noch ungeklirt. Die Involvierung
des PPARy, der nach Aktivierung ebenfalls antiinflaimmatorische Effekte zeigt, wurde
bereits erforscht (Esposito et al. 2011). Die bisherige Datenlage legt nahe, dass der CB2-
Rezeptor in gesunden Gehirnen nur minimal exprimiert wird und erst unter
inflammatorischen Bedingungen und infolge von CB2-Rezeptor-exprimierenden Zellen wie
Mikroglia und Astrozyten hochreguliert wird (Maresz et al. 2007). Weiterfiihrende
Experimente mit geeigneten CB2-AntikOrpern werden benotigt, um die molekularen

Mechanismen der hier gezeigten Ergebnisse zu verifizieren.

Sofern die anti-inflammatorischen Wirkungen von Cannabis nicht auf einen einzelnen
Bestandeteil zuriickzufithren ist, wire es von grofem Interesse, das Wissen tiber das gesamte
Potential der Pflanze bei neuroinflammatorischen Erkrankungen wie der Alzheimer-

Krankheit zu vertiefen.

4.4  Ausblick

Im Lichte der nicht suffizienten gingigen Therapiecoptionen erlangte die Erforschung
alternativer Therapieformen in den letzten Jahren vermehrt Prominenz. Insbesondere das
Wiederverwerten von bereits zugelassenen Medikamenten, das so genannte ,,Drug
Repunposing®, bildet eine Basis fur neue klinische Forschungen und fiihrt zu einer schnellen
Anwendung der Wirkstoffe in klinischen Studien. Auch die Anwendung von Cannabis
bildete hierbei keine Ausnahme. Es sollte angemerkt werden, dass eine politische
Entscheidung die Zulassung fiir Cannabis in der Pharmakotherapie beschleunigte und
dadurch tbliche Zulassungsverfahren umgangen werden konnten (Miller-Vahl und
Grotenhermen 2017). Diese bestehen aus einem festgelegten aufwendigem Prozedere, das

neben dem Ausschluss von Toxizitit, der Evaluation von pharmakodynamischen
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Eigenschaften, auch die Wirksamkeit der Substanz nachweist und schlussendlich in einer
langfristigen Uberwachung resultiert, um seltene Nebenwirkungen zu entdecken. Gerade
deshalb wichst die Zahl an Lifestyleprodukten, in denen insbesondere das freiverkaufliche
CBD als Wundermittel proklamiert wird (Bergamaschi et al. 2011). In einem von uns
veroffentlichten Paper konnte erstmals die Wirkung von CBD auf das Verhalten gesunder
C57BL/6J-Miuse beschrieben werden (Schleicher et al. 2019). Dies bildet die Grundlage
fir weitere Forschungen an Menschen, um die Sicherheit und Effektivitit dieser Produkte

zu garantieren.

Die votliegende Arbeit beschreibt die Auswirkungen von THC und CBD auf die
Alzheimer-Pathologie im 5XFAD-Mausmodell. Eine Aussage, in welchem Zusammenhang
die histopathologischen Verinderungen durch die Behandlung von 5XFAD-Miusen mit
THC oder CBD mit einem verinderten Lern- und Angstverhalten in den
tierexperimentellen Versuchen stehen, kann nach derzeitigem Stand nicht getroffen
werden. Die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen sind bisher nicht ausreichend

verstanden und bergen grof3es Potential hinsichtlich ihrer Erforschung.

Unter Berticksichtigung der geschlechts- und altersabhingigen Ausbildung der Plaque-
Pathologie von 5XFAD-Maiusen sollte in zukiinftigen Studien der Einfluss von CBD auf
weibliche 5XFAD-Miuse sowie die Auswirkungen einer THC-Behandlung auf mannliche
5XFAD-Miuse  untersucht werden. Dies dient der Identifizierung eines
Geschlechtereffekts hinsichtlich einer moglichen unterschiedlichen Sensitivitit der
5XFAD-Miuse gegeniiber Cannabinoiden (Marusich et al. 2015). Des Weiteren sollten
Untersuchungen beziiglich des Effektes der genannten Substanzen auf unterschiedlichen
Altersabschnitten von 5XFAD-Miusen folgen, um zu evaluieren, ab welchem Zeitpunkt
eine Neuromodulation bewirkt werden kann. Interessant wiren aullerdem Studien, die die
Auswirkungen  der  Kombination aus  THC+CBD  auf  5XFAD-Miuse
geschlechterspezifisch und altersabhingig untersuchen, um mogliche synergistische oder
antagonistische Effekte zu erforschen. Bislang herrschte groBe Einigkeit dartber, dass
CBD durch THC ausgeldste psychotische Symptome abschwichte, was durch empirische
Evidenz unterstitzt wurde (Bhattacharyya et al. 2010; Morgan et al. 2012; Englund et al.
2013). Dennoch konnte kirzlich gezeigt werden, dass CBD alleine ebenfalls eine
berauschende Wirkung und psychotische Zustinde auslésen kann. Dies war in Menschen
jedoch abhingig vom bisherigen individuellen Cannabiskonsum (Morgan et al. 2018;
Solowij et al. 2019).

Unter Berticksichtigung der zahlreichen Mechanismen, die an der Entstehung und dem
Fortschreiten der Alzheimer-Krankheit beteiligt sind, bieten Behandlungen, die nur
einzelne dieser Mechanismen angreifen, einen geringen Nutzen. Jedoch greifen
Cannabinoide als Modulatoren des ECS mehrere dieser Mechanismen parallel gezielt an.

Da das ECS an zahlreichen physiologischen Funktionen beteiligt ist, muss beachtet
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werden, dass Stoffwechselverinderungen, die durch Krankheiten wie dem Morbus

Alzheimer ausgelost werden, eine Manipulation des Systems bewirken kénnten.

Klinische Studien, die die Wirksamkeit von Cannabinoiden bei Demenzerkrankungen
untersuchen, sind bislang von geringer Evidenz und zeigen aullerdem eine grof3e
Heterogenitit der Befunde. So beschrieben Forschende rund um die Gruppe von Volicer
et al. 1997) ecinen Effekt von 2x2,5mg THC pro Tag auf ecine Reduktion von
Verhaltensauffilligkeiten (negativer Affekt mit Wut, Angst, Traurigkeit) bei an Alzheimer
erkrankten Personen. Andere beobachteten eine Zunahme von unerwinschtem Verhalten
aufgrund einer THC-Gabe und einer dadurch entstandenen Belastung der Pflegenden (Van
der Elsen et al. 2015). Metaanalysen bestitigten die hohe Variabilitit der Studien und
offenbarten damit eine gering allgemeingtltige Aussagekraft (Hillen et al. 2019; Bahii et al.
2019).

Die Meinung, dass der hochste Effekt einer Therapie erzielt werden kann, wenn diese
bereits in frihen Phasen der Alzheimer-Krankheit eingesetzt wird, wird von den meisten
Forschungsgruppen vertreten. Dazu wird eine adidquate Diagnostik zur Friherkennung der
Krankheit bené6tigt. Biomarker sind deshalb von grofler Bedeutung, da sie sich bereits in
einer frihen Phase der Krankheit feststellen lassen (Hampel et al. 2010; Bateman et al.
2012; Vos et al. 2013). In Kombination mit einem bildgebenden Verfahren wie der PET
konnte ein PET-Tracer, der an die Strukturen des ECS bindet, die in Alzheimergehirnen
verindert sind, eine zusitzliche diagnostische Moglichkeit bieten. Zusitzlich kénnte somit
der Effekt von Cannabinoiden auf die Alzheimer-Pathologie weiterfiihrend untersucht
werden. Insbesondere Erkenntnisse iber den CB2-Rezeptor Mechanismus kénnten

dadurch gewonnen werden.

Insgesamt werden also weitere kontrollierte Studien bendétigt, um die Wirksamkeit von
Cannabinoiden als eine alternative Therapie zu derzeitigen Behandlungsmdoglichkeiten der

Alzheimer-Krankheit zu erforschen.
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5 Zusammenfassung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, den therapeutischen Finfluss von THC und
CBD hinsichtlich Verhaltensinderungen, Amyloid-Plaque-Pathologie, Neuroinflaimmation
und CB1-Rezeptorexpression anhand eines Mausmodells der familidren Form des Morbus

Alzheimer zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden adulte, finf Monate alte 5XFAD-Miuse einer sechswochigen
tiglichen Behandlung mit THC, CBD oder eine Vehikelsubstanz mit der Dosierung von
20 mg/kg KG unterzogen. Da beide Geschlechter unterschiedlich schnell die
alzheimertypischen Pathologien ausbildeten, wurden die minnlichen Tiere mit CBD
behandelt und mit einer minnlichen vehikelbehandelten Kontrollgruppe verglichen,
wihrend die mit THC behandelten weiblichen Tiere im Vergleich mit einer weiblichen
vehikelbehandelten Kontrollgruppe untersucht wurden. Mithilfe von etablierten
Verhaltenstests wurden die Motorik und das Angst- und Lernverhalten der Tiere erforscht.
AuBlerdem wurde das Gewicht iiberwacht. Dies zeigte sich in allen Behandlungsgruppen
konstant. Das Verhalten der minnlichen 5XFAD-Miuse wurde von CBD nicht beeinflusst,
sodass unabhingig von der Behandlung ein intaktes Lern- und Angstverhalten vorlag. Eine
THC-Behandlung von weiblichen 5XFAD-Miusen rief diverse Verhaltensinderungen
hervor. Neben einem funktionierenden raumlichen Bezugsgedichtnis der weiblichen
5XFAD-Miusen im MWM nach THC-Behandlung, offenbarten die Tiere ein
normalisiertes Angstverhalten im EPM, das dem Niveau gesunder WT-Miuse glich.

Mithilfe von GFAP, dem Markerproteins fir Astrozyten und IBA1, einem Marker fir
Mikroglia, wurden neuroinflammatorische Effekte der Substanzen untersucht. Es zeigte
sich eine signfikante Reduktion von IBA1 im Cortex weiblicher 5XFAD-Miuse nach
THC-Gabe sowie im Hippocampus minnlicher 5XFAD-Miuse nach CBD-Gabe. Die
Expression des Astrozytenmarkers GFAP war im Cortex von weiblichen THC-
behandelten 5XFAD-Miusen erhoht. Eine gesteigerte Astrozytose bestand ebenfalls im
Hippocampus von minnlichen CBD-behandelten Tieren. Inwieweit die beschriebenen
Effekte im Zusammenhang mit dem beobachteten reduzierten Abeta Plaqueload im
Hippocampus und Cortex nach THC- und CBD-Gabe stehen, bleibt aufgrund ungeklirter

molekularer Mechanismen offen. Dennoch verspricht deren Erforschung gro3es Potential.

Des Weiteren wurde die CB1-Rezeptorexpression im Bereich von Hippocampus und
Cortex untersucht. Hierbei zeigte sich eindriicklich die Herabregulation des CB1-Rezeptors
in beiden Hirnregionen von weiblichen THC-behandelten 5XFAD-Miusen. Nach CBD-
Gabe blieb die Expression des CB1-Rezeptors unverindert. Die Verinderungen in der
Expression des CB1-Rezeptors sowie der Inflaimmationsmarker GFAP und IBA1 weisen
darauf hin, dass sich das Gehirn der an Alzheimer erkrankten Méuse durch die Behandlung
mit THC und CBD funktionell verindert.
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In der Zusammenschau aller durchgefithrten Versuche konnte gezeigt werden, dass
insbesondere THC einen modulierenden Einfluss auf das Verhalten und auf molekulare
Verinderungen im 5XFAD-Mausmodell hatte.

Das ECS dient als physiologisches Regulationssystem der Erhaltung der Homdéostase des
Nervensystems und spielt eine bedeutende Rolle in der Entstehung neurodegenerativer
Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit. Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die Modulation des ECS durch Cannabinoide eine vielversprechende
Therapie der Alzheimer-Krankheit darstellen konnte. Die genaue Wirkungsweise von
Cannabinoiden ist noch nicht erforscht, dennoch bestitigt sich aufgrund der vorgelegten
Arbeit die Eignung von THC und CBD an die Zielstrukturen des ECS anzubinden. Somit

konnten die Wirkstoffe als ein vielversprechendes Therapeutikum dienen.
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