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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Demenz

Die Demenz ist definiert als eine chronisch, iiber Monate bis Jahre, fortschreitende
degenerative Erkrankung, die mit dem Verlust von frither erworbenen kognitiven
Fahigkeiten einhergeht (Pschyrembel 2007, S. 403).

Nach der ICD-10-GM ist die Demenz ,...ein Syndrom als Folge einer meist
chronischen oder fortschreitenden Krankheit des Gehirns mit Stérung vieler hoherer
kortikaler Funktionen, einschlieBlich Gedachtnis, Denken, Orientierung, Auffassung,
Rechnen, Lernfahigkeit, Sprache und Urteilsvermdgen. Das Bewusstsein ist nicht
getriibt. Die kognitiven Beeintrachtigungen werden gewdhnlich von Verdanderungen
der emotionalen Kontrolle, des Sozialverhaltens oder der Motivation begleitet,
gelegentlich treten diese auch eher auf. Dieses Syndrom kommt bei Alzheimer-
Krankheit, bei zerebrovaskuldren Stérungen und bei anderen Zustandsbildern vor, die

primér oder sekundir das Gehirn betreffen.” (DIMDI 2009).

1.2 Epidemiologie der Demenz

In Deutschland leiden 250 von 100.000 Menschen an einer Demenz. Das entspricht
einer Pravalenzrate von 0,25%. Pro Jahr gibt es 50 Neuerkrankungen auf 100.000
Einwohner, was einer Inzidenzrate von 0,05% entspricht. Bei den {iber 65-J4hrigen
sind sogar mehr als 5% betroffen. Von allen dementiellen Syndromen macht die
Alzheimer-Erkrankung mit 60% den groften Anteil aus. Aufgrund der hdheren
Lebenserwartung sind Frauen im héheren Malle betroffen als Manner (Masuhr und
Neumann 2007).

Anhand von Bevolkerungsberechnungen gibt es Schidtzungen der in der Zukunft zu
erwartenden Prdvalenzraten fiir Deutschland. Die Grundlage dieser Schitzungen sind
die iiber 65-Jdhrigen bei gleich bleibenden altersspezifischen Privalenzraten. Es wird
angenommen, dass sich die Zahl der Demenzkranken von derzeit ca.1,2 Millionen bis

2050 verdoppelt (Weyerer 2005).

1.3 Formen der Demenz
Demenzen lassen sich in primdre und sekundidre Formen einteilen. Sekundire

Demenzen sind Folge einer Grunderkrankung, z.B. kardiovaskuldre Erkrankungen,
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Alkoholabusus, Hydrocephalus malresorptivus, Hyperthyreose, Vitaminmangel-
Erkrankungen oder auch als Nebenwirkungen von Medikamenten. Insgesamt sind die
sekunddren Demenzen seltener und in manchen Féllen auch reversibel.

Primdre Formen der Demenz sind vergleichsweise hdufig und werden in zwei
Gruppen aufgeteilt: vaskuldre und degenerative Demenzen. Erstere machen etwa 16%
aus. Die degenerativen Formen sind die hiufigsten Demenzen. Die Parkinson-
Syndrom-assoziierte Demenz macht 6% aus und andere Formen zusammen noch etwa
5%. Die am héufigsten vorkommende Demenzform ist die vom Alzheimer-Typ mit

72% (Ott et al. 1995).

1.4 Die Alzheimer-Erkrankung

14.1 Epidemiologie

In der Bundesrepublik Deutschland leben ca. 650.000 Menschen, welche an der
Alzheimer-Erkrankung leiden. Von den jdhrlich 200.000 Neuerkrankungen an
Demenz sind 120.000 vom Alzheimer-Typ. Aufgrund der hoheren Lebenserwartung
von Frauen sind 70% der Alzheimer-Patienten weiblich. Anhand der zunehmenden
Pravalenzrate mit steigendem Lebensalter lassen sich verschiedene Gruppen
unterscheiden. Die iiber 80-Jdhrigen machen zwei Drittel der Priavalenz und 60% der

jéhrlichen Inzidenz aus, die Altersgruppe der unter 65-Jéhrigen hat Raten von weniger

als 3% (Bickel 2000).

10



Einleitung

1.4.2 Geschichte der Alzheimer-Krankheit

Der fortschreitende geistige Verfall im Alter wurde immer wieder in der Geschichte
erwdhnt. Doch erst 1907 beschreibt der Arzt Dr. Alois Alzheimer (1864-1915) das
Krankheitsbild anhand einer Frau, die bis zu ihrem Tod jahrelang an
Gedichtnisproblemen, Verwirrtheit und
Kommunikationsproblemen litt. In der nach
IThrem Tod durchgefiihrten Autopsie beschreibt
Alois Alzheimer erstmals die
EiweiBablagerungen zwischen den Zellen

(Plaques) und in den Nervenzellen (Fibrillen) des

Gehirns. Heute trigt dieses Krankheitsbild seinen
ﬁi Namen: Morbus Alzheimer oder Alzheimer-
Demenz (www.alzheimer-forschung.de 2009).
Abbildung 1 Auguste Deter aus Frankfurt am Main wurde von Alois Alzheimer als
erste Alzheimer-Patientin beschrieben (Alzheimer 1907).

143 Klinischer Verlauf und Stadien

Die Alzheimer-Erkrankung ist ein chronisch progredient verlaufendes Krankheitsbild.
Kognitive Fahigkeiten gehen verloren, was dazu flihrt, dass die Betroffenen sich nicht
mehr selber versorgen konnen. Im Verlauf wird eine dauerhafte Betreuung und Pflege
unerlésslich.

Die Erkrankung wird klinisch in drei Phasen eingeteilt, wobei die Uberginge flieBend

sind und Mischformen hiufig vorkommen.

1. Das Friihstadium ist gekennzeichnet durch die Beeintrdchtigung des
Kurzzeitgeddchtnisses. Eben genannte Namen werden vergessen, Termine werden
versaumt und es fallt dem Betroffenen schwer, einer Unterhaltung inhaltlich zu folgen.
Wortspiele werden nach langem Uberlegen oder gar nicht verstanden und der Patient
verwendet selber eine einfache Sprache.

Die Orientierung in neuen Umgebungen kann Probleme bereiten. Auch das Zeitgefiihl
kann sich verschlechtern. Dies kann bedeuten, dass die Ausiibung des Berufes nur
noch eingeschrinkt oder gar nicht mehr mdglich ist. Sogar das eigene Ankleiden kann

zur alltdglichen Hiirde werden.

11
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All diese Probleme werden bei vollem Bewusstsein wahrgenommen und konnen zu
Scham, Wut, Angst oder auch Frustration fithren. Viele Patienten ziehen sich deshalb

zurlick und versuchen die Probleme zu tiberspielen.

2. Die zweite Phase der Erkrankung ist gekennzeichnet durch eine notwendig
gewordene Unterstiitzung im Alltag. Alle Symptome der ersten Phase sind nun
ausgeprigter ~ vorhanden.  Dazu  kommt eine  Beeintrichtigung  des
Langzeitgeddchtnisses. Namen von Angehorigen oder Vertrauten konnen nicht mehr
genannt werden. Es kann zu héufigen Wiederholungen von Wortern oder auch Sitzen
kommen. Die Orientierung in vertrauter Umgebung kann so gestort sein, dass sich die
Patienten im eigenen Haus verirren. Aufgrund der Orientierungsstérungen und einer
hinzukommenden Unruhe kann es passieren, dass Betroffene davonlaufen.

Stimmungsschwankungen sind hdufig und gehen von einem Extrem (Aggression) in
ein anderes Extrem iiber (Riickzug). Der Tag-Nacht-Rhythmus geht verloren und die
Kontrolle {iber Harn und Stuhl kann gestort sein. Trotz der enormen Hilfebediirftigkeit

kann es Momente geben, in denen die Betroffenen normal wirken.

3. Im Spitstadium der Alzheimer-Erkrankung ist eine durchgehende Betreuung und
Pflege notwendig. Neue Informationen kdnnen nicht mehr aufgenommen werden und
die eigene Sprache ist auf wenige Worter begrenzt.

Stimmungsschwankungen werden in dieser Phase seltener, jedoch wird die Kontrolle
iiber den eigenen Korper immer schwieriger. Insgesamt ist der motorische Antrieb
stark vermindert, sodass die Patienten sich kaum noch aus eigenem Antrieb bewegen.
Die Mimik verschwindet, Blase und Darm entziehen sich der Kontrolle des Patienten
und es kommen Storungen des Schluckreflexes hinzu. Eventuell treten Krampfanfille
auf. Zuletzt geht die Wahrnehmung des eigenen Korpers verloren und die Erkrankten

werden teilnahmslos.

Die Dauer der einzelnen Phasen ist sehr variabel und der Tod tritt nicht durch die
Grunderkrankung Alzheimer ein. Oft sterben die Patienten an Begleiterkrankungen
wie etwa einer Lungenentziindung als Folge einer Nahrungsmittelaspiration

(www.alzheimer.de 2009).

12
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1.4.4 Neuropathologie

Die Alzheimer-Erkrankung betrifft hauptsidchlich &dltere Menschen. Deshalb sind
neben den typischen Alzheimer-Neuropathologien auch physiologisch vorkommende
Verdnderungen im Gehirn eines alten Menschen vorzufinden. So sind bei Nicht-
Alzheimer-Erkrankten milde Gehirnatrophie, Plaques und wenige Fibrillen in
Neokortex, entorhinaler Region und Hippokampus beschrieben (Hof et al. 1996).

Die typischen Verdnderungen am Gehirn durch die Alzheimer-Demenz lassen sich auf

der makroskopischen und mikroskopischen Ebene betrachten.

1.4.4.1 Makroskopische Verinderungen

In spiten Stadien der Alzheimer-Erkrankung findet sich eine ausgepriagte kortikal
betonte Gehirnatrophie (Bocker et al. 2004). Die Gyri sind verschmalert und die Sulci
verbreitert. In frithen Stadien kann diese Morphologie fehlen, sodass eine bildgebende

Diagnostik wenig Aussagekraft hat beziiglich der Alzheimer-Demenz.

Abbildung 2 links: Gehirn eines Alzheimer-Erkrankten (Bocker et al. 2004, S. 308);
rechts: gesundes Gehirn (Blochlinger 2007)

1.4.4.2 Mikroskopische Verinderungen

Schon Alois Alzheimer beschrieb an seinen Patienten die fiir die Alzheimer-Krankheit
typischen, mikroskopischen Verdnderungen. Er stellte fest, dass Plaques und
Neurofibrillen in stirkerem Ausmall in AD-Gehirnen zu finden waren. Andererseits
sind Félle beschrieben, bei denen hohe Konzentrationen von Plaques gefunden
wurden, aber keine, fiir die Alzheimer-Erkrankung typischen Symptome zu Lebzeiten
vorlagen (Katzman et al. 1988). Auch ist beschrieben, dass es Alzheimer-Erkrankte
gibt, bei denen nur geringe Mengen von Neurofibrillen gefunden wurden (Terry et al.

1987).

13
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1.4.4.2.1 Neurofibrillire Tangles

Die Neurofibrillen oder auch Tangles sind fadenformige Strukturen, welche besonders
perinukledir in den Neuronen von AD-Gehirnen zu finden sind.
Elektronenmikroskopisch zeigt sich, dass sie
als paarige, ca. 10nm lange Helices angeordnet
sind (gepaarte helikale Filamente, PHF). Zum
Teil findet man zusitzlich nicht-helikale
Neurofibrillen mit einer Lange von ca. 10-

15nm. Der Grundbaustein der PHF ist abnorm

phosphoryliertes Tau-Protein, welches
Mikrotubuli-assoziiert ist (Selkoe 2001).

Abbildung 3 Neurofibrilldre Tangles, gezeichnet von Alois Alzheimer anhand seiner
Patientin Aguste D.(Verhey 2006, S. 2881)

1.4.4.2.2 Plaques

Es gibt zwei Arten von Plaques. Die zuerst beschriebenen neuritischen Plaques lassen
sich gut mit Versilberungstechniken darstellen. Die spéter beschriebenen ,,diffusen*
oder ,,priamyloiden” Plaques wurden erst mit Hilfe von Antikdrperfarbetechniken

(gegen AP) entdeckt.

Neuritische Plaques sind im Neuropil gelegene konzentrische extrazelluldre
Ablagerungen von B-Amyloid. Im Zentrum befindet sich ein Amyloidkern, der von
einem Bereich, bestehend aus degenerierten Neuriten und Astrozytenfortsitzen,
umgeben ist. In der Kernzone und direkt an ihn angrenzend, findet sich Mikroglia, die

an ihrer Oberfliche CD45 exprimiert.

Als herausgefunden wurde, dass B-Amyloid ein Hauptbestandteil von Plaques ist,
wurden Farbungen mit Hilfe von Antikorpern durchgefiihrt, welche gegen -Amyloid
gerichtet waren. Dabei wurden Ablagerungen gefunden, die weniger dicht und
weniger kompakt waren, und weniger fibrillire Strukturen enthielten als die
neuritischen Plaques. Da man davon ausgeht, dass sie eine Vorstufe der eigentlichen
Plaques bilden, nennt man sie ,,prdamyloide Plaques. In der direkten Umgebung
dieser ,,diffusen Plaques finden sich weniger pathologisch veridnderte Dendriten von

Neuronen und Gliazellen als in dem Bereich um eine neuritische Plaque.

14
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AR o T § Die Zeit bis zur Entstehung einer Plaque ist
";' S : unbekannt. Es wird angenommen, dass dies

Monate bis Jahre dauert. Die GroBe von

e - einzelnen Plaques ist sehr variabel. Kleine

: Durchmesser von 10 um kommen genauso vor

wie groBe von iiber 120 pm. Auch die Dichte

," PR B und Kompaktheit kann sehr variieren (Selkoe
u’f SR ‘ “ . 2001; Bocker et al. 2004).

Abbildung 4 Plaques im Neuropil angefirbt mit einem Antikorper gegen B-Amyloid
(Christensen et al. 2008b, S.650).

1.4.4.2.3 Verinderungen der Synapsen

Quantitative Analysen haben ergeben, dass die Dichte von présynaptischen Markern
im Kortex in Postmortemhirngewebe von AD-Erkrankten geringer ist als bei Nicht-
Erkrankten (Davies et al. 1987; Honer et al. 1992). Andere Untersuchungen ergaben
auch einen Dichteverlust von priasynaptischen Markerproteinen bei Alzeimer-
Erkrankten im hippokampalen Bereich, besonders im Gyrus dentatus (Hamos et al.
1989). Zusidtzlich zeigten Immunoblots einen quantitativen Verlust von
prasynaptischen Markern wie Synaptin/Synaptophysin (Weiler et al. 1990). Der
Verlust von Synapsen ist nicht gleichméBig in den verschiedenen Hirnarealen. So
zeigen Untersuchungen mit dem synaptischen Marker EP10 regionale Unterschiede
der Synapsendichte bei Alzheimer-Patienten (Honer et al. 1992). Die Verminderung
der Synapsendichte ist nicht allein auf einen Neuronenuntergang zuriickzufiihren,
sondern kommt zu diesem hinzu. Klinisch fiihrt der Synapsenverlust zu dem

beschriebenen Verlust der kognitiven Leistungen (Coleman und Yao 2003).

1.4.4.2.4 Neuronenuntergang

Bereits die orientierend lichtmikroskopische Betrachtung des Neokortex von
Alzheimer-Erkrankten ~ zeigt eine  verminderte = Neuronenzahl.  Genaue
Quantifizierungen werden mit bildgebenden und stereologischen Verfahren
durchgefiihrt.

Der Neuronenuntergang ist nicht gleichméfig im Gehirn eines AD-Patienten verteilt.
Betroffen sind der Nucleus basalis Meynert (Vogels et al. 1990), der Locus caeruleus
(Bondareff et al. 1981) sowie der Hippokampus mit angrenzendem entorhinalem

Kortex, welche besonders frith und stark betroffen sind (West et al. 2004; Wirths et al.
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2004). Die Korrelation zwischen verminderter Neuronenzahl und verkleinertem
Hirnareal ldsst vermuten, dass die Schrumpfung des Hirnareals Folge des
Neuronenverlustes ist (Kril et al. 2004). Andererseits zeigen Regressionsanalysen,
dass der Neuronenuntergang weniger mit dem klinischen Schweregrad der Erkrankung

einhergeht als mit dem Verlust von Synapsen (Terry et al. 1991).

1.4.5 Risikofaktoren und Pradispositionen der Alzheimer-Erkrankung
Das Alter ist der wichtigste Risikofaktor fiir die Entwicklung der Alzheimer-Demenz.
Daneben gibt es noch weitere Faktoren und Pradispositionen, die mit einem erhdhten

Risiko fiir die Erkrankung verbunden sind.

1.4.5.1 Hereditire Faktoren

Autosomal dominante Erbgédnge fiir die Alzheimer-Erkrankung sind in 5-10% der
Félle zu finden. Bekannt sind drei verschiedene Mutationen: das Presenilin-1-Gen
(PST) auf Chromosom 14, das Presenilin-2-Gen (PS2) auf Chromosom 1 und das
Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP) auf Chromosom 21 (Masuhr und Neumann 2007).
Mutationen im APP-Gen sind die zuerst gefundene Ursache fiir hereditire Formen der
AD (Goate et al. 1991), die aber sehr selten ist. Bislang sind 17 verschiedene
Mutationen fiir das APP-Gen bekannt (Rogaeva 2002). Familienmitglieder, in deren
Familien die Alzheimer-Demenz durch Vererbung mutierter APP-Gene auftritt,
erkranken meist vor dem 65. Lebensjahr (Selkoe 2001).

Die Mutationen im APP-Gen liegen nahe den Sekretase-Schnittstellen. So ist die
London-Mutation APPvy7;7r an der vy-Sekretase-Schnittstelle lokalisiert. An der
Basenposition 717 ist Valin gegen Phenylalanin, Glycin oder Isoleucin ausgetauscht
(Chartier-Harlin et al. 1991; Goate et al. 1991; Mullan et al. 1993). Diese Mutation
geht einher mit einem erhdhten AP-42/AB-40 Quotient und auch zu insgesamt
erhohten Mengen von AP (Suzuki et al. 1994).

Die schwedische Mutation APPke7onMe71L 1St eine Doppelmutation, die in der Nihe
der B-Sekretase-Schnittstelle liegt. An Position 670 und 671 sind die AS Lysin und
Methionin gegen Asparagin und Leucin ausgetauscht (Mullan et al. 1992), was zu
einer erhohten Menge an A fiihrt (Haass et al. 1995).

Eine andere Form fiir APP-assoziierte AD wurde bei Down-Syndrom-Patienten
beobachtet. Aufgrund der erhohten Dosis von Chromosom 21 kommt es zur

vermehrten Bildung von AB-Peptiden der Isoformen mit 40, 42 und 43 Aminosduren
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(AS) (Tokuda et al. 1997), wobei die 42- und 43-AS-Variante als besonders
neurotoxisch gelten (Yankner et al. 1990; Lorenzo und Yankner 1994).

Mutationen der Gene fiir Prasenilin 1 und 2 fiihren auch zu erhohten Mengen von Af-
42 und somit zu gesteigerter AB-Aggregation (Borchelt et al. 1996). Des Weiteren ist
Présenilin 1 von Bedeutung fiir die Bildung des y-Sekretase-Komplexes, der fiir die
APP-Prozessierung notwendig ist (De Strooper 2003).

Félle von familidrem Alzheimer, welche keine der genannten Mutationen als Ursache
haben, lassen vermuten, dass es noch weitere Gene gibt, die mit der Alzheimer-
Erkrankung assoziiert sind. Z.B. wird vermutet, dass das Alpha-2-Makroglobulin von

Bedeutung ist (Blacker et al. 1998).

1.4.5.2 Das Apolipoprotein E4

Fiir das Apolipoprotein-E-Gen auf Chromosom 19q (ApoE) gibt es drei Allele: €2, €3
und &4. Untersuchungen zeigten, dass das e4-Allel bei Alzheimer-Patienten haufiger
vorkommt als die anderen Allele fiir ApoE (Saunders et al. 1993; Strittmatter et al.
1993). Zusétzlich zeigte sich eine Dosisabhéngigkeit. Patienten, die homozygot fiir €4
sind, haben ein hoheres Risiko, an AD zu erkranken, als Triger, die nur ein g4-Allel
tragen. Des Weiteren erkranken Patienten mit hoherer Gendosis statistisch gesehen
frither (Corder et al. 1993). Da aber nicht jeder homozygote Triger von €4 obligat an
AD erkrankt, gilt das ApoE4 als Risikofaktor fiir die late-onset bzw. sporadische
Variante der AD und nicht als direkte Ursache (Selkoe 2001). Fiir das €2-Allel gibt es
Hinweise, protektiven Charakter zu besitzen (Corder et al. 1994). Der Zusammenhang
von ApoE4 und der Alzheimer-Demenz ist noch nicht endgiiltig gekléart.
Wahrscheinlich beeinflusst das ApoE den AB-Peptid-Stoffwechsel.

1.4.5.3 Kopftraumata

Fallkontrollstudien zeigten, dass Menschen mit Kopfverletzungen ein signifikant
erhohtes Risiko haben, an der Alzheimer-Demenz zu erkranken (French et al. 1985;
Mortimer et al. 1985; Graves et al. 1990). Auf noch unbekannte Weise fiihren die
Kopftraumen zu AD-typischen Ablagerungen von AB (McKenzie et al. 1994; Roberts
et al. 1994).

1.4.54 Bildungsniveau

Manche Studien zeigten, dass eine geringere Bildung mit einem hoheren Risiko fiir
Demenzerkrankungen assoziiert ist (Mortimer et al. 2003). Andere zeigten, dass ein
niedriges Bildungsniveau fiir die AD ein Risikofaktor ist, aber nicht generell fiir
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Demenzen (Gatz et al. 2001). Eventuell haben Patienten, welche mehr Bildung
erfahren haben, eine kognitive Reserve, die vor der Alzheimer-Demenz schiitzt oder

zumindest das Erkrankungsalter hinauszogert (Cummings et al. 1998).

1.4.5.5 Geschlecht als Risikofaktor

Epidemiologische Untersuchungen zeigten, dass die Prdvalenz- und Inzidenzraten,
bezogen auf das Geschlecht, unterschiedlich sind. So haben Frauen ein hoheres Risiko,
an der Alzheimer-Demenz zu erkranken (Jorm und Jolley 1998; Andersen et al. 1999).
Der Grund dafiir ist noch nicht geklért, Untersuchungen deuten aber darauf hin, dass
die Geschlechtshormone eine wichtige Rolle spielen.

Frauen, die aufgrund einer beidseitigen Ovarektomie eine Hormonersatztherapie
(HET) erhalten, verbessern ihre kognitiven Leistungen im Vergleich zu Frauen, die ein
Placebo erhalten haben (Phillips und Sherwin 1992). Ein weiterer Hinweis fiir den
postmenopausalen Ostrogenmangel als Risikofaktor fiir die Manifestation einer AD
ist, dass gezeigt wurde, dass eine postmenopausale HET das Risiko fiir die Entstehung
der Erkrankung senkt (Henderson et al. 1994; Mortel und Meyer 1995) bzw. dass
Frauen, die an AD erkrankt sind, niedrigere Ostradiolspiegel aufweisen (Manly et al.
2000). Andere Studien kamen aber zu dem Ergebnis, dass die HET keinen (Barrett-
Connor und Kritz-Silverstein 1993) oder einen negativen (Rapp et al. 2003) Effekt auf
die Kognition haben. Des Weiteren werden auch die hypothalamischen Hormone LH
und FSH als geschlechtsspezifische Risikofaktoren diskutiert.

Auch mikropathologische Untersuchungen zeigen Unterschiede beziiglich des
Geschlechts. Weibliche Gehirne weisen die fiir AD typischen pathologischen
Verianderungen in hoherem MaBle auf als mannliche (Kraszpulski et al. 2001; Barnes

et al. 2005).

1.4.5.6 Protektive Faktoren

Neben der bereits erwdhnten HET, die in manchen Quellen als protektiv, beziiglich der
AD, angesehen wird, gibt es noch andere Faktoren, die als Schutzfaktor diskutiert
werden. Dazu gehdren die NSAIDs (nonsteroid anti inflammatory drugs), bei denen
aufgefallen ist, dass das Risiko fiir Patienten, deren rheumatische Erkrankung mit
NSAIDs behandelt wurde, niedriger ist, an AD zu erkranken (Jenkinson et al. 1989).
Auch McGeer et al. kommt mit einer Metaanalyse von 17 Studien zu einem dhnlichen
Ergebnis, ndmlich dass NSAIDs einen potektiven Faktor gegen die Entwicklung einer

AD darstellen (McGeer PL et al. 1996). Eine mogliche Erklarung dafiir gibt derselbe
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Autor in einer anderen Quelle, in der der inflammatorische Prozess an den Plaques mit
Mikroglia, Komplement und Akute-Phase-Proteinen untersucht wird, die eine
antiinflammatorische Therapie sinnvoll erscheinen ldsst (McGeer PL und McGeer EG

1996).

1.4.6 Pathomechanismen der Alzheimer-Erkrankung

1.4.6.1 Das Amyloid-Precursor-Protein APP

Das Amyloid-Vorldufer-Protein (APP) gehdrt zur Familie der Amyloid-Vorldufer-
dhnlichen Proteine. Der genetische Code des APP liegt auf dem langen Arm des
Chromosom 21 (Kandel et al. 2000). Das APP kommt in verschiedenen Isoformen mit
verschieden vielen Aminosduren (AS), die alle den AB-Abschnitt beinhalten, vor: 695
AS (Kang et al. 1987), 717 AS (Chartier-Harlin et al. 1991), 751 AS und 770 AS
(Tanaka et al. 1988). Nachgewiesen wurde das APP in Dendriten, Axonen und
Zellkorpern von Neuronen, wobei die Funktion noch unklar ist. Als transmembrandses
Protein mit einer transmembranen Domine hat es drei Abschnitte: einen kurzen
intrazytoplasmatischen, einen transmembrandsen und einen langen extrazellulédren.
Der AB-Abschnitt ist eingebettet in den extrazelluliren und den transmembrandsen

Abschnitt des APP (Kandel et al. 2000).
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1.4.6.2 Die APP-Verarbeitung
Das membrangebundene APP hat drei Schnittstellen fiir drei Sekretasen (o, B, ), die
entscheidend sind fiir die posttranslationale Prozessierung, bei welcher zwei

verschiedene Pfade moglich sind. Wenn das Protein von der a-Sekretase proteolysiert

Zellmembran wird, ist der nicht-amyloide
-~ Zytosol Weg eingeschlagen und es
N entsteht kein AP. Wird das

amyloider Weg
APP  durch  B-Sekretase

gespalten, ist der amyloide

PPE /’ Weg eingeschlagen und es

nicht-amyloider Weg /
B-secretase

l entsteht nach einem weiteren
/ Zwischenschritt  das AP

(Kandel et al. 2000).

a-secretase

y-secretase

Abbildung 5 Zwei verschiedene Wege der posttranslationalen Prozessierung des APP,
modifiziert nach www.fbs.leeds.ac.uk (2009)

Hauptsdchlich 1duft die APP-Prozessierung iiber den nicht-amyloiden Weg. Die a-
Sekretase schneidet das APP innerhalb der AB-Sequenz, wobei das losliche sAPPa
und ein membrangebundener Rest entstehen. Die genauere Untersuchung der o-
Sekretase zeigt, dass das Enzym dem TACE (tumor necrosis factor a converting
enzyme), einem Mitglied der ADAM-Familie (a disintegrin and metalloprotease-
family) dhnlich ist (Buxbaum et al. 1998; Lammich et al. 1999).

Die Prozessierung des APP entlang des amyloiden Weges durch die B- und v-
Sekretase flihrt zur Bildung von AB-Peptiden, die, wie bereits beschrieben, Bestandteil

der Plaques sind.

1.4.6.3 Die Hypothese der p-Amyloid-Kaskade

Die B-Amyloid-Kaskaden-Hypothese wurde 1991 von Hardy und Allsop formuliert
und beschreibt eine mogliche Abfolge der Pathogenese der Alzheimer-Demenz.
Demnach fiihrt eine gestorte APP-Prozessierung zur Synthese und Akkumulation des
AP zu extrazelluldren Plaques. Die Plaques fithren zum Verlust von Neuronen und
Synapsen, also einer Atrophie von Hirngewebe. Dies fiihrt zu dem klinischen Korrelat

Demenz (Hardy und Allsop 1991).
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Ablagerung von

Mutation im Gen fur APP, PS1, PS2 AB im Neuropil
Alter\}\A / Bildung neuritischer
o veranderte Plari.les

Trisomie 21 > APP-Prozessierung

7 Schadigung von Neuronen

Umweltbedingungen und Synapsen

andere unbekannte Mutation Demenz

Abbildung 6 Die B-Amyloid-Kaskaden-Hypothese nach Hardy und Allsop (Hardy
und Allsop 1991, S. 387)

Andere Ergebnisse passen jedoch nicht zu dieser Hypothese. Der Plaqueload korreliert
nicht mit dem neuropathologischen Status bzw. Braak-Level der Betroffenen im
Gegensatz zu den neurofibrilldren Tangles (Arnold et al. 1991; Braak H und Braak E
1991), welche auch gut mit dem klinischen Erscheinungsbild korrelieren (Morrison
und Hof 1997; Nagy et al. 1999). Die seit kurzer Zeit beforschte Neurotoxizitit der
intrazelluldren AP-Ablagerungen ldsst zu, eine modifizierte B-Amyloid-Kaskaden-
Hypothese zu formulieren: Demnach verursacht das intrazelluldr anfallende AP die fiir
die AD typischen, neuromikropathologischen Verdnderungen. Zur Gehirnatrophie
durch Verlust von Synapsen und Neuronen kommt eine gesteigerte Ap-Sekretion, die

als Folge die Bildung von extrazelluldren Plaques hat (Wirths et al. 2004).

Plaques
Zunahme dES INTRAzellulare AB- Nervenzell- und
EXTRAzellularen Verklumpungen Synapsenverlust
lslichen AR T l
AB-Wieder- \
aufnahme Zunahme des Atrophie von
INTRAzellularen AB Hirnarealen
Mutation im Gen far APP, PS1, PS2, i
Trisomie 21, Altern, andere unbekannte Demenz und andere

Mutation, Umweltbedingungen klinische Symptome

Abbildung 7 Die modifizierte B-Amyloid-Kaskaden-Hypothese nach Wirths et al.
(Wirths et al. 2004, S. 517)
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1.4.7 Mausmodelle in der Alzheimer-Forschung

Die Moglichkeit, humane Gene, die im Zusammenhang mit der AD stehen, in das
Erbgut von Méusen einzubringen, stellt eine Grundlage dar, die bereits bekannten
Mutationen (fiir APP, PS1 und PS2) im Einzelnen und im Vergleich zum Wildtyp zu
untersuchen. Um fiir die Alzheimer-Forschung relevant zu sein, ist es wichtig, dass die
Expression der eingebrachten Gene zu den AD-typischen Pathologien fiihrt: AB-
Ablagerungen, neurofibrillire = Tangles, Neuronen- und Synapsenverlust,
Verhaltenséinderung. Mit der Zeit wurden verschiedene Mausmodelle entwickelt,
welche zunehmend diese Kriterien erfiillen (Kandel et al. 2000).

Die in dieser Arbeit untersuchte transgene Maus mit der Bezeichnung APPS*PS1KI
wurde 2004 von Casas et al. vorgestellt. Sie hat die knocked-in Mutationen
M233T/L235P im PS1-Gen und zeigt eine Uberexpression von humanem mutierten
APP. Das eingebrachte APP751 beinhaltet die schwedische und londonsche Mutation
(siche hereditidre Faktoren). Das synthetisierte AP entspricht zum grofiten Teil der
APs-Isoform. Im Alter von zehn Monaten ist die Neuronenzahl in der
Pyramidenzellschicht in der Hippokampusregion CA1/2 um mehr als die Halfte
vermindert. Dieser Neuronenverlust korreliert mit intraneuronalem AB sowie
thioflavin-S-positiven Ablagerungen in den Neuronen, aber nicht mit den
extrazelluldren AB-Ablagerungen. Der Neuronenverlust ist bereits nach sechs Monaten
gut zu erfassen. Diesem folgt eine reaktive Astrogliose (Casas et al. 2004; Christensen

et al. 2008b).

1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Neuronenverlust im Thalamus von
APP®"PS1KI-Miusen stereologisch untersucht, da in dieser Hirnregion nur Plaques
vorkommen und kein intrazelluldres AP. Zeitgleich, im Rahmen einer anderen
Promotionsarbeit (erarbeitet von Sophie Kraus), wurde der Neuronenverlust derselben
Mause im Kortex untersucht, wo neben Plaques auch intrazelluldre AB-Ablagerungen
vorkommen. Der Vergleich der Daten aus beiden Regionen ldsst sehen, ob das
Neuroneniiberleben besser in einer Umgebung mit Plaques und intraneuronalem Af
(Kortex) ist oder in einer Region mit nur Plaques (Thalamus). Die Ergebnisse werden
also einen Hinweis darauf geben, ob Plaques oder eher das intrazellulire AP als

Ausloser fiir den Neuronenuntergang in Betracht kommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Transgene Maus

Zur stereologischen Untersuchung wurden die Gehirnschnitte von insgesamt 39
Maiusen verwendet. zehn Méuse davon waren im Alter von zwei Monaten, 12 Méuse
im Alter von sechs Monaten und 17 Mause im Alter von 12 Monaten (siche Tabelle
1). Die Méause des Alzheimer-Modells APP/PS1KI wurden in jeder Altergruppe mit
Kontroll-Méusen des Mausmodells PS1KI verglichen.

Die Miuse mit dem doppelt-transgenen Status APP/PS1KI entwickeln die Alzheimer-
typischen neuropathologischen = Verdnderungen, wie Amyloid-Plaques und
intraneuronales AP in hippokampalen und kortikalen Bereichen schon im Alter von
zwel Monaten. Des Weiteren ist bei diesen Mausen ein signifikanter Neuronenverlust
in der Hippokampusregion CA1/2 feststellbar, der in anderen Alzheimer-
Mausmodellen bis jetzt nicht erzielt werden konnte. Die Mause haben im Presenilin-1
Gen eine M233T/L235P knock-in-Doppelmutation. Zusétzlich iiberexprimieren sie
mutiertes humanes APP (siche Abschnitt 1.4.7) (Casas et al. 2004).

Alle Méuse waren weiblich. Durch PCR der DNA, die durch Biopsie der Ohren
gewonnen wurde, ermittelte man den transgenen Status der Mause. Alle Tiere wurden

geméil den deutschen Richtlinien fiir Tierschutz behandelt.

2 Monate 6 Monate 12
Monate
APP/PS1 5 Maiuse 6 Miuse 9 Maiuse
KI
PS1K 5 Miuse 6 Miuse 8 Miuse

Tabelle 1: Ubersicht der untersuchten Miuse

2.2 Gewinnung und Aufbereitung des Hirngewebes
Zuerst wurden die Mause mit einem Narkotikum betdaubt. Das Gehirn wurde zunachst

mit ca. 5 bis 10 ml eiskaltem 0,01M PBS perfundiert indem die linke Herzkammer mit
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einer Kaniile punktiert wurde. Zur Entlastung des Kreislaufs wurde der rechte Vorhof
eroffnet. Zur Fixation wurde anschlieBend die gleiche Menge 4%iges
Paraformaldehyd eingeleitet. Der Kopf wurde auf Hoéhe der atlanto-axialen
Verbindung abgetrennt und von Anterior erdffnet. Die Hemisphédren wurden entlang
der Medianlinie voneinander getrennt. Die linken Hélften wurden in 4°C temperierten
Paraformaldehyd fiir zwei Stunden inkubiert. Danach wurden sie in 30%ige
Saccharoseldsung versetzt, in der sie bis zum néchsten Tag bei 4°C zum Gefrierschutz
inkubiert wurden. Zuletzt wurden die linken Hirnhélften auf Trockeneis tiefgefroren
und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingelagert. Die rechten Hemisphéren
wurden nach Entnahme direkt auf Trockeneis eingefroren und bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung eingelagert.

2.3 Herstellung der Hirnschnitte

Zunichst wurden die Maushemisphéren bei -20°C mittels Gewebekleber auf einem
Schneideblock fixiert. Dazu wurde der Kleber in Schichten um das Hirngewebe
gegossen und gewartet, bis die jeweilige Schicht ausgehdrtet war. Die linken
Hemisphéren wurden in zehn Serien mit jeweils 30pm Abstand in der Koronarebene
mit einem Kryostat geschnitten. Jede Serie wurde in separaten GefdBen bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C eingelagert.

Kryostat: MICROM HMS550
Gewebekleber: Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound, SAKURA Finetek Europe B.V.
GefaBe: Straight-Side Wide-Mouth Jar PC, Size 15ml, Nalge Nunc International

2.4 Cresyl-Violett-Firbung

Alle Schnitte einer Serie aus einem Gefdll wurden mit der free-floating-Methode auf
elektrostatisch geladene Objekttrager gebracht. Dazu wurden die Schnitte in eiskaltem
PBS suspendiert und mit einem sehr feinen Pinsel auf den Objekttriger gezogen. Uber

Nacht erfolgte eine Trocknung an der offenen Luft bei Raumtemperatur.

Objekttrager: Superfrost® Plus, 25 x 75x 1,0 mm, Menzel GmbH & Co KG,
Braunschweig
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Die Cresyl-Violett-Farbung wurde anhand folgender Farbeanleitung durchgefiihrt:

Férbeanleitung:

1) Puffer:
1A (Stocklésung): 1M Natriumacetat (136,08g Na-Acetat-Trihydrat in 1Liter Milli-Q)

1B (Arbeitslosung): 40 ml 1M Natriumacetat (1A) + 9,6 ml Essigsdure konz.,
auffiillen auf 1 Liter mit Milli-Q.

2) Farbel6sung (am Vortag herstellen):

0,1 g Cresylviolett in 1 Liter der Losung 1B l6sen
30 min rithren,

tiber Nacht stehen lassen,

kurz vor Gebrauch filtern.

3) Entfettungslosung:

3A (Stocklosung): 2%ige Triton X-100 (980 ml Milli-Q + 20 ml Triton X-100),
ungefihr 1h rithren (lange haltbar)

3B (Arbeitslosung): 2,5 ml 3A + 50 ml Milli-Q + 150 ml 100% Ethanol.

Férbeprotokoll:

.2 x 10 min in 1B (2 verschiedene Kiivetten)
.20 min in 3B

.2 x 10 min in 1B (2 verschiedene Kiivetten)
.2 x 8 min in 2 (2 verschiedene Kiivetten)

.3 x Imin in 1B (3 verschiedene Kiivetten)

. 3 min in 100% Ethanol

. 1 x 10 min in Isopropanol (=2-Propanol)

.2 x 5 min in Xylo

O 00 3 N L B~ W N~

. mit Corbit-Balsam einschlieflen und iber Nacht trocknen lassen.

2.5 Stereologie
Zur Quantifizierung der Neurone im Thalamus der Mausgehirne wurde die ,,Design

Based Stereology“ verwendet. Mit dieser statistischen Methode ist es moglich
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verschiedene Parameter, wie z.B. Volumen oder Zellzahl, eines dreidimensionalen
Gewebes anhand von zweidimensionalen Schnitten zu ermitteln. Ein Vorteil dieser
Methode ist, dass die Ergebnisse erwartungstreu (,,unbiased*) sind.

Die stereologische Untersuchung wurde mit dem Programm ,,Stereo Investigator 7
(MicroBrightfield) im Modus ,,Optical Fractionator (Einstellungen siche Tabelle 2)
und einem BX51 Mikroskop (Olympus) durchgefiihrt.

Die Voraussetzung einer stereologischen Untersuchung ist das sogenannte ,,Systematic
Random Sampling®“. Dazu wird eine der zehn 30pum Serien zufdllig gewihlt. Das
Systematische daran ist der Abstand der Schnitte voneinander. In diesem Fall sind es

300pum zwischen den Stichproben, da nur jeder zehnte der 30um Schnitte untersucht

wurde.
Counting Frame Area (XY) (um?) 1600
Disector Height (Z) (um) 6
Disector Volume (XYZ) (um3) 9600
Counting Frame Width (X) (um) 40
Counting Frame Height (Y) (um) 40
Sampling Grid (X) (um) 260
Sampling Grid (Y) (um) 250
Sampling Grid Area (XY) (um?2) 65000
Section Thickness (um) 30
Section Periodicity 10
Focus Method manual focus
Refocus to top of section on each grid site on
Measure section thickness at every 15" grid site
Grid Rotation (degrees) 0,00
Distance from section top to 3D counting frame (um) 2

Tabelle 2: Gewihlte Parameter im Stereo Investigator 7
Zur Bestimmung der Neuronenzahl werden dreidimensionale Z&hlrahmen (,,Counting

Frames®) auf die Schnitte angewendet. Die Z&hlrahmen haben entsprechend ihrer

Dreidimensionalitit drei Achsen: X, Y und Z.
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Von entscheidender Bedeutung ist die Einhaltung von bestimmten Zihlregeln

(,,Counting Rules*), welche eine fehlerfreie Zellzahlbestimmung garantieren.

Zihlregeln:

e Es diirfen nur Objekte gezahlt werden, die sich innerhalb des dreidimensionalen
Zihlrahmens, beim Durchfokussieren entlang der Z-Achse, scharf stellen lassen.
Objekte, deren Fokus auferhalb oder an der oberen Grenze des Zahlrahmens liegt,
diirfen nicht gezdhlt werden. Stellt sich eine Zelle innerhalb des Rahmens scharf und
erstreckt sich iiber die untere Grenze hinaus, wird sie mitgezahlt.

e Jeder Zihlrahmen hat sechs Seiten, wovon drei aneinandergrenzende als
Ausschlussgrenzen angesehen werden. Die anderen drei Seiten sind keine
Grenzschicht. Das heif3t, dass Objekte die nur teilweise innerhalb des Rahmens liegen,
nur dann gezihlt werden diirfen, wenn sie keine der Ausschlussgrenzen beriihren.

Zur Quantifizierung der Neurone im Thalamus erfolgte die genaue Orientierung
anhand eines Bildatlas der Neuroanatomie der Maus. Gezéhlt wurde von Bregma -0,94

bis -2,54 (Paxinos und Franklin 2001).

Bl Ventikel
: ‘ Thalammns

-0.94 l
L6 ) y

-2,06
-2,54

Abbildung 8 Schematische Darstellung des Thalamus von Bregma -0,94 bis -2,54,
erstellt mit ,,The mouse brain in stereotaxic coordinates* (Paxinos und Franklin 2001)
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Die Abschiatzung und Berechnung der Neuronenzahl erfolgte gemill den Prinzipien
der Stereologie (West et al. 1991; West 2002; Schmitz und Hof 2005). Vor dem

Zihlen wurde der Genotyp der Méuse von einer anderen Person verblendet.

2.6 Immunbhistochemische Firbung der Paraffinschnitte

Die Mause wurden transkardial, durch Punktion des linken Ventrikels mit 4% PFA in
PBS perfundiert. Die Gehirne wurden vorsichtig entnommen und in der gleichen
Loésung aufbewahrt, bis sie in Paraffin eingelassen wurden. Die immunhistochemische
Autbereitung der 4um Parafinschnitte erfolgte wie bereits beschrieben (Wirths et al.
2002). Die Schnitte wurden in Xylen deparaffinisiert und in einer Reihe von
Ethanollosungen mit aufsteigender Konzentration rehydriert. Nach Behandlung mit
0,3%igem H>O,, zur Hemmung der endogenen Peroxidase, wurden die
Antigenstrukturen durch Kochen in 0.01 M Zitratpuffer pH 6,0 und anschlieBender
dreiminiitiger Inkubation in 88%iger Ameisensdure wieder reagibel gemacht.
Unspezifische Bindungsstellen wurden mit Magermilch und fetalem Kélberserum in
PBS blockiert. Zur Farbung wurden folgende Antikorper verwendet: 23850 gegen
humanes APP (zur Verfiigung gestellt von Gerd Multhaupt), ein N-terminaler Af-
Antikorper (Ab[N], IBL, Hamburg, Germany), ein Antikdrper zur Auffindung des
Aspartat an Position 1 (N1D) und ein Antikérper gegen Pyroglutamat an Position 3
(N3pE; beide Antikorper wurden zur Verfiigung gestellt von Takaomi C. Saido), G2-
10 gegen AP40 (The Genetics Company) und 4G8 (Covance). Die primédren
Antikorper wurden iiber Nacht in einem feuchten Inkubator bei Raumtemperatur
gelagert. Die sekundéren biotinylierten Antikorper (DAKO, Glostrup, Danemark)
wurden nachfolgend appliziert. Die Farbung wurde sichtbar gemacht mit der ABC-
Methode mit Hilfe des ,,Vectastain-Kit* (Vector Laboratories, Burlin-game, USA) und
Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen, welches eine rotbraune Farbe gibt.
Zusitzlich erfolgte eine kontrastgebende Farbung mit Hamatoxylin. Alle gefarbten

PS1K1 Kontrollméduse waren durchgehend negativ fiir APP and A.

2.7 Ap-load-Bestimmung

Von jedem Tier wurden fiinf Paraffinschnitte, die mindestens 25 pm voneinander
entfernt sind, gleichzeitig mit DAB als Chromogen und einer niedrigen Konzentration
4G8-Antikorper (1:10.000), um Kreuzreaktionen mit APP zu minimalisieren, geférbt.

Die relative AB-Konzentration wurde gemessen mit einem BX-51 Mikroskop mit einer
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2 Material und Methoden

DP-50 Kamera (beides von Olympus) und der Software ,,Imagel]* (NIH, USA). Die
Bilder wurden systematisch mit zehnfacher Vergroerung aufgenommen.
AnschlieBend wurden die Bilder mit ,Image]* in 8-Bit Schwarz-Weil-Bilder
umgewandelt. Fiir die Umwandlung wurde durchgehend der gleiche Grenzwert
benutzt. Es wurden folgende Parameter erhoben:

e Fldche, die von DAB angefarbt ist, in Prozent

¢ Anzahl von DAB angeférbten ,,Grains® pro mm?

e Durchschnittliche Grof3e der einzelnen DAB angefarbten ,,Grains*.

Da im Thalamus kein intraneuronales AP vorhanden ist, entsprechen die ,,Grains“ den
Plaques. Hingegen entsprechen die ,Grains“ im Frontalkortex auch den

intraneuronalen Ablagerungen.

2.8 Statistik

Die Analyse der stereologisch gewonnenen Daten erfolgte mit einer zweifaktoriellen
ANOVA-Varianzanalyse und anschlieBender Bonferroni-Korrektur. Die AB-
Pathologien wurden mit einer einfaktoriellen ANOVA-Varianzanalyse gefolgt von T-
Tests analysiert. Alle aufgefiihrten Zahlen sind Mittelwerte +Standardabweichung. Die
statistische Auswertung wurde mit dem Programm ,,GraphPad Prism“ Version 4.03

fiir Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit besteht darin, die Thalamusregion in Bezug
auf Neuronenzahl, Volumen und Ablagerungen zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser
Analyse erlangen ihre volle Bedeutung erst im Kontext der Ergebnisse einer parallel
erstellten Promotionsarbeit von Sophie Kraus, bei welcher der Frontalkortex derselben
Maiuse untersuchte wurde. Aus diesem Grund werden im nachfolgenden Abschnitt die
Ergebnisse des Thalamus und auch des Frontalkortex vorgestellt.

Des Weiteren werden auch die Ergebnisse einer spiteren Messung der AP-

Ablagerungen gezeigt, die auch zwolf Monate alte Mduse mit einbezieht.

3.1 Ap-Ablagerungen

3.1.1 Plaqueload (Fliche, die von AP bedeckt ist)
Die Plaque-Bedeckung, die mit Hilfe des 4G8-Antikorpers (gegen Ap-Peptid)

angefarbt wurde und mit einer

% plaque load Dichtemessung  durch  Software

6 quantifiziert wurde, betrug bei den

E- zwel Monate alten Tieren etwa ein
Prozent. Die sechs Monate alten

4] Tiere weisen einen Plaqueload von

3 etwa fiinf Prozent auf. Das ist eine

24 Verfiinffachung in vier
Lebensmonaten.

1- —

0

L]
2m 6m
Abbildung 9 Plaqueload im Thalamus in Prozent Fliche der Gesamtfldche bei zwei
und sechs Monate alten Méusen.

Nachfolgend wurden in einem neuen Testansatz auch zwolf Monate alte Miuse
einbezogen. Im Thalamus zeigt sich ein Plaqueload von 1,5 % der Gesamtfliche im
Alter von zwei Monaten. Die sechs Monate alten Tiere weisen einen Plaqueload von

8,5 %. Mit zwolf Monaten betrigt die bedeckte Flache 13,9 %. Der Vergleich der
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3 Ergebnisse

ersten zwei Altersgruppen zeigt einen signifikanten Unterschied mit p<0,05 und auch

der Unterschied der Altersgruppen sechs und zwolf Monate ist mit p<0,01 signifikant.

Die parallel dazu erhobenen Daten im Frontalkortex zeigen eine anfiangliche Zunahme
der Plaque-Bedeckung von 4,7% bei zwei Monaten auf 12,1% bei sechs Monaten. Der
Unterschied ist mit p<0,001 signifikant. Eine weitere Zunahme bis zum zwdlften

Lebensmonat erfolgt nicht.

Frontal Cortex Thalamus
*
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— 104 i =
= 32 10
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A_bbildung 10 Plaqueload im Thalamus und Frontalkortex in Prozent Fliche der
Gesamtflache bei zwei, sechs und zwolf Monate alten Mausen. *** P<0,001; **
P<0,01; * P<0,05

3.1.2 Anzahl der ,,Grains*
Die Messung der ,,Grains“ gibt

Grains =
pro mm? Aufschluss dariiber, ob sich im
Verlauf des Lebens der untersuchten
Maiuse die Anzahl Plaques dndert.
1000- Im Alter von zwei Monaten wurden
122 ,,Grains* pro Quadratmillimeter
gemessen. Bei den sechs Monate
500- alten Maiusen wurden 1266,6
,QGrains®“  pro  Quadratmillimeter
I———I gemessen. Das entspricht einer

0

Verzehnfachung in vier Monaten.
2m 6m

Abbildung 11 Anzahl der gemessenen ,,Grains* pro mm? im Thalamus im Alter von
zweil und sechs Monaten.
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Der nachfolgende Testansatz inklusive der zwdolf Monate alten Méuse ergab dhnliche
Zahlen fiir den Thalamus. Es findet sich eine Verelffachung der ,,Grains* zwischen
dem ersten und dritten Messzeitpunkt.

Im Frontalkortex gibt es vom ersten zum zweiten Messzeitpunkt eine Zunahme um das
2,7fache. Der Unterschied zum dritten Messzeitpunkt zeigt auch eine positive

Tendenz, ist aber nicht signifikant: p=0,075.

Frontal Cortex Thalamus
2500+ 3000+ _I*
*%k
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i = 10004
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0- 0-
2m 6m 12m 2m 6m 12m

Abbildung 12 ,,Grains* pro mm? im Thalamus und Frontalkortex bei zwei, sechs und
zwOlf Monate alten Méusen. ** P<0,01; * P<0,05

3.1.3 Grofe der ,,Grains

Die Messung der durchschnittlichen GréBe der ,,Grains* erlaubt, eine Aussage iiber
die GroBenverdnderung der AB-Ablagerungen zu treffen. Im Thalamus wurde nach

zwel Monaten Lebenszeit eine mittlere

Fliche in mm* =
300000- PlaquegroBe von 55231mm? gemessen.
Die Maiuse, die nach sechs Monaten
sl gemessen wurden, hatten bis dahin
200000 ,,arains“ entwickelt mit einer mittleren
150000+ GroBe von 301101mm?. Die angeférbten
100000- Ablagerungen haben sich innerhalb von
500004 —1 vier Monaten um den Faktor 5,5

0 ] vergrofert.

2m 6m

Abbildung 13 Durchschnittliche Gro3e in mm? der angefarbten AB-Ablagerungen im
Thalamus im Alter von zwei und sechs Monaten.

Im folgenden neuen Testansatz mit den zwolf Monate alten Miusen wurden folgende

Ergebnisse ermittelt: Die im Thalamus gemessene Verdnderung der Einzelkorngrofie
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3 Ergebnisse

weist keine Signifikanz auf. Die im Frontalkortex gemessene GroBBenverdnderung der
APB-Ablagerungen verdndert sich nicht zwischen dem ersten und zweiten
Messzeitpunkt. Zum dritten Messzeitpunkt hin findet eine signifikante (p<0,05)

Verkleinerung der Durchschnittsgrof3e statt.

Frontal Cortex Thalamus
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Abbildung 14 Durchschnittliche GroBe der angefarbten Ap-Ablagerungen im
Thalamus und Frontalkortex im Alter von zwei , sechs und zwolf Monaten.

3.2 Stereologie

Die stereologische Untersuchung des Thalamus wurde, wie in Abbildung 1
abgegrenzt, durchgefiihrt. Es werden die Daten, die im Thalamus erhoben wurden, im
Zusammenhang mit den Daten des Frontalkortex, die in einer anderen Arbeit (Kraus

SL) erhoben wurden, gezeigt.

3.2.1 Neuronenzahl
Die im Thalamus gemessene Anzahl an Neuronen weist zu keinem Messzeitpunkt

einen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen Genotypen auf.
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n
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Abbildung 15 Anzahl der Neurone im Thalamus der Méuse mit den verschiedenen
Genotypen PS1KI und APP/PS1KI im Alter von zwei, sechs und zwdélf Monaten.

Im Frontalkortex wurde bei den Maiausen mit dem Genotyp APP/PS1KI ein
Nervenzellverlust von 28 und 35% im Alter von sechs und zwolf Monaten festgestellt

(beide p<0,001). Die PS1KI-Kontrolltiere zeigen keinen Neuronenverlust.

o 4.0x10°-
3 CPS1KI
o B APP/PS1KI
O 3.0x10°4 L - -L
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» *kk -
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o
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Abbildung 16 Anzahl der Neurone im Frontalkortex der Maiause mit den
verschiedenen Genotypen PS1KI und APP/PS1KI im Alter von zwei, sechs und zwolf
Monaten.

3.2.2 Volumen

Der Vergleich der Volumina des Thalamus der beiden Genotypen, PSIKI und
APP/PSIKI, zeigt zu keinem Messzeitpunkt einen signifikanten Unterschied. Die
Volumenzunahme des Thalamus der PS1KI-Miuse um 75% von zwei zu sechs
Monaten ist Ausdruck des normalen Wachstums. Hingegen hat das Thalamusvolumen
der APP/PS1KI-Miuse im gleichen Zeitraum nur um 30% zugenommen. Der

Unterschied ist mit p<0,072 nicht signifikant.
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™

Thalamus Volume, pm
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Abbildung 17 Volumina des Thalamus der zwei verschiedenen Genotypen PS1KI und
APP/PS1KI zu den Zeitpunkten zwei, sechs und zwolf Monate.

Die Untersuchung des Frontalkortex zeigt im Vergleich der Mausgenotypen einen

signifikanten Volumenunterschied zu den Messzeitpunkten nach sechs (p<0,001) und

zwOlf (p<0,01) Monaten. Im Zeitraum von zwei zu sechs Monaten hat das

Frontalkortexvolumen der PSI1KI-Kontrollmduse um 86% zugenommen. Das

entspricht dem normalen Wachstum der jungen Méause. Die APP/PS1KI-Méuse zeigen

eine verminderte Volumenzunahme von 50% im gleichen Zeitraum.
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Abbildung 18 Volumina des Frontalkortex der zwei verschiedenen Genotypen PS1KI
und APP/PS1KI zu den Zeitpunkten zwei, sechs und zwolf Monate.
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Eine vor kurzem verdffentlichte Studie aus dem Labor, in dem auch die vorliegende
Arbeit entstand, zeigt eine Korrelation zwischen der intraneuronalen Af-
Akkumulation und dem Untergang von Neuronen im cholinergen System in dem
Mausmodell-APP/PS1KI. Dabei wurde beobachtet, dass der Neuronenuntergang sehr
wahrscheinlich an die intraneuronale AB-Dosis gekoppelt ist. So wurde ein stdrkerer
und frither beginnender Neuronenverlust in einem motorischen Kerngebiet festgestellt,
welches in stirkerem Ausmal intraneuronales AP aufwies als in einem Kerngebiet mit
weniger intraneuronalem A, das einen vergleichsweise geringeren Neuronenverlust
erlitt (Christensen et al. 2008a). Diese Ergebnisse sprechen stark fiir die Hypothese,
dass das intrazelluldre f-Amyloid einen Hauptausloser fiir die Alzheimer-Erkrankung
darstellt. Die vorliegende Arbeit ist Teil einer Untersuchung, die den Einfluss der
intraneuronalen AB-Toxizitit im Vergleich zu Plaques auf das neuronale Uberleben
analysiert. Daflir wurden zwei Hirnregionen ausgesucht, die sich, beziiglich der sich
entwickelnden Pathologien, bedeutend unterscheiden. Fiir die stereologische
Quantifikation ist der Kortex, welcher in einer anderen zeitgleich erstellten
Promotionsarbeit untersucht wurde, gewiahlt worden, weil er eine Hirnregion darstellt,
die sehr frith und in hohem Malle intraneuronales AP entwickelt und in der auch eine
Plaquebildung besteht. Im Vergleich dazu wurde der Thalamus gewihlt, dessen
stereologische Quantifikation Bestandteil dieser Promotionsarbeit ist, weil er eine
Region darstellt, in dem kein intraneuronales p-Amyloid vorkommt und nur
Plaquebildung besteht.

Im Alter von 12 Monaten weisen beide Regionen eine dhnliche Plaquebedeckung auf:
12,1% im Kortex und 13,1% im Thalamus. Obwohl es im Thalamus zu diesen
massiven Plaqueablagerungen kommt, zeigte sich bei den sechs und zwolf Monate
alten Tieren kein Neuronenverlust in den APP/PS1KI-Mausen im Vergleich zu den
PS1KI-Kontrollmédusen. Diese Beobachtung passt zu den Ergebnissen aus anderen
Studien mit AD-Mausmodellen, in denen auch keine Korrelation zwischen dem
Ausmal} der AB-Plaquepathologie und dem Ausmal} des Neuronenverlustes gefunden
wurde (Duyckaerts et al. 2008). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Plaques
keinen signifikanten Einfluss auf das neuronale Uberleben darstellen und so keine
Ursache fiir den Neuronenuntergang bei der Alzheimer-Demenz sind. Des Weiteren

wird diese Uberlegung gestiitzt durch die Ergebnisse der parallel erstellten
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Promotionsarbeit, die im Kortex derselben Méuse ermittelt wurden. Im Alter von 6
Monaten wurde ein Neuronenuntergang im Kortex von etwa 30% festgestellt, welcher
bis zum Alter von zwolf Monaten nicht signifikant zunahm. Der -einzige
offensichtliche Unterschied der beiden untersuchten Regionen war, dass im Kortex
eine starke tempordre Akkumulation von intraneuronalem AP stattfand. Aufgrund
dieser Beobachtung ist stark anzunehmen, dass die, den Plaques vorausgehenden, B-
Amyloid-Ablagerungen einen Hauptausloser fiir den Neuronenverlust im Kortex
darstellen. Dennoch ldsst sich aber nicht ausschlieBen, dass sich die thalamischen
Neurone in ihren zelluldren Eigenschaften von den kortikalen unterscheiden und so
eventuell insgesamt robuster sind. Des Weiteren wére moglich, dass das PS1-Gen
alleine bereits eine toxische Wirkung hat. Dagegen spricht, dass untersuchte
Kontrollméuse, die nur fiir PS1KI positiv waren, keinen Neuronenverlust im Verlauf
des Lebens erlitten, weder im Thalamus noch im Kortex. So lédsst sich vermuten, dass
PS1-Mutationen keinen Einfluss auf das neuronale Uberleben bei der familidiren
Alzheimer-Erkrankung haben. Lediglich in Kombination mit APP kommt es zu einem

AB-vermittelten Untergang von Neuronen.

Die Hypothese, dass das intrazelluldre B-Amyloid einen zytotoxischen Effekt auf
Neurone hat, wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass der Neuronenverlust im Alter
von sechs Monaten sichtbar wurde und gleichzeitig verringerte intraneuronale AP-
Ablagerungen gefunden wurden. So konnte es sein, dass Neurone friih viel B-Amyloid
intrazellular akkumulieren und dadurch im Alter von zwei bis vier Monaten
untergehen. Diese Uberlegung passt zu den Ergebnissen einer Untersuchung, welche
belegen, dass Neurone, die friith intrazellulires AP bilden, untergehen und die
Uberreste Ursprungsorte fiir Plaques bilden (D'Andrea et al. 2001). Weiterhin gibt es
noch andere Hypothesen fiir die Bildung von Plaques: z.B. haben dichte kompakte
Plaques im Zusammenhang mit einem hohen AP40-Vorkommen eine andere Atiologie
als die diffusen Plaques, die zum GroBteil aus der AB42-Isoform bestehen, wie in dem
hier verwendeten Mausmodell. Der transiente Charakter der intraneuronalen Ap-
Ablagerungen, die dem Neuronenverlust vorausgehen, wurde auch in anderen
Untersuchungen an APP/PS1-Miusen beschrieben (Wirths et al. 2002; Langui et al.
2004). Die Bedeutung der frithen tempordren AB-Akkumulation in den Neuronen wird
auch durch Ergebnisse von Untersuchungen an Trisomie-21-Patienten gestiitzt, die wie
auch AD-Patienten Plaques und neurofibrilldre Tangles entwickeln. Demnach werden

intraneuronale AP42-Peptid-Akkumulationen nur in den Gehirnen jlingerer Down-
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Syndrom-Patienten gefunden, die mit zunehmendem Alter weniger werden, wéhrend
die Bildung von Plaques mit dem Alter zunimmt (Gyure et al. 2001; Mori et al. 2002).
Dazukommend wird in einer weiteren Studie berichtet, dass intraneuronales AB42 nur
bei Alzheimer-Demenz-Erkrankten zu finden ist, die ein niedriges Braak-Level
aufweisen und eine kurze Erkrankungsdauer haben, und dass die intraneuronale Ap-
Immunreaktivitdt mit dem Fortschreiten der Erkrankung abnimmt (Gouras et al. 2000).
Weiterhin sprechen auch die Ergebnisse von West et al. fiir diese Hypothese. Sie
fanden heraus, dass Patienten, die noch keine AD-typischen Symptome zeigen und
sich also zeitlich vor dem Erkrankungsbeginn befinden, bereits intrazelluldre AP42-
Ablagerungen haben. Spiter mit dem Auftreten der klinischen Symptome der AD ist
die messbare intrazellulire Immunreaktivitit stark verringert, was auf den
Neuronenuntergang zurlickzufiihren ist (West et al. 2004). Demgegeniiber stehen
Ergebnisse von Wegiel et. al. Sie konnten bei Trisomie-21- und Kontrollpatienten iiber
die gesamte Lebensspanne verteilt eine positive Immunreaktivitit gegen
intraneuronales AP messen. Unter diesem Gesichtspunkt betrachtet, konnte dies

Ausdruck eines normalen Metabolismus der Neurone sein (Wegiel et al. 2007).

Die Annahme, dass das intraneuronale AP nur tempordr vorkommt, und der Beweis
dafiir, ist entscheidend fiir die Hypothese des intrazelluldr vorkommenden Af. Denn
die temporire intrazellulire Ap-Pathologie in humanem Hirngewebe von AD-
Patienten nachzuweisen, stellt ein Problem dar, weil bei Auftreten von Symptomen
bereits ein Neuronenuntergang eingetreten ist und es somit nicht mehr moglich ist,

intrazelluldres B-Amyloid darzustellen.

Insgesamt weisen die Ergebnisse dieser Arbeit, zusammen mit den Ergebnissen aus
der Promotionsarbeit, die die Untersuchung des Kortex als Aufgabe hatte, in die
Richtung, dass Plaques keinen Einfluss auf das Uberleben von Neuronen haben.
Stattdessen iiberschneidet sich eine temporiare Akkumulation von intraneuronalem B-
Amyloid mit dem Verlust von Neuronen. Es ist eher unwahrscheinlich, dass die
extrazelluldr loslichen Ap-Oligomere die festgestellten neurotoxischen Effekte
verursachen, denn sonst miissten diese Pathologien in all den Regionen zu finden sein,
in denen viele Plaques vorkommen, wie auch im Thalamus. Im Ganzen betrachtet,
passen die Ergebnisse gut zu der modifizierten B-Amyloid-Kaskaden-Hypothese,
welche besagt, dass die frithe intraneuronale Akkumulation von B-Amyloid der
Hauptpathomechanismus ist und dass die Bildung extrazelluldrer f-Amyloid-Plaques

erst spater erfolgt (Wirths et al. 2004).
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Andererseits muss beriicksichtigt werden, dass die Ergebnisse nicht direkt auf
Alzheimer-Erkrankung beim Menschen iibertragbar sind. Das untersuchte Mausmodell
beinhaltet gleich mehrere Mutationen, die beim Menschen nur einzeln anzutreffen
sind. Zudem sind die meisten Alzheimer-Erkrankungen sporadisch, bzw. nicht auf
eines der Gene, die im APP/PS1KI-Mausmodell verwendet wurden, zuriickzufiihren.
Gegen eine direkte Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen spricht auch der
Zeitraum, in dem sich die Erkrankung und ihre typischen neuropathologischen
Verdnderungen entwickeln. In dem verwendeten Mausmodell sind erste Plaques
bereits nach zwei Monaten nachweisbar und nach 12 Monaten ist ein signifikanter
Neuronenverlust zu beobachten. Beim Menschen ist die Alzheimer-Erkrankung ein
Prozess, der sich iiber Jahre bis Jahrzehnte hinziechen kann. Dariiber hinaus werden
auch nicht alle neuropathologischen Verdanderungen, die beim Menschen vorkommen,
in diesem Mausmodell imitiert. Die beim Menschen beschriebenen Tau-Pathologien

werden in dem APP/PS1KI-Mausmodell nicht beriicksichtigt.
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5 Zusammenfassung

Die Akkumulation von B-Amyloid-Plaques und neurofibrilliren Tangles, die aus
hyperphosphoryliertem  Tau-Protein  bestehen, sind typische pathologische
Verdnderungen, welche bei der Alzheimer-Erkrankung (AD) vorkommen. Die dafiir
verantwortlichen mutierten humanen Gene werden zur Erforschung in transgenen
Maiusen exprimiert, mit der Folge, dass die AD-typischen Pathologien in den
Mausgehirnen auftreten. Der Neuronenuntergang, der typisch fiir die AD ist, tritt auch
bei transgenen Madusen auf und ist von grofler Bedeutung, da in ihm die Ursache fiir
die AD-typischen Symptome, wie z.B. Gedichtnisstorungen, zu sehen ist. Dabei spielt
das AP eine entscheidende Rolle, wobei noch unklar ist, auf welche Art und Weise das
AP mit dem Neuronenuntergang zusammenhdngt. Diese Arbeit ist Teil einer
Untersuchung, welche den Einfluss von extrazelluldren B-Amyloid-Plaques im
Vergleich zu intraneuronalen A untersucht. Dazu wurde der Thalamus von
APP/PS1KI-Maéusen stereologisch untersucht, in dem Plaques vorkommen, aber kein
intraneuronales AP. Zum Vergleich wurde in einer parallel erstellten Promotionsarbeit
(verfasst von Sophie Kraus) der Kortex derselben Méuse untersucht, in dem neben
Plaques auch intraneuronales AP vorkommt. So wurde im Alter von 6 Monaten ein
Neuronenuntergang festgestellt und gleichzeitig eine verminderte intraneuronale Af-
Immunreaktivitit gemessen. Bemerkenswerterweise wurde im Thalamus kein
Neuronenuntergang festgestellt, obwohl es zu einer Plaquebildung kam, die dhnlich
stark ausgeprdgt war wie im Kortex. Folglich weisen die Ergebnisse beider
Promotionsarbeiten darauf hin, dass die extrazelluliren B-Amyloid-Plaques keinen
Einfluss auf den Untergang der Neurone haben. Eher scheint das voriibergehend
vorkommende intrazelluldre Af von Bedeutung zu sein, welches als friih eintretendes

pathologisches Zeichen ausschlaggebend fiir den Neuronenverlust sein kdnnte.
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