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Zusammenfassung

Die Alzheimer-Demenz (AD) ist eine progressive neurodegenerative Erkrankung, deren
neuropathologischen Merkmale das Auftreten von extrazelluldaren p-Amyloid (AB)
Ablagerungen, intrazellularen neurofibirillaren Tangels sowie der Verlust von Neuronen in
verschiedenen Hirnarealen sind. Die in unmittelbarer Nahe der AB-Plaques einhergehende
Mikrogliose lasst auf eine Involvierung der Mikroglia im Krankheitsverlauf schlieRen. Jedoch
bleibt die genaue Rolle der Mikroglia wahrend der AD-Pathogenese bis heute ungewiss.
Aufgrund der Fahigkeit zu Phagozytose von A aber auch einer erhdohten Sekretion an pro-
inflammatorischen Faktoren in Verbindung mit ihrer Apg-vermittelten Aktivierung konnten den
Mikroglia sowohl ein neuroprotektiver als auch neurotoxischer Beitrag auf die AD-
Pathogenese nachgewiesen werden. Zusammenfassend deutet das auf eine duale Rolle der
Mikroglia im Verlauf der Erkrankung hin.

Um die genaue Funktion der Mikroglia wahrend der AD-Progression aufzuklaren, wurde in
der vorliegenden Arbeit die mikrogliale Aktivierung in Assoziation mit der zunehmenden AB-
Pathologie in verschiedenen AD-Mausmodellen untersucht. Die vergleichende Analyse von
zwei APP/PS1-transgenen Mausinzuchtstammen zeigte nicht nur, dass die schnelle
mikrogliale Akkumulierung um die amyloiden Ablagerungen deren Wachstum in der frihen
Krankheitsphase beschrankt, sondern offenbarte auch Stamm-spezifische Unterschiede in
der mikroglialen Aktivierung. Dieser genetisch bedingte Einfluss auf die mikrogliale
Aktivierung war zusatzlich mit einer modulierenden Auswirkung auf die Ap-Pathologie
verbunden. Darluber hinaus konnte durch die Untersuchung eines konplastischen APP/PS1-
transgenen Mausmodells mit somatisch spezifischen Veranderungen in der mitochondrialen
DNA eine ATP-abhangige erhohte mikrogliale Aktivierung festgestellt werden, welche die
neuroprotektive Rolle der Mikroglia hinsichtlich Plaquebeseitigung/-abbau férderte. Die in
diesem Zusammenhang generierten knochenmarkschimaren APP/PS1-transgenen Mause,
bei denen dieselbe spezifische Variation im mitochondrialen Genom nur auf die Mikroglia
beschrankt ist, zeigten, dass nicht die intrazellulare ATP-Konzentration sondern der
umgebende zerebrale Energiegehalt eine entscheidende Rolle in der mikroglialen
Aktivierung im Verlauf der AD-Pathogenese spielt.

Zusammenfassend unterstitzen die gewonnenen Erkenntnisse die Hypothese fur einen
Wechsel des funktionellen Phanotypens der Mikroglia wahrend der AD-Progression. Eine
initial neuroprotektive Funktion der Mikroglia hinsichtlich der Plaquedegradation geht im
Verlauf der Erkrankung in eine neurotoxische mikrogliale Reaktion Uber. Da sowohl der
aufgedeckte Einfluss von genetischen Faktoren als auch vom zerebralen ATP-Gehalt auf die
mikrogliale Akkumulierung m die amyloiden Plaques mit einer veranderten Ap-Pathologie
einhergingen, ist es vorstellbar eine gezielte Mikrogliaaktivierung bei der AD-Erkrankung

therapeutisch zu nutzen.



1. Einleitung

1.1 Die Alzheimer Demenz
1.1.1 Historischer Hintergrund

Die Alzheimer Demenz (AD) ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung, auf die rund
60% aller auftretenden Demenzfalle weltweit zuriickzufiihren sind ". Sie wurde erstmals 1906
vom deutschen Psychiater, Neurologen und Neuropathologen Alois Alzheimer (1865 - 1915)
in seiner Veroffentlichung mit dem Titel ,Uber eine eigenartige Krankheit der Hirnrinde*

beschrieben 23

. Darin schilderde er den Fall seiner Patientin Auguste Deter, die 1901
aufgrund auffalliger Eifersuchtsanfalle gegen ihren Mann in die Nervenklinik Frankfurt/Main
eingeliefert wurde. Die Patientin wurde in den folgenden finf Jahren eingehend durch Alois
Alzheimer beobachtet. Er stellte bei ihr rasch zunehmende Gedachtnisschwachen,
Halluzinationen, Groélkenwahn, paranoide Ideen, Apraxie sowie Sprach- und
Verhaltensstorungen fest. Nachdem Auguste Deter im Jahre 1906 verstarb, obduzierte
Alzheimer ihr Gehirn und fand zusatzlich zu einer schweren Atrophie auch
Proteinablagerungen im gesamten zerebralen Kortex *. Sie gilt heute als erster
dokumentierter Fall der presenilen Demenz. Die heutige offizielle Benennung ,Alzheimer-
Demenz* geht auf den Psychiater Emil Kraepelin zurtick. Er hat diese Erkrankung in seinem

"Lehrbuch der Psychiatrie" von 1910 erstmals nach Alois Alzheimer benannt °.

1.1.2 Epidemiologie

Nach Herz-/Kreislauf-, Tumorerkrankungen und Schlaganfallen ist die AD inzwischen die
vierthaufigste Ursache von krankheitsbedingten Todesféllen in den westlichen Landern .
Nach gemeinsamem Schatzungen von Weltgesundheitsorganisation und Alzheimer’s
Disease International zufolge litten 2010 weltweit 23,7 Millionen Menschen an der Alzheimer
Demenz. In Deutschland leben gegenwartig mehr als 1 Million Menschen, die von der AD
betroffen sind. Jahr fiur Jahr treten fast 200.000 Neuerkrankungen auf. Deutschland liegt
damit unter allen Nationen nach der Gesamtzahl der Erkrankten auf dem flinften Platz,
libertroffen lediglich von China, den USA, Indien und Japan 2™°.

Es ist allgemein bekannt, dass das zunehmende Alter eine bedeutende Rolle bei der
Ausbildung der AD spielt. Liegt die Pravalenz bei den unter 65-jahrigen noch bei 1 zu 1000,
ist dagegen bei den (iber 65-jahrigen bereits eine Person von 20 an der AD erkrankt . Ab
den 65. Lebensjahr verdoppelt sich das Risiko von der AD betroffen zu sein alle 5,5 Jahre,
so dass schatzungsweise fast jeder Zweite (iber 90 Jahre an der Erkrankung leidet °. Obwohl
mehr Frauen als Manner von der AD betroffenen sind, gibt es jedoch keine geschlechts-

spezifische Ursache fur die Erkrankung. Der beobachtete gréBere Anteil an Frauen mit AD
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liegt in ihrer durchschnittlich héheren Lebenserwartung begrindet. Mit zunehmender
Lebensspanne erhdht sich auch die Gefahr fiir Frauen eine AD auszubilden ®.

Aufgrund der stetig zunehmenden Lebenswartung und dem damit verbundenen Anstieg der
Zahl von Uber 65-jahrigen in den Industrieldandern gehen Experten von einer enormen
Erhdhung der Alzheimer-Falle von 81 Mio. Patienten im Jahr 2040 bis zu 115 Mio. im Jahr
2050 weltweit aus ®*'". Gelingt kein Durchbruch in Prévention oder Therapie der AD, wird die
Erkrankung in naher Zukunft zu einem noch groReren sozialen und gesundheitsdkomischen
Problem als sie heute schon darstellt. Neben den psychischen sowie physischen
Belastungen der Familienangehdrigen bei lang andauernder Pflege von Betroffenen liegen
die Kosten laut Gesundheitsberichterstattung des Bundes bei circa 40.000 Euro pro AD-

Patient im Jahr.

1.1.3 Atiologie und Risikofaktoren

Bei der AD handelt es sich um eine heterogene neurodegenerative Erkrankung, die jedoch
klinisch gesehen durch einen irreversiblen fortschreitenden, unaufhaltsamen Verlust des
Gedachtnisses und weiterer kognitiver Funktionen (z.B. Orientierung, Sprache) bei den
Betroffenen gekennzeichnet ist . Nach schleichendem Beginn entwickelt sich die AD
langsam aber stetig Uber einen Zeitraum von mehreren Jahren. Die allgemeine Prognose flr
die Uberlebenszeit der Patienten betragt, nach Ausbruch der ersten klinischen Symptome,
im Durchschnitt sieben Jahre bei einer relativen groRen individuellen Variabilitat ''. Obwohl
gegenwartig Millionen Menschen weltweit an der AD leiden, ist hinsichtlich ihrer kausalen
Entstehung ist bis zum heutigen Zeitpunkt relativ wenig bekannt.

Circa 1% aller auftretenden Falle der Erkrankungen kénnen der familidren Form der AD
(FAD) zugeordnet werden. Diese Falle sind auf autosomal dominant vererbte Mutationen in
wenigstens einem von drei verschiedenen Genen zurlckzufiuhren und durch einen
friihzeitigen Krankheitsbeginn noch vor dem 65. Lebensjahr charakterisiert °. Zu den Genen
zahlen das Prasenilin 1-Gen (PS1) auf Chromosom 14, das Prasenilin 2-Gen (PS2) auf
Chromosom 1 und das Amyloid-Precursor-Protein-Gen (APP) auf Chromosom 21 in denen
Mutation bei insgesamt 404 Familien weltweit bis zum Jahr 2006 identifiziert werden
konnten. Den grofiten Anteil fir die Ausbildung einer FAD stellten dabei Mutationen im PS1-
Gens dar, die in 315 Familien diagnostiziert wurden. Die in 18 Familien beschriebenen
Mutationen des PS2-Gens waren dagegen seltener die Ursache fur die auftretenden Falle
der FAD. Mit Mutationen auf dem APP-Gen, welche in 71 Familien festgestellt wurden,

2 Tatsache ist auch, dass

waren somit rund 18% der FAD-Erkrankungen verbunden
Patienten mit Down-Syndrom, die eine zusatzliche Kopie des Chromosomens 21 besitzen,
auf dem sich auch das APP Gen befindet, fast immer eine klassische AD-Pathologie um das

50. Lebensjahr entwickeln. Dieses und die Erkenntnis, dass alle identifizierten Mutationen in
10



den benannten Genen den Metabolismus des Amyloid-Percursor-Proteins beeintrachtigen,
zeigt dass dieses Protein eine zentrale Rolle im Verlauf der AD-Pathogenese einnimmt &2,
Im Gegensatz zu der erblich bedingten FAD treten jedoch rund 99% der AD Falle sporadisch
auf und besitzen eine bis heute undefinierte Atiologie . Die sporadische Form der AD (SAD)
ist durch den Ausbruch der Erkrankung nach dem 65.Lebensjahr gekennzeichnet ™. Obwohl
der SAD keine eindeutige Ursache zu zuschreiben ist, zeigten Studien, dass sowohl
umweltbedingte als auch genetische Faktoren existieren, die das Risiko an der AD zu
erkranken, erhéhen °. Der Hauptrisikofaktor bei der Ausbildung der SAD ist bekanntlich das
steigende Alter ®. Dariiber hinaus wurden bei Patienten mit Herzkrankheiten, Bluthochdruck
und Diabetes melitus sowie bei Personen mit friheren Kopfverletzungen oder erlittenem
Schleudertrauma ein erhdhtes Risiko fir die AD festgestellt. Zusatzlich fordert nachweislich
der chronische Missbrauch von Alkohol oder Drogen die Gefahr, an AD zu erkranken 15
Neben diesen alters- und gesundheitsbedingten Einflissen gibt es auch genetische
Faktoren, die das Risiko fur den Ausbruch der AD steigern. Der Polymorphismus des
Apolipoprotein E-Gens (ApoE) auf Chromosomen 19 ist bis dato der bedeutendste
identifizierte genetische Faktor im Zusammenhang mit der sporadisch auftretenden AD. Vom
ApoE-Gen, dessen Protein eine wichtige Rolle als Cholesterin Transporter im Gehirn spielt,
gibt es drei Allele €2, €3 und ¢4, aus denen sechs verschiedene Genotypen resultieren.
Epidemiologische Studien belegten, dass das ApoE &4-Allel dosisabhangig das Risiko fur die
Ausbildung der Erkrankung erhoht '®'”. Personen mit dem g4-Allel des ApoE-Gens waren bis
zu viermal haufiger von AD betroffen als Personen mit dem &3-Allel, wobei das ApoE2 einen
entgegengesetzten Effekt zu scheinen hat und das Krankheitsrisiko vermindert '®. Die
genaue Ursache, warum ApoE4 das Risiko fur die AD-Erkrankungen erhoht, ist bis heute
jedoch nicht wirklich verstanden.

Allerdings lasst sich aus der Beziehung zwischen dem gesteigerten Krankheitsrisiko und
dem Polymorphismus des ApoE-Gens folgern, dass weitere genetische Faktoren in der AD-
Atiologie involviert sind. Obwohl genetische Analysen innerhalb von AD-Patienten Population
mehrere Kandidatengene identifizierten, sind die meisten dieser Gene umstritten, weil sie
durch andere Studien nicht belegt werden konnten oder nur einen schwachen Einfluss auf
das Risiko, eine AD zu entwickeln, hatten '®?°. Auch fiir die aussichtsreichsten Gene, die mit
der AD assoziiert zu sein schienen, konnten Merkmale wie Ausbruch und Progression der
Krankheit zwischen Individuen, die die gleiche Genmutation trugen, bedeutend variieren,
was die komplexe Natur der AD widerspiegelt ?'. Aufgrund der genetischen Heterogenitét
innerhalb der menschlichen Population ist es schwierig, potentielle, fir die Ausbildung der
AD verantwortliche Gene zu identifizieren. Die Untersuchung des beobachteten Einflusses
des genetischen Hintergrundes von AD-transgenen Tiermodellen kdnnte dazu dienen

regulierende genetische Faktoren der AD-Progression zu ermitteln und somit zur
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Identifizierung von Genmutationen, die fir die kausale Entstehung der Krankheit
verantwortlich sein kénnten, beitragen 2'.

Da das zunehmende Alter, als Hauptrisikofaktor fur die AD, mit reduzierter Energie-
produktion bei steigendem Energieumsatz sowie einer erhdhten Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies im neuronalen Gewebe einhergeht, gelangen mitochondriale Dys-
funktionen als mogliche Ursache der Erkrankung seit langerem in den Fokus der AD-
Forschung '*?%. Mitochondrien sind die Hauptenergieproduzenten der Zellen. Neben der
ATP-Produktion spielen sie eine wichtige Rolle in der Bildung von reaktiven Sauerstoff-
Spezies (ROS) sowie in der Regulation des intrinsischen Apoptose-Signalweges ?*?*. Eine
ausgeglichene Menge an ROS wird bendtigt, um deren physiologische Rolle als
Signalmolekiil in der Zelle aufrecht zu erhalten. Jedoch kann eine Uberproduktion an ROS
zu zellularen Schaden an verschiedenen Makromolekiilen, wie Proteinen, Lipiden oder
Nukleinsauren fiihren, die im Gesamten als oxidativer Stress bekannt sind. Ein Auftreten von
oxidativen Stress mit dessen Folgen wurde vermehrt in der Entwicklung sowie im Verlauf der
AD-Pathogenese beobachtet 2’ Aufgrund der hohen Aktivitit der Nervenzellen im Gehirn
sind besonders diese auf voll funktionsfahige Mitochondrien angewiesen. Bereits geringste
Stérungen im Energiemetabolismus kdénnen zum Tod der Neurone flihren, welches ein
Hauptmerkmal der AD darstellt. Im Gehirn von AD-Patienten fand man Hinweise auf eine
Dysfunktion der Mitochondrien bereits zu Zeitpunkten noch vor der Entstehung der

charakteristischen Neuropathologie der AD-Erkrankung %

. Neben einer Erhéhung von
Markern des oxidativen Stresses konnten morphologische Veranderungen der
Mitochondrien, wie z.B. eine geringere Membranfluiditat, die die Energieproduktion negativ
beeintrachtigt, aufgezeigt werden 2. Dariiber hinaus wurde in den Mitochondrien von AD-
Betroffenen eine bedeutende Reduktion der Cytochrome C-Oxidase (COX) festgestellt,
welche mit den neuronalen Gewebeschadigungen in Zusammenhang gebracht wird *'.
Angesichts dieser Erkenntnisse Iasst sich eine direkte Beziehung zwischen mitochondrialer
Funktion und AD-Erkrankung vermuten, jedoch muss noch geklart werden, ob
mitochondriale Dysfunktionen in der Entstehung der AD involviert sind oder nur eine Folge
der auftretenden Neurodegeneration darstellen.

In Anbetracht der nur wenigen Falle der FAD geht man von einer komplexen Atiologie der
sporadisch auftretenden Form der AD aus. Inzwischen besteht generell die Meinung, dass
die kausale Entstehung der SAD nicht einen einzigen Grund besitzt, sondern durch
Wechselwirkungen zwischen genetischen- sowie Umweltfaktoren bedingt ist. Neben den
beschriebenen Risikofaktoren gibt es jedoch auch Einflisse, die die Gefahr fur eine
Entwicklung der AD-Erkrankung minimieren kénnen: dazu zahlen regelmaRige Bewegung *

3

, héhere Bildung ** und gesunde Ernahrung .
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1.1.4 Neuropathologie der AD

Die AD ist eine Erkrankung des Gehirns von der hauptsachlich die Regionen des Neokortex,
des Hippocampus sowie der Amygdala betroffen sind ®. Wie fiir fast alle neurodegenerativen
Erkrankungen typisch, ist auch die AD durch den progressiven, unaufhaltsamen Niedergang
von Nervenzellenpopulationen im Kortex gekennzeichnet *>*¢. Der Zellverlust fiihrt zu einer
ausgepragten zerebralen Atrophie mit Schrumpfung der Hirnrinde und dadurch bedingter
Erweiterung der Sulci und Ventrikel, die vor allem den medialen Temporallappen mit dem

Hippocampus betrifft, gefolgt von Parietal- und Frontallappen (Abb.: 1A) 2%

. Mikroskopisch
ist die AD sowohl durch das Auftreten von extrazellularen Ablagerungen des B-Amyloid (Ap)
Proteins in Form von Ap-Plaques (Abb.: 1B) als auch durch intrazellulare neurofibrillare
Bundel (Tangles) aus hyperphosphorylierten Tau (t) Protein in Neuronen des zerebralen
Kortex charakterisiert (Abb.: 1C) *. Neben diesen gemeinsam vorkommenden Protein-
ablagerungen kommt es bei der AD gehauft zur zerebralen Amyloidangiopathie, bei der sich
extrazelluldre Ap-Peptide in BlutgefaRen akkumulieren (Abb.: 1D) *®. Des Weiteren finden
sich in der Umgebung der AB-Plaques reaktive Mikroglia, bei denen es sich um Zellen der
monozytaren Linie mit phagozytierender Funktion handelt sowie eine Proliferation von

Astrozyten *.

Abb. 1: Darstellung der charakteristischen neuropathologischen Merkmale der AD. A)
Hirnatrophie mit Abnahme der Breite der Hirnwindungen (Gyri) und Zunahme der Grofe der
Hirnfurchen (Sulci). B) extrazellulare p-Amyloid Ablagerungen (Ap-Plaques), C) intrazellulare
neurofibrillare Bundel (Tangles). D) Blutgefaflablagerungen von B-Amyloid (enthommen aus 209).
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1.1.5 Neurobiologische Grundlagen der AD

1.1.5.1 Amyloid-Ablagerungen

Die abnormale erhéhte Entstehung von extrazellularen amyloiden Ablagerungen im Gehirn
von AD-Patienten gilt als prominentes neuropathologisches Merkmal der Erkrankung.
Diese sogenannten AB-Plaques bestehen Uberwiegend aus unldslichen, im Durchmesser
6-10 mm groRen amyloiden Fibrillen, die sich aus aggregierten AB-Peptiden zusammen-
setzen “>*2. Histomorphologisch sind AB-Plaques dadurch charakterisiert, dass sich in ihrer
unmittelbaren Nahe dystrophe Dendriten und Axone sowie aktivierte Mikroglia und
proliferierende Astrozyten befinden **. Zahlreiche Studien sehen in der Bildung der Ap-
Plaques ein primares Ereignis in der pathologischen Kaskade der AD und formulierten
daraus die “Amyloid-Hypothese”. In dieser These wird davon ausgegangen, dass die
Produktion sowie Aggregation von AB-Peptiden mit dem finalen Stadium der Plaquebildung
die Ursache und nicht die Folge des Neuronensterbens im Verlauf der AD-Pathogenese

darstellt *

. Die bewiesene Toxizitdt von AB-Peptiden und ihrer Aggregate gegeniber
Nervenzellen sowie die erhdhte Freisetzung von Ap durch Zellen, die mutierte Gene der
FAD tragen als auch die Tatsache, das eine Ap-Akkumulation der Bildung von
neurofibrilldaren Blndel vorrausgeht, sind bedeutende Fakten, auf die diese Annahme
basiert *>“°.

Eine zentrale Rolle in der “Amyloid-Hypothese” nimmt das APP ein, aus dem der
Hauptbestandteil der AB-Plaques, das etwa 4 kDa groRe AB-Peptid hervorgeht *’. Das APP
gehort zu der Familie der konservierten, glykosylierten Typ | integralen Membranproteine
und wird in Saugetieren stark in den Neuronen des Gehirns exprimiert. APP ist aber auch
in Zellen der meisten anderen Gewebe zu finden ***°. Vom humanen APP existieren
mehrere Isoformen mit einer Grélke zwischen 365 und 770 Aminosauren (AS), die aufgrund
alternativen SpleiRens entstehen. Die drei Hauptvarianten des Spleilens besitzen 695 AS
(APPggs), 751 AS (APP7s51) bzw. 770 AS (APP77). APP7s5; und APP;7, enthalten im
Gegensatz zu APPggs eine Kunitz-Protease-Inhibitor (KPI)-homologe Aminosauresequenz
in der Nahe ihres N-Terminus und werden in fast allen Geweben exprimiert. Die Expression
von APPggs hingegen erfolgt vornehmlich in den Nervenzellen und stellt somit die
hauptséachliche neuronale Isoform des APPs im Menschen dar *°°". Der Grund sowie die
funktionelle Bedeutung fur das gewebsspezifische alternative Spleifen sind bis dato noch
unverstanden °2. APP in vollstandiger GroRe besteht aus drei Doménen: einer groRen N-
terminalen extrazelluldaren Doméane (ECD), die etwa 85% der gesamten Proteinmasse
ausmacht, einer einzeln durchspannenden Transmembrandoméne (TM) und einer kleinen
C-terminalen zytoplasmatischen Doméane (ICD) (Abb.: 2a) *. Das APP ist nicht nur in der
Plasmamembran, sondern auch in den Membranen des endoplasmatischen Retikulums,
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des Golgi-Apparates sowie von Endosomen und Mitochondrien nachweisbar, bei dem sich
die ECD im Lumen dieser intrazelluldren Vesikel befindet **. Die 38-43 AS lange Sequenz
des AP, aus deren Aggregate sich die amyloiden Plaques bilden, ist beginnend mit ihrem
N-terminalen Ende in der extrazellularen Domane bis hin in die Transmembrandomane
lokalisiert *°. Es gibt einige Untersuchungen, die eine Involvierung von APP in der
neuronalen Entwicklung, Synaptogenese und der synaptischen Plastizitat andeuten,
allerdings ist die exakte Funktion des APPs bis heute noch nicht vollstindig aufgeklart *-2.
Aufgrund der teilweisen Lokalisation auf der Plasmamembran und der Analogie des APPs
in der Sekundarstruktur zum Notch-Rezeptor wird dem APP auch eine Funktion als
Zelloberflachenrezeptor zugewiesen, indem es Uber Bindung von extrazellulare Liganden
an ihrer ECD, Signale Uber das C-terminales Ende in die Zelle transduziert % Darliber
hinaus wird dem APP eine zusatzliche Rolle in der Zell-Zell-Interaktionen zugesprochen, da
sich die ECD aus mehreren Unterdomanen zusammensetzt, die zum Teil mit anderen
extrazellularen Matrixmolekiillen oder Oberflaichenrezeptoren interagieren kdnnen .
Andere mit dem APP in Zusammenhang gebrachte Eigenschaften, wie synaptotrophische,
neuroprotektive- als auch neurotoxische Wirkungen, gehen auf Fragmente zurtick, die bei
der proteolytischen Prozessierung des APPs entstehen 6%,

Das APP durchlduft in seiner Entwicklung den konstitutiven sekretorischen Stoff-
wechselweg. Im Verlauf der Sekretion als auch nach Einbau in die Zielmembran wird das
APP durch Glykolysierung und Phosphorylierung posttranslational modifiziert sowie
prozessiert . Die Prozessierung des APPs kann dabei auf zwei Wegen erfolgen, die
entweder zur Bildung von nicht amyloiden Fragmenten oder zur Produktion von AB-Peptiden
filhren (Abb.: 2) *’. Im gesunden humanen Gehirn werden iiber 90% des APPs iiber den
sogenannten Weg der nicht-amyloidogenen Prozessierung verarbeitet. Bei dieser
Verstoffwechselung wird das APP endoproteolytsich durch die a-Sekretase, an der 83. AS
ausgehend vom C-Termius innerhalb der AB-Domane geschnitten. Wahrend zunachst
vermutet wurde, dass mehrere Proteasen, insbesondere die Mitglieder der Disintergrin- und
Metalloproteasen- (ADAM, engl. disintergrin and metalloprotease) Familie einschliellich
ADAM9, ADAM10 and ADAM17 als a-Sekretase fungieren kénnen, belegten kirzlich
erschienene Studien, das hauptsachlich ADAM10 die a-Sekretase Aktivitat besitzt °#°°. Die
Spaltung des APPs durch die o-Sekretase resultiert in der Freisetzung eines grof3en
I6slichen neuroprotektiv wirkenden extrazellularen Fragments (sAPPa) und einem kurzen
membrangebunden C-terminalen Fragments (C83) mit einer Lange von 83 AS. Letztere kann
in der Transmembrandomane in einem als regulierte intramembrane Proteolyse (RIP)
definierten Prozess durch die y-Sekretase gespalten werden. Dieser Schritt fuhrt zur
Generierung der intrazellularen Amyloid-Domane (AICD, engl. Amyloid Precursor Protein
intracellular domain) und eines kleinen 3kDa groRen Peptids (P3) (Abb.:2b) *. Die ACID
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steht im Zentrum eines komplexen Netzwerkes von Protein-Protein Wechselwirkungen,
dessen funktionelle Relevanz sehr umstritten ist und von Genregulation bis hin zu induzierter
Apoptose reicht °®®”. Bei der y-Sekretase, einer speziellen Aspartylprotease, handelt es sich
um ein Multienzymkomplex, bestehend aus Prasenilin 1 (PS1) oder 2 (PS2), Nicastrin, APH1
(engl. anterior pharynx defective 1) und PEN2 (engl. presenilin enhancer 2), dessen aktives
Zentrum innnerhalb der Prasenilin-Komponete lokalisiert ist ®®. Bei der nicht-
amyloidogenen Prozessierung wird aufgrund der Zerstérung der ApB-Sequenz durch die a-
Sekretase die Bildung von Ap-Peptiden und somit die Entstehung von amyloiden
Ablagerungen verhindert (Abb.: 2b) "°.

Unter pathologischen Bedingungen durchlauft der Grof3teil des APPs jedoch den alternativen
Weg der amyloidogenen Prozessierung, bei dem es zur Produktion von AB-Peptiden kommt
und damit die Grundlage fur die Entstehung der charakterischen Plaques bei der AD bildet
37 In diesem Fall wird das APP im ersten Schritt nicht durch die a-Sekretase, sondern durch
die B-Sekretase geschnitten. Die neuronale B-Sekretase, auch bezeichnet als BACE1 (engl.
beta-site APP-cleaving enzyme), ist eine Transmembran-Aspartylprotease, die das APP
exakt am N-Terminus der AB-Aminosauresequenz spaltet, was zur Sekretion eines grofien
I6slichen extrazellularen Fragments (sAPP) und eines 99 AS langen membrangebunden C-
terminalen Teils (C99) fiihrt (Abb.:2c) "2, sAPPpB besitzt genau wie das sAPPa eine
neuroprotektive Funktion, kann allerdings durch weitere enzymatische Spaltung in
Bruchstiicke umgewandelt werden, die eine Axondegeneration vermitteln kénnen "°. Das
C99 Fragment wird anschlie®end wiederum durch die y-Sekretase innerhalb der Membran
geschnitten und resultiert in diesem Fall in der Freisetzung des Ap-Peptids sowie der
wasserldslichen ACID Domane (Abb.: 2c). Aufgrund der unspezifischen Spaltung der y-
Sekretase entstehen im Verlauf der RIP heterogene Ap-Fragmente, die eine Lange von 38,
40, 42 oder 43 AS besitzen kdnnen. Unter den gebildeten AB-Peptiden ist die Variante mit 40
AS (AB4o) die haufigste. Nur rund 10% der AB-Peptide weisen eine Lange von 42 AS (AB42)
auf. Jedoch tendiert das langere und hydrophobere AB4, eher zur Bildung von Dimeren,
Oligomeren bis hin zu Fribrillen als AB4 und stellt damit die Hauptspezies der amyloiden
Plaques bei der AD dar ™.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Prozessierung des Amyloid Precursor Proteins (APP).
a) Struktur und Ausrichtung von APP in der Zellmembran, b) nicht amyloidogene Prozessierung des
APPs durch a- und y-Sekretasen ohne Bildung von AB, c) amyloidogene Prozessierung von APP

durch B- und y-Sekretasen mit der Entstehung von AB (entnommen aus "°).

In der AD-Pathologie wird zwischen zwei Plaquetypen unterschieden, den neuritischen und
den diffusen Plaques. Die neuritischen Plaques bestehen aus einem Kern aus unléslichen
aggregierten Ap-Fibrillen, der in seiner unmittelbaren Nahe mit nicht-fibrillaren Polymeren
von AB-Peptiden assoziiert ist. Neuritische Plaques stehen immer in Verbindung mit lokalen
Immunreaktionen. Im Gegensatz dazu sind in der Umgebung von diffusen Ablagerungen
keine Entzindungsreaktionen zu beobachten. Diese diffusen Plaques setzen sich
morphologisch gesehen hauptséchlich aus nicht-fibrilldren Ap-Polymeren zusammen °.
Interessanterweise zeigen sich solche diffusen amyloiden Ablagerungen auch im Gehirn

von gesunden Individuen ohne mentale Auffalligkeiten """,

1.1.5.2 Neurofibrillare Biindel

Neben den amyloiden Ablagerungen ist das Auftreten von intrazellularen Protein-
ablagerungen, die als neurofibrillaren Bindel (NTFs, engl. neurofibrillary tangles) bezeichnet
werden, das zweite klassische zytopathologische Merkmal der AD ”°. Die bei der Erkrankung
Uberwiegend in den neuronalen Zellkdérpern und Axonen des Kortex sowie des limbischen
Systems vorkommenden NFTs bestehen aus groflten nicht membrangebunden Anhaufungen
von gepaarten helikalen Proteinfilamenten (PHF, engl. paired helical filament) 8®'. Durch
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intensive Forschung konnte nachgewiesen, werden das sich die PHFs hauptsachlich aus
unléslichen, hitzestabilen Polymeren des Tau (rt)-Proteins, eines Mikrotubuli-assoziierten
Proteins zusammensetzen "°. Das Tau-Protein bildet in sich eine Gruppe von alternativ
gespleiten zytoplasmatischen Proteinen, die alle eine Mikrotubuli-Bindungsdomanen
(MTBR, engl. microtubule binding domain region) besitzen, welche entweder aus drei oder
vier Tandem-Wiederholungs-Motiven (TRM, engl. Tandem repeat motifs) besteht %2, Im
Normalfall ist das Tau beim Aufbau, der Stabilisierung sowie bei der Quervernetzung der
Mikrotubuli involviert ®'. Diese Funktionen des Tau-Proteins werden durch dessen Bindung
an die Mikrotubuli vermittelt, bei der die Phosphorylierung von bestimmten Serin- und
Theroninresten innerhalb ihrer MTBR durch spezielle Kinasen, wie z.B. der Cyclin-abhangige
Kinase 5 (CDK5) sowie der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3p), eine wichtige Rolle spielt
82,83.

In den Gehirnen von AD-Patienten kommt es jedoch in der MTBR der Tau-Proteine zu einer
unspezifischen Phosphorylierung von mehreren Serin- und Theroninresten. Diese
Hyperphosphorylierung zerstort bzw. vermindert die Affinitdt des Taus zu den Mikrotubulis
und induziert stattdessen eine Selbstaggregation der t-Proteine, die lber die Bildung von
PHFs, in der Entstehung der neurofibrilldren Biindel resultiert 3 ®°. Die damit verbundene
Neurodegeneration wird dadurch hervorgerufen, dass NFTs beinhaltende Neuronen,
aufgrund einer Vielzahl von zellularen Abnormitaten einschlie®lich der Stérung der
Autophagie, des intrazellularen Vesikeltransportes sowie der neuronalen Polaritat, absterben
86 82.

Uber das Zusammenspiel von amyloiden Ablagerungen und Tau-Aggregaten in Form von
NFTs ist bis heute nur relativ wenig bekannt. Die Tatsache, dass Mutationen im Tau-Gen zur
Bildung von NFTs aber nicht zur Entstehung von Ap-Plaques flihren, dagegen jedoch
Mutationen im APP-Gen oder den PS-Genen in der Entwicklung sowohl von Plaques als
auch NFTs resultieren, unterstitzt die “Amyloid-Hypothese”, die besagt, dass die ApB-
Pathologie der erste Schritt zur Entstehung der Alzheimer Erkrankung ist *°. Alle anderen
Erscheinungen, inklusive dem Auftreten von NFTs, sind dieser Hypothese zufolge als
sekundar anzusehen. Der Fakt, dass eine Reihe von Nicht-Alzheimer-Erkrankungen wie z.B.
Morbus Pick und die Silberkornkrankheit ausschlieRlich durch das Vorhandensein von
abnorm phosphoryliertem Tau-Proteinen gekennzeichnet sind, beweist jedoch, dass Tau-
Ablagerungen an sich fur die Entwicklung von neurodegenerativen Erkrankungen, die als

Tauopathien bezeichnet werden, ausreichend sind &2°¢.
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1.2 Mikroglia

Obwohl die Entdeckung der Mikroglia auf F. Nissl und F. Roberston zuriickzufihren ist,
wurden diese Zellen erstmals von spanischen Neuroanatomen Pio del Rio-Hortega im Detail
untersucht. Mit seiner 1932 verdffentlichen Studie gilt er heute als ,Vater der Mikroglia-
Biologie“. Viele seiner Erkenntnisse Uber Ursprung, Morphologie und Funktion der Mikroglia
sind heute noch relevant und dienen als Grundlage fiir weitere Untersuchungen 2.

Mikroglia sind die residenten Gewebsmakrophagen des zentralen Nervensystems (ZNS). Sie
machen circa 10-15% der gesamten Zellpopulation des ZNS aus und gehdren wie
Astrozyten und Oligodendrozyten zu den Gliazelltypen ®°. Im ZNS sind Mikroglia an der
Aufrechterhaltung der Gewebshomoostase beteiligt und spielen als immunokompente und

phagozytierende Zellen eine wichtige Rolle bei Verletzungen und Erkrankungen %.

1.2.1 Ursprung und Entwicklung

Trotz intensiver Forschung war der Ursprung der Mikroglia Gegenstand kontroverser
Diskussionen in den letzten Jahrzehnten. Mittlerweile besteht jedoch ein allgemeiner
Konsens, dass Mikroglia, im Gegensatz zum neuroektodermalen Ursprung von Astrozyten
und Oligodendrozyten, aus Vorlauferzellen des mesodermalen (myelodien) Gewebes
hervorgehen, die das ZNS wahrend der Entwicklung infiltrieren %.

Die Besiedlung des ZNS mit Mikroglia erfolgt dabei in zwei Phasen °'. In der ersten Phase,
im Verlauf der embryonalen Entwicklung, gelangen mikrogliale Vorlauferzellen des
Dottersacks in das sich entwickelnde ZNS und differenzieren dort zu Mikroglia 2. In der
zweiten Phase, wahrend der friilhen postnatalen Periode, wandern Monozyten, die im
Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen (HSCs) gebildet wurden, Uber das
Blutsystem in das zentrale Nervensystem ein, wo sie eine Differenzierung zu Mikroglia
durchlaufen %

Zu Beginn der Differenzierung haben alle eingewanderten Mikroglia eine amdboide Gestalt
mit nahezu keinen Zellauslaufern. Mit dieser lediglich mit wenig und kurzen Fortsatzen
ausgestatten Form sind sie in der Lage, sich frei im neuronalen Gewebe zu bewegen %.
Zusatzlich besitzen Mikroglia in dieser Phase ihrer Entwicklung die Fahigkeit zur
Phagozytose, aufgrund der sie eine wichtige Rolle wahrend der Entwicklung des Gehirns
spielen, indem sie die durch programmierten Zelltod selektierte Nervenzellen entfernen %,
Nachdem die freibeweglichen amdboiden Mikroglia ihre finale Position im ZNS erreicht
haben, verandern sie ihre Morphologie. Der Zellkbper wird stark zu einer bipolaren Form
reduziert. Es kommt zur Ausbildung von weit verzweigten Zellauslaufern, die sich Gber ein
Gebiet von bis zu 100 pm erstrecken koénnen ¥. Dabei nehmen einige dieser

Zellverzweigungen direkten Kontakt mit umliegenden Neuronen, Astrozyten und Blutgefalen
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auf ®. Durch diesen Entwicklungsschritt verlieren die Mikroglia ihre migratorische sowie
phagozytierende Eigenschaft und werden als ,ruhende” Mikroglia bezeichnet. In vitro Studien
haben gezeigt, dass die Umwandlung von amdéboiden zu ruhenden Mikroglia durch von
Astrozyten abgegeben Zytokinen, wie dem transformierenden Wachstumsfaktor f (TGF-g,
engl. transforming growth factor-), dem Makrophagenkolonien-stimulierender Faktor (M-
CSF, engl. macrophage colony-stimulating factor) und dem Granolozyten/Makrophagen-
stimulierenden Faktor (GM-CSF, engl. granulocyte/macrophage colony-stimulating factor),

% Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass einer Astrozyten-

ausgelost werden kann
Mikroglia-Interaktion eine wichtige Rolle in der Mikroglia-Biologie zukommt.

Am Ende der Entwicklung sind somit alle Regionen des ZNS inklusive des Gehirns mit
ruhenden Mikroglia besiedelt. Die Aufrechterhaltung einer stabilen Mikrogliapopulation erfolgt
im adulten ZNS durch intrinsische Proliferation und durch die Einwanderung von
zirkulierenden Blutmonozyten aus dem Knochenmark %%. Im gesunden, erwachsenen
Gehirn ist die ,Turnover (Austauschs-) Rate von Mikroglia allerdings so sehr gering, dass
die Erneuerung durch eingewanderten Monozyten nahezu vernachlassigbar ist ®. Unter
pathologischen Bedingungen jedoch kann es zu einem massiven Eindringen von
knochenmarksabgeleiteten Monozyten kommen, die einen gro3en Teil der Mikroglia im ZNS

ersetzen %107,

1.2.2 Funktion

Im gesunden adulten ZNS, einschliel3lich des Gehirns, sind ruhende Mikroglia gleichmafig
verteilt. Dieser in seiner Morphologie weit verzweigte Phanotyp der Mikroglia weist nur eine
begrenzte Expression von Molekilen auf, die mit der allgemeinen Makrophagenfunktion
assoziiert sind *°. Im Gegensatz zu ihrer Bezeichnung sind ruhende Mirkoglia jedoch nicht
untatig. Untersuchungen basierend auf der in vivo 2-Photonen-Mikroskopie zeigten, dass die
Zellverzweigungen der ruhenden Mikroglia sehr beweglich sind. Durch diese Mobilitat in
ihren Verzweigungen scannen die ruhenden Mirkoglia standig ihre Umgebung und
Ubernehmen die Uberwachung der Gewebehomdostase. Dabei kontrollieren sie,
ausgestattet mit einer Vielzahl an Oberflachenrezeptoren, Konzentrationsdnderungen von
endogenen Substanzen, welche von benachbarten Astrozyten und Neuronen ausgeschittet
werden, sowie das Vorhandensein von exogenen Stoffen %. Zuséatzlich zur
Homdostaselberwachung produzieren die ruhendenden Mikroglia diversere neurotrophe
Faktoren, wie z.B. Interleukin-1 (IL-1) und IL-3 und den Nervenwachstumsfaktor (NGF, engl.
nerve growth factor) und unterstiitzen dadurch die umliegenden Neurone *'%,

Unter pathologischen Bedingungen, wie Verletzung und Infektion des ZNS durch Viren,

Bakterien oder Pilze sowie bei Erkrankungen, Schlaganfallen und Tumoren, registrieren die
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ruhenden Mikroglia eine gestdorte Gewebehomoéstase und werden aktiviert. Im Verlauf der
Aktivierung unterlaufen ruhende Mikroglia, eine dramatische morphologische Veranderung.
Die weit verzweigten Zellfortsatze werden stark reduziert und es kommt zu einer
VergroRerung des Zellsomas bis hin zu einer améboiden Form ''. Zusatzlich erfolgt die
Expression von weiteren Zelloberflachenrezeptoren und einer Reihe von Effektormolekilen,
die mit typischen Funktionen von Makrophagen einschliellich der Phagozytoseaktivitat
verbunden sind. Durch diese Veradnderungen in Morphologie, Genexpression und
funktionellen Phanotyp kénnen die Mikroglia spezifisch auf die jeweilige pathologische
Situation reagieren. Im aktivierten Zustand sind Mikroglia wiederum mobil und bewegen sich
chemotaxisch gesteuert in Richtung Lasion oder Infektionsherd 2. Es wird vermutet, dass
dabei extrazellulares Adenosintriphosphat (ATP) durch verletzte Astrozyten und Neurone
abgegeben wird und damit eine wichtige Rolle als chemotaxisischer Gradient in der
Bewegung der Mikroglia spielt '®*'%*. Zum Ort des pathologischen Geschehens migrierte
Mikroglia kénnen eine Vielzahl von MalRnahmen einleiten, um weitere Schaden zu
begrenzen und zur Wiederherstellung der normalen Gewebehomoostase beizutragen. Dabei
sind aktivierte Mikroglia zur Proliferation fahig. Der Vorgang, der die lokale Mikrogliadichte an
der Verletzung bzw. Infektion erhdht, wird als reaktive Mikrogliose bezeichnet %2
Entsprechend den Makrophagen des Immunsystems sind angeregte Mikroglia in der Lage,
Infektionserreger, beschadigte und tote Zelle sowie zelluldren Abfall zu phagozytieren '%.
Weiterhin kdnnen aktivierte Mikroglia proinflammatorische Mediatoren, wie Zytokine, reaktive
Sauerstoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen species), Komplementfaktoren, freie Radikale
oder Stickstoffmonoxid (NO) freisetzen, die eine Entziindungsreaktion ausldsen '%.
Zusatzlich besitzen aktivierte Mikroglia, durch die Expression des
Haupthistokompatibilitditskomplexes I (MHC, engl. major histocompatibility complex) eine
weitere Funktion als antigenprasentierende Zelle, die zur Aktvierung von T-Lymphozyten
fihren kann ', Zu den mikroglialen Funktionen im aktivierten Zustand gehéren auRerdem
die Produktion sowie Freisetzung von neurotrophischen und anti-inflammatorischen
Faktoren, die der Unterstiitzung von gefahrdenden Neuronen dienen '%%'%°,

Nach erfolgreicher Bekampfung der akuten Gewebeschadigung und Herstellung der
normalen Homoostase im ZNS reduziert sich die Anzahl der aktivierten Mikroglia durch
Apoptose bzw. durch Einwanderung in das Blutsystem. Die ubriggebliebenen Mikroglia
kehren in ihre ruhende Form =zurick und Ubernehmen wiederum die Aufgabe der

Homdostaseliberwachung %.

Bei chronischen Erkrankungen des ZNS, wie z.B. bei
neurodegenerativen Erkrankungen, sind die Mikroglia jedoch dauerhaft aktiviert.
Zunehmende Befunde deuten darauf hin, dass diese kontinuierliche Stimulation der Mikroglia
zu den auftretenden neuro-inflammatorischen Prozessen im Verlauf dieser Erkrankungen
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beitragen . Dennoch ist die genaue Rolle der Mikroglia im Krankheitsverlauf von
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neurodegenerativen Erkrankungen wie die Alzheimer-Demenz (AD) und der Parkinson

Erkrankung (PD, engl. Parkinson’s disease) unklar und soll Gegenstand dieser Arbeit sein.

1.2.3 Aktivierung von Mikroglia

Das ZNS ist ein spezialisiertes Gewebe und gehort zu den immunprivilegierten Organen, das
sich gegen potentiell schadliche Folgen einer Immunreaktion selbst schiitzt '''. Aus diesem
Grund ist die Aktivierung von Mikroglia, als Immunzellen des ZNS, ein hoch gesteuerter
Prozess '®. Viele Molekiile und veranderte Bedingungen kénnen die Transformation von
ruhenden zu aktivierten Mikroglia auslosen. Diese haben alle gemeinsam, dass sie eine
Bedrohung fir die strukturelle und funktionelle Integritat des ZNS darstellen.

Mikroglia sind in der Lage, eine breite Palette von Zeichen fir die Stérung der
Gewebshomootase, unabhangig von ihrer biochemischen Natur (Peptide, Lipoproteine,
Glykolipide, Nukleotide) oder ihren pathophysiologischen Auswirkungen, zu erkennen. Dabei
beruht die mikrogliale Reaktionsfahigkeit auf zwei unterschiedlichen Aktivierungsprinzipien.
Zum einem kann die Aktivierung von ruhenden Mikroglia durch die Bindung eines
spezifischen Liganden an die zahlreich auf ihrer Zelloberflache befindlichen Rezeptoren
erfolgen . Auf diesem Wege registrieren Mikroglia plétzlich auftretende Faktoren, die in der
Regel nicht im ZNS vorhanden sind (z.B. mikrobielle Strukturen) oder Substanzen, die in
kritischen Konzentrationen vorkommen (z.B. intrazelluldre Bestandteile) und werden
daraufhin aktiviert. Ebenso |6st das Auftreten von Stoffen in abnormaler Form (z.B.
Proteinaggregate) eine Aktivierung der Mikroglia aus "**'"*. Auf der anderen Seite werden
ruhende Mikroglia aber auch durch Zerstérung von Kkonstitutiven Ligand-Rezeptor-
Verbindungen, wie z.B. des CD200-CD200R oder des CX3CL1-CX3CR1, die aufgrund des
engen Kontaktes von einigen ihrer Zellauslaufern mit benachbarten Neuronen und

115116 Diesen durch

Astrozyten bestehen, in einen aktivierten Zustand versetzt
Beeintrachtigung der neuronalen oder astrozytaren Integritdt ausgeldsten Aktivierungs-
mechanismus durchlaufen Mikroglia in Unabhangigkeit von der Art des pathologischen
Einflusses *°. Auf Grundlage dieser beiden unterschiedlichen Prinzipien der Aktivierung sind
Mikroglia fahig, auf bekannte und unbekannte Faktoren der Homdostase-Stérung zu
reagieren.

Die beschreibenden Aktivierungsprozesse resultieren aber nicht in einer vordefinierten
mikroglialen Reaktion, sondern sind, in Abhéangigkeit der pathologischen Auswirkung,
zeitliche und raumlich gut abgestimmte Ausbildungen von unterschiedlichen funktionellen
Phanotypen der Mikroglia . Die mikrogliale Aktvierung ist daher eher als eine Veranderung
des Funktionspektrums als eine Aktivierung nach dem ,Alles oder nichts“-Prinzip anzusehen.
Beim plotzlichen Auftreten von Aktivierungssignalen oder dem Verlust von konstitutiven

Ligand-Rezeptoren-Verbindungen werden die ruhenden Mikroglia in einen alarmierten
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Zustand versetzt, in welchem sie die Signale auf ihren pathologischen Kontext hin
interpretieren und in eine initiale Reaktion ihrerseits umwandeln. Im Falle von winzigen
vaskuldren oder neuronalen Beschadigungen produzieren Mikroglia hauptsachlich
neurotrophische Substanzen zum Schutz des gefahrdenden Areals. Uber solche lokal
begrenzten und vorribergehenden Tatigkeiten von Mikroglia, die zahlreich im gesunden ZNS
vorkommen und zur allgemeinen mikroglialen Funktion gehoren, ist jedoch bis heute wenig
bekannt '%. Starkere Beeintrachtigungen der ZNS-Homdostase, wie z.B. bei Infektionen oder
grolReren Verletzungen, lésen dagegen weitaus dramatischere Veranderungen im
funktionellen Phanotyp der Mikroglia aus. Je nach Art der pathologischen Situation entstehen
verschiedene reaktive Phanotypen von Mikroglia, die sich sowohl auf Transkriptionsebene
als auch in der Sekretion von Subtanzen (z.B. Zytokinen, Chemokinen, ROS) und in ihrer
Phagozytoseaktivitdt unterscheiden kénnen *. Im Verlauf einer mikroglialen Antwort kann
sich jedoch jederzeit der funktionelle Phanotyp von Mikroglia andern. Dieser Wechsel in den
Aktivitaten wird durch die Beseitigung der pathologischen Bedingung hervorgerufen oder
durch Signale vom benachbarten Neuronen und Astrozyten sowie in das ZNS
eingewanderten Immunzellen gesteuert. Dadurch kdonnen Mikroglia, die in ihrer ersten
Reaktion der Verteidigung des Gewebes, z.B. durch Freisetzung von pro-inflammatorsichen
Stoffe dienen, in Mirkroglia mit neuroprotektiven Eigenschaften umgewandelt werden (Abb.:
3) . Bei chronischen pathologischen Szenarien, wie z.B. neurodegenerativen Erkrankungen
oder Tumoren, sind Mikroglia Gber einen anhaltenden Zeitraum hohst reaktiv, dass heift sie
sezernieren Substanzen, die eine Entzindungsreaktion bis hin zur Aktivierung von
Lymphozyten auslésen '’. Allerdings deuten geniigend Beweise daraufhin, dass diese
vollstandig aktivierten Mikroglia aufgrund der Freisetzung von reaktiven Spezies wie ROS,
Sickstoffmonoxid (NO) und dem Tumor-Nekrose-Faktor o (TNFa) eine neurotoxische
Wirkung auf das umliegende Gewebe haben kénnten "'*'"". Wie genau dieser funktionelle
Phanotyp der aktivierten Mikroglia mit Gewebeschadigung und Funktionsbeeintrachtigung
des ZNS korreliert, ist jedoch ungeklart.

Obwohl noch eine Vielzahl an Forschung Uber die mikrogliale Aktivierung und dessen Folgen
erforderlich ist, weis man noch weniger Uber die Mikroglia in der unmittelbaren Zeit nach
erfolgreicher Wiederherstellung der normalen Homobostase. Wahrend einige aktivierte
Mikroglia absterben oder in das Blutsystem auswandern, gelangen andere in die
charakteristische Form von ruhenden Mikroglia zuriick. Dabei wird vermutet, dass ein Teil
dieser Mikroglia nicht komplett in den naiven Zustand zurtckkehrt und feine Veranderungen
in der Transkriptionsaktivitat beibehalten. Sie werden als postaktivierte Mikroglia bezeichnet,
die eine hdhere Sensitivitat gegenlber Aktivierungssignalen haben und eine geanderte

Funktionalitat auf eine nachfolgende Stimulation zeigen (Abb.: 3) %.
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Abb. 3: Mikrogliale Aktivitatsstadien wahrend der Aktivierung. Die ruhende Mikroglia Uberprift
konstant ihre Umgebung auf exogene und endogene Signale, die eine Bedrohung fur die Gewebs-
homodstase darstellen kdnnten. Das plétzliches Auftreten von aktivierenden Signalen oder der Verlust
von konstitutiv hemmenden Verbindungen resultiert in einer Aktivierung der ruhenden Mikroglia. In
Abhangigkeit vom pathologischen Reiz kann es zur Ausbildung verschiedener mikroglialer reaktiver
Phanotypen kommen. Zusatzliche Signale von z.B. Astrozyten oder Nervenzellen kdnnen jedoch eine
Umwandlung des reaktiven mikroglialen Phanotypes bewirken. Nach erfolgreicher Bekampfung der
pathologischen Bedingung kénnen Mikroglia in den naiven Ruhezustand zuriickkehren. Ein Teil der
Mikroglia bleibt jedoch postaktiviert. Diese Mikroglia sind dadurch gekennzeichnet, dass sie bei
wiederkehrenden pathologischen Stimulis eine verdnderte Reaktionsfahigkeit zeigen (entnommen

aus 102).
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1.2.4 Phagozytose von Mikroglia

Mikroglia, als residente Gewebemakrophagen des ZNS, sind Teil des angeborenen
Immunsystems und besitzen die Fahigkeit zur Phagozytose. Sie werden daher auch als
Fresszellen des Gehirns bezeichnet. Die phagozytierende Funktion der Mikroglia spielt
sowohl wahrend der Entwicklung als auch bei krankhaften Ereignissen im ZNS eine wichtige
Rolle. Im Verlauf der embryonalen und friihen postnatalen Phase, im Zuge der normalen
Entwicklung des Gehirns, entfernen Mikroglia eine grofle Anzahl von auftretenden
apoptotischen Neuronen und sind in der Eliminierung von ungewollt ausgebildeten Synapsen

involviert 1®11°

. Unter pathologischen Bedingungen, in ihrem aktivierten Zustand, sind
Mikroglia in der Lage, Krankheitserreger, apoptosiche Zellen sowie zellularen Abfall zu
umschlieRen und zu phagozytieren '®. Aus diesem Grund stellt die Phagozytosefahigkeit
von Mikroglia eine ihrer wichtigsten Funktionen dar, um das ZNS vor eindringenden
Pathogen und Gewebsverletzung zu schitzen.

Die mikrogliale Phagozytose ist ein streng koordinierter Prozess, der hauptsachlich durch
Signale gesteuert wird, die Mikroglia aus ihrer Umgebung erhalten. Mikroglia exprimieren auf
ihrer Zelloberflache verschiedene Arten von Rezeptoren, die entweder an der Phagozytose
von pathogenen Organismen oder an der Beseitigung von apoptotischen Zellen bzw.
Zelltrummern beteiligt sind. Durch Aktivierung der Rezeptoren wird den Mikroglia signalisiert,
ihre phagozytosische Tatigkeit aufzunehmen. Die meisten mikrobiellen Krankheitserreger
werden von Mikroglia Uber Toll-dhnliche Rezeptoren (TLRs, engl. toll-like receptors),
Komplementrezeptoren (CRs, engl. complement receptors), Fc-Rezeptoren (FcRS) und
Fresszellen-Rezeptoren (SRs, engl. scavanger receptors) erkannt . Dabei ist die
mikrogliale Phagozytose von pathogenen Mikroorganismen immer mit der Freisetzung von
pro-inflammatorischen Mediatoren wie TNFa und Stickstoffmonoxid-Synthase-2 (NOS-2,

engl. nitric oxide synthase-2) verbunden '?"'%2

, was die Rekrutierung von peripheren
Immunzellen und weiteren reaktiven Mikroglia ausldst ', Im Gegensatz dazu sezernieren
Mikroglia bei der Phagozytose von apoptotsichen Zellen und zellularen Trimmern, wie z.B.
Myelinabfall, anti-inflammatorische Substanzen (Abb.: 4) ' Die Beseitigung von
absterbenden Zellen bzw. Zellresten erfolgt dabei mit Hilfe von Phosphatidylserin- (PtdSer)
erkennenden Rezeptoren wie dem T-Zell-immunglobulin Mucin 4 (TIM-4). In der gesunden
Zelle ist PtdSer im Inneren der Plasmamembran lokalisiert. Beim Absterben der Zelle kommt
es zur Umlagerung des PtdSer auf die Aullenseite der Plasmamembran, das von den
mikroglialen TIM-4-Rezeptoren erkannt wird und den Phagozytosevorgang auslést '%. Ein
anderer Rezeptor, der auch an der Phagozytose in Verbindung mit der Freisetzung von anti-
inflammatorischen Stoffen verbunden ist, ist der purinerge Rezeptor P2Y6 '%. Daher scheint

ATP und deren Analoge, abgegeben durch beschadigte Neuronen oder Astrozyten, ein
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wichtiger Faktor in der Ausldésung und Modulation der mikroglialen Phagozytose zu sein '%*
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Abb. 4: Mikrogliale Phagozytose. Mikroglia exprimieren unterschiedliche Klassen von
phagozytoischen Rezeptoren, die entweder eine pro- oder anti-inflammatorische Antwort vermitteln.
Mikroglia erkennen spezifische strukturelle Muster der meisten mikrobiellen Pathogene Uber ihre Toll-
ahnlichen Rezeptoren (TLRs), Komplementrezeptoren (CRs), Fc-Rezeptoren (FcRS) oder
Fresszellen-Rezeptoren (SRs), deren Stimulierung zur Freisetzung von pro-inflammatorischen
Zytokinen fuhrt. Dagegen erkennen Mikroglia apoptische Zellen an den PtdSer auf deren Oberflache
Uber ihre TIM-4-Rezeptoren und phagozytieren diese Zellen mit Unterstitzung von zusatzlichen

Rezeptoren (P2Y6 and TREMZ2.). Die Phagozytose von apoptotischen Zellen induziert eine

Freisetzung von anti-inflammatorischen Zytokinen. (enthommen aus 120)

Zusatzlich konnte durch viele Studien gezeigt werden, dass es mehrere Faktoren gibt, die
die mikrogliale Phagozytoseaktivitdt beeinflussen kdnnen. So fuhrt beispielsweise die
Inhibition von Chloridkanalen in den Mikroglia zur Verminderung ihrer phagozytosischen
Leistung. Dies lasst vermuten, dass der intrazellulare Chloridspiegel eine wichtige Rolle in
mikroglialen Phagozytoseaktivitat spielt '°. In Zellkulturexperimenten konnte auRerdem
nachgewiesenen werden, dass sowohl der von Gliazellen stammende neurotrophe Faktor
(GDNF, engl. glial cell line-derived neurotrophic factor ) als auch der M-CSF imstande sind,

130131 Des Weiteren ist

die Phagozytosekapazitat von Mikroglia hoch zu regulieren
beschreiben, dass die Opsonierung der zu entfernenden Substrate mit dem Komplement-
faktor C1q die mikrogliale Phagozytose um das zwei- bis vierfache steigert ',

Neben der Rezeptor-vermittelten Phagozytose sind Mikroglia auch in der Lage, eine andere

Form der Endozytose durchzufiihren. Mit diesem als Makropinozytose bezeichneten Prozess
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kénnen Mikroglia Flussigkeitstropfen mit darin gelésten Substanzen, wie z.B. Proteinen, aus
dem extrazellularen Raum in ihr Zellinnere aufnehmen "%,

Da Mikroglia bei akuten und chronischen Erkrankungen die erste Verteidigungslinie des ZNS
darstellen und eine ihrer wichtigsten Funktion in der Beseitigung von Pathogen sowie
apoptotischen Zellen besteht, ist die Identifikation von madglichen Faktoren, die die
mikrogliale Phagozytoseaktivitat regulieren, von grofer Bedeutung. Die Erforschung dieser
kénnte neue Perspektiven fur Therapienansatze zur Behandlung von akuten ZNS-Lasionen

sowie neurodegenerativen Krankheiten &ffnen.

1.3 Mikroglia und Alzheimer-Demenz

Von einer Beteiligung der Mikroglia im Verlauf der AD wird allgemein ausgegangen. Diese
Ansicht resultiert aus zahlreichen Untersuchungen, die das Vorhandensein von aktivierten
Mikroglia in der ndheren Umgebung der amyloiden Plaques in AD-Patienten als auch in

39,133

transgenen Tiermodellen demonstrierten Fir eine mikrogliale Involvierung im

Krankheitsverlauf sprechen auflerdem in vitro Studien, die gezeigt haben, dass AB-Peptide,
die Hauptbestandteile der amyloiden Plaques, in der Lage sind, Mikroglia zu aktivieren "'"'%.
Jedoch bleibt die prazise Rolle der Mikroglia wahrend der AD-Pathogenese, trotz intensiver
Forschung, bis heute ungeklart. Hypothesen mit Hinblick auf eine potenzielle neuroprotektive
Rolle der Mikroglia in Verbindung mit der Plaquebeseitigung bzw. im Plaqueabbau sind
mogliche  schadliche inflammatorische Effekte  hervorgerufen durch  Mikroglia
gegeniibergestellt 3°1%°,

In vivo-Studien mit Hilfe der 2-Photonen-Mikroskopie an transgenen Mausmodellen der
zerebralen B-Amyloidosis belegen, dass neugebildete Ap-Plaques innerhalb von ein bis zwei
Tagen von aktivierten Mikroglia umgeben sind "*®. Es wird vermutet, dass diese schnelle
Reaktion residenter Mikroglia zwar nicht zur Beseitigung der neu entstandenen amyloiden
Ablagerungen fuhrt, jedoch eine Rolle in der anfangs beobachteten gleichbleibenden Groflie
der Plaques nach ihrer Bildung spielt . Mit Voranschreiten der Krankheit erhoht sich die
Anzahl der Plaque-assoziierten Mikroglia in einer konstanten Art und Weise (2-3 Mikroglia
pro Plaque pro Monat in Mausen) bis zu einem Maximum in Bezug auf die jeweilige
PlaquegroRe "*®. Dabei konnte durch eine Langzeitstudie gezeigt werden, dass sich, neben
der Mehrzahl der Plaques mit einer relativ konstant bleibenden GréRe, die Grofe von
einigen Plaques in Abhangigkeit zum Volumen der assoziierten Mikroglia Uber die Zeit
andert. Wachsende Plaques wiesen eine geringe mikrogliale Bedeckung auf, wohingegen
kleiner werdende Plaques mit einem grof3en Volumen von aktivierten Mikroglia umgeben
waren %%, Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Mikroglia das Wachstum der Ap-

Plaques einschranken und sogar teilweise zur Reduktion der PlaquegrofRe fahig sind. Das
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Mikroglia dazu in der Lage sind, AB zu phagozytieren, wurde in zahlreichen in vitro-

Untersuchungen nachgewiesen '

. Neben der Makropinozytose, mit der Mikroglia
I6sliches AB aus ihrer Umgebung entfernen 2, bilden Mikroglia Rezeptoren wie z.B. CD36,
CD47 und den alpha6beta1-Integrinrezeptor aus, die sie zur Phagozytose von fibrillaren Ap
befahigt . Ein weiterer Hinweis, der die neuroprotektive Funktion der Mikroglia hinsichtlich
der Einschrankung des Plagquewachstums und der Beseitigung der Ap-Anreicherung
unterstitzt, ist die Tatsache, das Mikroglia AB-abbauenden Enzyme, wie Neprilysin (NEP)
und dem Insulin-degradierende Enzym (IDE) exprimieren sowie freisetzen kénnen'*'*. |m
Gegensatz dazu zeigte jedoch eine zwei- bzw. vierwdchige Ablation von residenten Mikroglia
in einem transgenen AD-Mausmodell keinen offensichtlichen Effekt sowohl auf die
PlaquegréRe als auch auf die Konzentrationen von A4, im murinen Gehirn '*°. Studien an
knochenmarkchimaren AD-Mausen demonstrierten allerdings eine massive Infiltration von
Blutmonozyten in das Hirngewebe und belegten, dass die meisten Plaque-assoziierten
Mikroglia von den neu eingewanderten Monozyten des blutbildenden Systems abgeleitet
waren % Die Erkenntnisse im Zusammenhang mit der fehlenden Auswirkung bei der
Ablation der intrinsischen Mikroglia auf die Plagueformation lassen darauf schlie3en, dass
die von Knochenmark abgleitenden neu rekrutierten mikroglialen Zellen und nicht die im
neuronalen Gewebe residenten Mikroglia fir die Inhibition des Plaquewachstums bzw. der
teilweisen Reduzierung der PlaquegdRe verantwortlich sind '*®'*°. Diese Hypothese wird
unterstitzt durch Untersuchungen, die eine unterschiedliche Phagozytosefahigkeit von
Mikroglia und Makrophagen fur Ap-Peptide darlegen. Das mikrogliale Lysosomen ist weniger
sauer als das von Makrophagenzelllinien, wodurch der Abbau von fribrillaren Ap
nachweislich beeintrachtigt wird '°. Dies kénnte zur Folge haben, dass die residenten
Mikroglia weniger AP aufnehmen, im Gegensatz zu den neu, aus eingewanderten
Blutmonozyten, differenzierten Mikroglia, die in ihrer Entwicklung den Makrophagen des
angeborenen Immunsystems noch sehr nahestehen. Neben der potenziellen Bedeutung der
Mikroglia hinsichtlich der Begrenzung des Plaquewachstums und im Plaqueabbau ist die
nachgewiesene mikrogliale Sezernierung von neurotrophen Faktoren, wie z. B. GDNF, ein
zusatzlicher Hinweis fur eine neuroprotektive Rolle der Mikroglia wahrend der AD-
Pathogenese ™"

Anderseits stehen Mikroglia in Verdacht, durch die von ihnen induzierten inflammatorischen
Effekte, fir die neuronalen Schaden im Krankheitsverlauf der AD verantwortlich zu sein.
Diese potenziell neurotoxische Rolle wird durch Zellkulturexperimente gestlitzt, die zeigten,
dass Mikroglia auf die Stimulation mit AB-Peptiden mit der Produktion von groRen Mengen
an pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-18, TNF-a sowie IL-6, reagieren ''"'** Die
Uberproduktion dieser Zytokine ist in der Lage, eine Entziindungsreaktion mit nachweislich

schadlichem Einfluss auf Nervenzellen auszulésen "*. Aufgrund der dauerhaften Aktivierung
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der Mikroglia durch die konstitutive Assoziation mit den amyloiden Ablagerungen kommt es
demnach im Verlauf der AD zur einer chronischen Entziindungsreaktion im Hirngewebe,
welche zu dem charakteristischen massiven Neuronensterben beitragen kann. Die gezeigte
Verbesserung kognitiver Funktionen in Folge einer Unterdrickung der mikroglialen
Entzindungsreaktion durch Behandlung von AD-transgenen Mausmodellen mit nicht
steroidalen anti-inflammatorischen Medikamenten (NSAIDs, engl. nonsteroidal anti-
inflammatory drugs) ist ein zusatzlicher Hinweis auf eine mdogliche Induzierung von
neurotoxischen Effekten durch die mikrogliale Aktivierung wihrend der AD-Pathogenese 2.
Angesichts der Erkenntnis, dass Mikroglia in Gegenwart von fibrilldaren AB eine gesteigerte
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies zeigen und der Tatsache das in Gehirnen von AD-
Patienten und von transgenen Tiermodellen vermehrt oxidative Schadigungen an neuronalen
Peptiden, Nukleinsauren sowie Proteinen auftreten, wird die mikrogliale Aktivierung auch in
Verbindung mit einem erhohten oxidativen Stress wahrend der AD-Progression gebracht
29.1531%4 Die Aktivierung der Mikroglia durch amyloide Ablagerungen kann auRerdem in eine
zunehmende Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) resultieren *°. Das von der
INOS produzierte Stickstoffmonoxid (NO) wirkt in hohen Konzentrationen zytotoxisch auf das

*® S0 konnte in einer Studie an iINOS-defizienten AD-Mausen gezeigt

Nervengewebe
werden, dass die Ablation der iINOS die Tiere vor frihzeitigem Tod aufgrund neuronaler
Schaden schiitzt **°. Dieses Ergebnis deutet wiederum auf einen schadlichen Einfluss der
Mikroglia im Verlauf der AD-Erkrankung hin.

In Anbetracht der dargelegten unterschiedlichen Auswirkungen der mikroglialen Reaktion auf
die Ap-Plaques spricht vieles fiur eine duale Rolle der Mikroglia wahrend der AD-
Pathogenese mit nutzlichen und schadlichen Funktionen. Mittlerweile existiert allerdings die
Hypothese, dass Mikroglia ihren funktionellen Phanotypen im Verlauf der AD-Erkrankung
wechseln "°"'*® Demzufolge ist die, durch die Bildung der AB-Plaques ausgeldste, initiale
Mikrogliaaktivierung neuroprotektiv. Zu diesem frihen Zeitpunkt ihrer Aktivierung sind
Mikroglia in der Lage, Ap zu phagozytieren und verzégern somit die Progression der AD-
Pathologie. Im weiteren Krankheitsverlauf jedoch verlieren Mikroglia aufgrund der
anhaltenden Stimulierung durch die amyloiden Ablagerungen ihre Fahigkeit zur Ap-

Eliminierung '

. Infolge dessen produzieren Mikroglia dauerhaft pro-inflammatorischen
Zytokine, ROS und iNOS ™. Diese Produkte der aktivierten Mikroglia férdern dann,
zusammen mit dem verringerten Ap-Abbau, die neuronale Degeneration.

Obwohl uber die genaue Rolle der Mikroglia wahrend der AD-Pathogenese noch
unterschiedliche Ansichten bestehen, gibt es gentigend Beweise, dass die Modulation der
mikroglialen Reaktion hinsichtlich ihrer Migration, Proliferation sowie Expression von
bestimmen Molekilen zur Férderung oder Reduzierung der Ap-Pathologie in transgenen AD-
Tiermodellen fiihrt %192 Daher ist es von groRer Bedeutung, die mikrogliale Aktivierung

in Mausmodellen der =zerebralen B-Amyloidosis zu untersuchen um Faktoren zu
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identifizieren, die die Funktion der Mikroglia wahrend der AD-Pathogenese beeinflussen. Mit
dem Wissen spezieller Regulationsmechanismen kann eine gezielte Mikrogliaaktivierung

erfolgen, die Basis fur die Entwicklung neuer therapeutischer Behandlungen fir AD-

Patienten darstellen konnten.
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2. Zielstellung

Mikroglia sind die residenten Immunzellen des zentralen Nervensystems. Die seit langerer
Zeit bekannte Assoziation von reaktiven Mikroglia um die amyloiden Ablagerungen deutet
auf eine mikrogliale Beteiligung im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung hin. Trotz intensiver
Forschung ist jedoch die genaue Funktion der Mikroglia wahrend der AD-Pathogenese bis
heute umstritten. Auf der einen Seite wird den Mikroglia eine neuroprotektive Rolle
hinsichtlich Plaquebeseitigung/abbau zugesprochen. Demgegenlber steht allerdings die
Ansicht, dass Mikroglia eine krankheitsférdernde Wirksamkeit besitzen, indem sie - aufgrund
der chronischen Aktivierung durch AB - neurotoxische Stoffe freisetzen. Die beiden Theorien
bilden jedoch die Basis flr ein von vielen Wissenschaftlern mittlerweile favorisiertes Konzept,
dass Mikroglia verschiedene Funktionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf der
AD-Pathogenese besitzen.

Um diese Hypothese zu untersuchen, ist das erste Ziel der Arbeit die qualitative sowie
quantitative Analyse der temporaren und spatialen mikroglialen Aktivierung um und in den
amyloiden Plaques im APP/PS1-Mausmodell der AD. Zusatzlich sollen sowohl der Einfluss
der genetischen Konstitution als auch der mitochondrialen Funktion auf die mikrogliale
Aktivierung im Hinblick auf die Ap-Pathologie im APP/PS1-Mausmodell untersucht werden,
um potenziell regulierende Faktoren der mikroglialen Reaktivitat wahrend AD-Progression zu
identifizieren. Ein weiterer Bestandteil der Arbeit ist die Generierung von APP/PS1
knochemarkschimaren Mausen, die Mikroglia-spezifische mitochondriale Veranderungen
besitzen, um einen mdglichen Zusammenhang zwischen mitochondrialen Polymorphismen

und Mikrogliafunktion wahrend der AD-Pathogenese zu analysieren.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

2-Mercaptoethanol
Agarose

Ameisensaure
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bovines Albumin Fraktion V (BSA)
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Dinatriumhydrogenphospat
EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum

FITC makiertes Ap42
Gefriermedium (Kryoblock)
Glycerol

Glycin
Guanidinhydrochlorid
Hamatoxilin

Igepal 630

Isopentan (2-Methyl-Butan)
Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Methanol

Milchpulver

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH

Biozym Diagnostik GmbH

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
MERCK KgaA
J. T. Baker
Zentralapotheke
MERCK KgaA
Lonza

rPeptide, USA
Medite

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Medite

Sigma-Aldrich Co.

Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich Co.

MERCK KgaA

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Zentralapotheke
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Zentralapotheke
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
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Natriumhydroxid
Normales Ziegenserum
Paraffin (Histowax)
Paraformaldehyd
Penicillin/ Streptomycin
Pertex

Protease Inhibitor MiIx
Saccharose

Salzsaure
Trichloressigsaure

Tris

Tris-HCI

Tween 20

Xylencyanol

Xylol

3.1.2 Gerate und Hilfsmittel

Agarosegelkammern
Analysenwaage

Autoklav

BioVortex

DeVision Dbox

Einbettautomat EG1160
Eindeckautomat CV5030
Entwasserungsautomat TP1020
Farbeautomat BondMax
Fluoreszens- Mikroskop Imager 1
Gefriermikrotom CM3050S
Gefrierschranke (-20°C, -80°C)
Homogenisator Precellys

IBL 637 (Kleintier Gammabestrahlungsapparat)
Inkubator 1000

Kasettendrucker IPC

Kuhlplatte EG1150C

Kuhlschranke (4°C)

Laser Scanning Mikroskop (LSM700)
Magnetriihrer MSH 300

Carl Roth GmbH
Vector Laboratories
Leica / Menarini
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich Co.
Medite

Roche

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Ferak Laborat GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
MERCK KgaA

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Eigenbau

Sartorius

Zirbus Technology
Lab4You GmbH

Decon DC ScienceTec,
Leica

Leica

Leica

Leica / Menarini

Zeiss Microlmaging GmbH
Leica

National Lab

Peqlab
CIS-Biolnternational
Heidolph

Leica

Leica

Gorenje

Zeiss Microsystems GmbH
Lab4You GmbH
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Mikroskop Axiovert 40 CFL
Mikrotome RM2265, RM2155
Mikrowelle

Mini-Protean

Mirax Slide Scanner
Nanodrop 1000
Objektttragerdrucker IPS
Orbitalschittler Os-20
pH-Meter MP 220
PARADIGM
Praparierbesteck

Precellys 24 Homogenisator
PAGE-Gelelektrophorese-Kammer
Streckbader HI1210
Tank-Blot

Tecan Sunrise
Thermocycler TGradient
Thermoschuttler TS-100
Trockenschrank

Waage EMB 500-1
Whatman Papier

Zentrifuge Z100M
Zentrifuge Z323K

3.1.3 Enzyme

Proteinase K
RNase A
Dnase
Trypsin/ EDTA

3.1.4 Kits und Fertiglosungen

100bp BLUE eXtended DNA Ladder

1kb Blue DNA Ladder

ATP Bioluminescent Assay Kit

BCA™ Protein Assay Kit

Bond™ Polymer AP-Red Detection DS9800
Bond™ Polymer Refine Detection DS9800

Zeiss Microlmaging GmbH
Leica

Serin

BioRad Laboratories
Zeiss Microlmaging GmbH
Thermo Fischer Scientific
Leica

Lab4You GmbH

Mettler Toledo

Beckman Coulter

Fine Science Tools
Precellys

BioRad Laboratories
Leica

Biozym Diagnostik GmbH
Tecan GmbH

Biometra

Lab4You GmbH

Binder

Kern&Sohn GmbH

Carl Roth GmbH

Hermle

Hermle

Qiagen GmbH
Promega
Promega

Carl Roth GmbH

BIORON GmbH
BIORON GmbH
Sigma Aldrich Co.
Thermo Scientific
Leica / Menarini

Leica / Menarini
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hAmyloid 342 Elisa (high sense) The Genetics Company (TGC)

Hot start Taqg PCR Master Mix Kit Qiagen GmbH

Protease Inhibitor ,Complete Mini“ Roche Diagnostics GmbH
RNA Stabilization Solution Qiagen GmbH

RNA later Applied Biosystems

Taq PCR Master Mix Kit Qiagen GmbH
VECTASHIELD Vector Laboratories

3.1.5 Antikorper
3.1.5.1 primare Antikorper

Anti-human Ap (clone 6F3D) DAKO GmbH
Anti-human Ap (clone 6E10) Covance Company
Anti-Maus IBA1 Wako Chemicals GmbH

3.1.5.2 sekundare Antikorper

anti-Kaninchen IgG, TRITC gekoppelt Acris Antibodies GmbH
anti-Maus IgG, TRITC gekoppelt Acris Antibodies GmbH
Cy3 Ziege Anti-Kaninchen IgG Acris Antibodies GmbH
Cy3 Ziege Anti-Maus 1gG Acris Antibodies GmbH

3.1.6 Primer (Oligonukleotide)

APPswe-forward 5" GAATTCCGACATGACTCAGG 3°
APPswe-reverse 5 GTTCTGCTGCATCTTGGA CA 3

3.1.7 Puffer und Lésungen

3.1.7.1 Puffer und Losungen fiur Immunhistochemie (IHC) und Immun-

fluoreszenz
Saccharosel6sung
15% 15 % (w/v) Saccharose
0,1% (w/v) NaN3in PBS
pH = 7,0 einstellen

25% 25 % (w/v) Saccharose
0,1% (w/v) NaNsin PBS
pH = 7,0 einstellen
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1x PBS

Normales Ziegenserum

Antikorper - Verdinnungsldsung

1x TBS

137 mM NaCl

10 mM Na,HPO,
2,6 mM KCI

1,8 mM KH,PO,
ad 1000 ml ddH,0O

pH = 7,4 einstellen, autoklavieren

5 % (v/v) normales Hihnerserum
0,3% (v/v) Triton X-100 in PBS

0,3 % (v/v) Triton X-100 in PBS
100 mM Tris-HCI, pH = 7,4

150 mM NaCl
pH = 7,4 einstellen

3.1.7.2 Puffer und Losungen fur molekularbiologische - sowie Zellkultur-

arbeiten

Ethidiumbromid-Losung

1x TAE-Puffer

10x DNA-Ladepuffer

Mausschwanz-Lysepuffer

1 mg/ml ddH,O

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
pH = 8,0 einstellen mit CH;COOH

60 mM EDTA

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
0,03 % (v/v) Bromphenolblau
0,03 % (v/v) Xylencyanol
60,0 % (v/v) Glycerol

10 mM Tris-HCI, pH = 9,0
1 M KCI

0,4 % (v/v) Igepal 630

0,1 % (v/v) Tween 20
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Ampicillin

Proteinlyse-Puffer 1

Proteinlyse-Puffer 2

1M Carbonat-Puffer

5M Guanidin-Puffer

8M Guanidin-Puffer

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium)

3.1.8 Mausmodelle

1. C57BL/6 (B6) : Harlan Laboratories

Der C57BL/6, auch bezeichnet als

100 mg/ml

150 mM NaCl

2 mM EDTA

1 mM PMSF

0,5 % (w/v) SDS

0,1 % (v/v) Igepal 630

100 mM Tris-HCI, pH=7,6

vor Gebrauch 7x Protease Inhibitor

zusetzen

150 mM NaCl
100 mM Tris-HCI, pH = 7,6
0,1 % (v/v) Triton X-100

1,05 g Na,Cos;

0,29 g NaCl

ad 100 ml ddH,O

(kurz vor Gebrauch Zugabe des Protease
Inhibitors)

95,53 g CHsN3HCI
50 mM Tris-HCI, pH = 8,0
ad 200 ml ddH,O

156,67 g CHsN3HCI
82 mM Tris-HCI, pH = 8,0
ad 200 ml ddH,O

10,0 % (v/v) FBS
1,0 % (v/v) Glut/Max
1,0 % (w/v) Penicellin/ Streptomycin

“Black6“ Mauslinie, ist einer der bekanntesten

Inzuchtstdmme von Labormausen. Die meisten Mausmodelle fir humane Erkrankungen
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besitzen den genetischen Hintergrund dieses Mausstammes. Neben der Verwendung in der
Aufrechterhaltung der Zucht des APP/PS1-B6 Mausstammes wurde diese Mauslinie bei der

Generierung der mitochondrial konplastischen APP/PS1-B6xmtNOD Mauslinie verwendet.

2. APP/PS1-B6 : Radde et.al. '®®

Hierbei handelt es sich um einen Mausstamm im C57BL/6 (B6) genetischen Hintergrund mit
zwei humanen Transgenen. Das erste Transgen ist ein mutiertes Prasenilin 1, dessen
Mutation die am haufigsten identifizierte Mutationen bei der familiaren Form der AD darstellt
164 Zusétzlich exprimiert dieses Mausmodell ein humanes APP-Transgen mit einer
Doppelmutation (Lys®®’Asn, Met®'Leu), die als schwedische Form (APPswe) bezeichnet
wird. Sowohl das PS1- als auch das APPswe-Transgen stehen unter der Kontrolle des Thy1-
Promotors, der eine postnatale und neuronspezifische Expression gewahrleistet. Die
Uberexpression beider Transgene in den Mausen fiihrt zu ersten Plaqueablagerungen im
Neokortex innerhalb von 45 Tagen postnatal. Neben der Funktion als Kontrollstamm wurde
diese Mauslinie bei der Generierung des APP/PS1-FVB - und des APP/PS1-B6xmtNOD
Mausstammes verwendet. AuRerdem wurde aus APP/PS1-B6 Tieren AD-Knochenmark-
chimare Mause durch Transplantation von Knochenmarkszellen der Cx3CR1/eGFP-B6

sowie Cx3CR1/eGFP-B6xmtNOD Mauslinie generiert.

3. APP/PS1-FVB:

Dieses AD-Mausmodell wurde durch die Rickkreuzung von APP/PS1-B6 Tieren Uber
mindestens zehn Generationen mit Tieren des FVB/N-Inzuchtstammes (Taconic) generiert.
APP/PS1-FVB Tiere besitzen dadurch die gleichen Transgene wie die APP/PS1-B6 Mause,
befinden sich jedoch im genetischen Hintergrund des FVB/N Stammes. Sie wurden fur die
Untersuchungen des Einflusses des nukledren genetischen Hintergrundes auf die mikrogliale

Aktivierung im Verlauf der AD-Erkrankung verwendet.

4. APP/PS1-B6xmtNOD:

Hierbei handelt es sich um einen Mausstamm, der durch die Verpaarung von Tieren der
Mausinzuchtstdmme C57BL/6 (B6) und NOD/LtJ (JAX Laboratories) erzeugt wurde. Der
durch die Einkreuzung von weiblichen Tieren des NOD/LtJ mit C57BL/6 (B6) Tieren Uber
mehrere Generationen (>9) generierte, B6xmtNOD Mausstamm besitzt ausschlieBlich die
Mitochondrien der NOD/LtJ Mauslinie im genetischen Hintergrund des B6 Mausstammes.
Die mitochondrialen DNA- (mtDNA) Modifikationen der NOD/LtJ Mitochondrien variieren
gegenuber denen des C57BL/6J Stammes in zwei Enzymen der Atmungskette, der NADH
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Dehydrogenase 3 und der Cytochrom C Oxidase sowie in der tRNA fiir Arginin '®°. Tiere des
konplastischen B6xmtNOD Mausstammes wurden anschlieBend mit mannlichen APP/PS1-
B6 Mausen gekreuzt, um in ihren Nachkommen eine AD-Pathologie zu induzieren. Diese
Mause konnten dann fir die Analyse des Einflusses von spezifischen mitochondrialen DNA-
Modifikationen auf die mikrogliale Aktivierung im Verlauf bei der AD verwendet werden (Abb.:
5).

NOD/Lt) Mausstamm B6 Mausstamm

XX + @ @ mitochondriales Genom
@ e 1 ) @ ' I nucleires Genom
[

F, + B6 Mausstamm
sen - B

—

Fio +
(e @

B6xmtNOD 1 APP/PS1-B6 Mausstamm

- &

APP/PS1-B6xmtNOD
Mausstamm

Abb. 5: Kreuzungsschema fiir die Generierung des APP/PS1-B6xmtNOD Mausmodells, das die
mitochondrialen DNA-Varianten der NOD/LtJ Mauslinie im nukledren genetischen Hintergrund
des C57BL/6 (B6) Inzuchtstammes besitzt. Verpaarung von mannlichen B6 Tieren mit weiblichen
NOD/LtJ M&usen. Die weiblichen Nachkommen wurden fortlaufend mit B6 Tieren lber mindestens 9
Generationen in den genetischen B6-Hintergrund zurtickgekreuzt. AnschlieRend wurden weibliche
Tiere der resultierenden mitochondrial konplastischen B6xmtNOD Mauslinie mit APP/PS1-B6 Mausen

verpaart, um in ihren Nachkommen eine AD-relevante Pathologie zu induzieren.

5. Cx3CR1/eGFP-B6:  Jung et.al. '®

Hierbei handelt es sich um einen Mausstamm, bei dem Leukozyten einschlieBlich der
Mikroglia das grun-fluoreszierende Protein (GFP) unter der Kontrolle des endogenen
Cx3CR1-Promotors exprimieren. Dieser Mausstamm besitzt den genetischen Hintergrund
der C57BL/6 Mauslinie. Durch die Expression des GFP sind die Mikroglia in der

Fluoreszenzmikroskopie gut identifizierbar. In der vorliegenden Arbeit diente das
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Mausmodell sowohl flr die Generierung der Cx3CR1/eGFP-B6xmtNOD Mauslinie sowie

auch als Knochenmarksdonor fir die Generierung der entsprechenden chimaren Mause.

6. Cx3CR1/eGFP-B6xmtNOD:

Hierbei handelt es sich um einen Mausstamm, der durch die Verpaarung von Tieren der
Mauslinien Cx3CR1eGFP-B6 und B6xmtNOD erzeugt wurde. Tiere des Cx3CR1/eGFP-
B6xmtNOD Mausstammes enthalten somit GFP markierten Leukozyten mit spezifisch
mitochondrialen Veranderungen der NOD/LtJ Mauslinie. Der Cx3CR1/eGFP-B6xmtNOD
Mausstamm war als Knochenmarksdonor fir die Bildung von chimaren Mausen mit

spezifischen Veranderungen im mitochondrialen Genom der Mikroglia vorgesehen.

Alle Tiere der einzelnen beschriebenen Mausmodelle wurden in einer kontrollierten
klimatisieren Umgebung in einem Hell-/Dunkelzyklus von 12h mit freien Zugang zu Nahrung
(SNIFF, Deutschland) und Wasser gehalten. Jeder durchgeflihrte Versuch sowie Haltung
und Zuchtung wurden von den Behorden des Landes Mecklenburg-Vorpommern genehmigt
(LALLF, LAGuUS und VLA Rostock).
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3.2 Methoden

3.2.1 Genotypisierung der Versuchstiere

Die Zucht der fir die Untersuchungen bendtigten APP/PS1 transgenen Tieren erfolgte bei
jedem verwendeten Mausmodell durch die Verpaarung eines Transgen-negativen
Weibchens mit einem heterozygoten Transgen-positiven Mannchens. Die Nachkommen der
Verpaarungen konnten demnach sowohl das Transgen beinhalten, als auch kein Transgen
exprimieren. Aus diesem Grund war es notwendig, die Transgen-negativen von den
Transgen-positiven Tieren vor weiteren Analysen zu unterscheiden. Die Genotypisierung der
Nachkommen wurde in einem standardisierten Verfahren auf Grundlage der Polymerase
Kettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) durchgefiihrt. Dazu wurde von den
Mausen im Alter von 20 Tagen eine Schwanzspitzenbiopsie vorgenommen. Nach Zugabe
von jeweils 200 uyl Mausschwanz-Lysepuffer sowie 3 ul Proteinase K inkubierten die
Schwanzabschnitte bei 55°C und 300 rpm uUber Nacht. Am nachsten Morgen wurden die
Schwanze zur Inaktivierung der Proteinase K fur 30 min auf 95 °C erhitzt. Danach erfolgte
eine Zentrifugation der Proben bei 13000 rpm und 4 °C fir 20 min. Von 1 ul Uberstand, der
die genomische DNA enthalt, wurde eine PCR mit spezifischen Primern (APPswe for/rev)
(3.1.6) fur das humane APP-Transgen durchgefihrt. Die PCR erfolgte im Thermocyler nach

dem folgenden Protokoll:

Temperatur | Inkubationszeit
erste Denaturierung 95°C amin
Denaturierung 95°C 4hs5
Annealing 62°C 455 35x Zvklen
Elongation 72°C 45s '
finale Elongation 72°C amin
Pause 4°C 5

Durch die Bindung der in der PCR genutzten spezifischen Primern flir das humane APP-
Transgen wurde ein 250 bp langes Fragment amplifiziert, welches im 2%-igen Agarosegel
detektiert wurde. Alle durchgefuhrten PCR’s erfolgten mit Positiv- und Negativkontrolle,
wobei die DNA durch eine positive Probe bzw. durch ein entsprechendes Volumen an H,O

ersetzt wurde.
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3.2.2 Praparationen des Hirngewebes

Fuir die Praparation von Hirngewebe, an denen immunhistochemische sowie
Proteinanalysen durchgefiuihrt werden sollten, wurden die Versuchstiere durch zervikale
Dislokation zu den definierten Zeitpunkten getotet und anschlie3end transkardial mit 20 ml
1x PBS perfundiert. Danach erfolgte die Entnahme des Gehirns. Dabei wurde eine
Hemisphare, die fir IHC-Analysen vorgesehenen war, fir mindestens eine Woche in 4%-
igen PFA-Puffer fixiert, wahrend die andere Hemisphare in flissigen Stickstoff (-196°C)

schockgefroren und anschlieRend bei -80°C flir folgende Proteinanalysen gelagert wurde.

Bei der Gewebepraparation fur Untersuchungen mittels Immunfluoreszenz wurden die Tiere
an den definierten Zeitpunkten durch zervikale Dislokation getétet. Unverziglich danach
erfolgte an diesen Tieren die transkardiale Perfusion mit 20 ml 1xPBS und mit
darauffolgenden 20 ml 4%-igen PFA-Puffer. Im Anschluss daran fand die Hirnentnahme
statt. Entsprechend der geplanten Analysen wurde dabei nur eine Hemisphare oder das
gesamte Gehirn flr anschlie®end 24 h in 4% iger PFA-L&sung fixiert. Danach durchliefen die
Proben einen Saccharosegradienten, indem sie zuerst flr 24 h in 15% Saccharoselésung

gelagert wurden und darauf flr weitere 24 h in 25% Saccharoselésung verblieben.

Nach Toétung der Tiere durch zervikale Dislokation erfolgte die Gewebepraparation fir die
Bestimmung des zerebralen ATP-Gehaltes. Dafir wurde das gesamte Gehirn der Mause
entnommen und auf Eis gelagert. Anschlie®end wurden die Proben bei 6000 rpm fur 12 s mit

Hilfe des Precellys 24 Homogenisator homogenisiert.

3.2.3 Immunhistochemie (IHC)

Die Methode der Immunhistochemie diente in der vorliegenden Arbeit sowohl zur Analyse
der temporaren und spatialen mikroglialen Aktivierung sowie deren Auswirkung auf die Af-
Pathologie in den verschiedenen AD-Mauslinien mit zerebraler 3-Amyloidose.
Nach mindestens einwdchiger Fixierung der fur die IHC vorgesehenen Hemispharen in 4%-
iger PFA-Losung erfolgte in der Histokinette die Entwasserung der Proben durch eine
aufsteigende Alkoholreihe (75%, 80%, 96% Ethanol) und Xylol bis hin zu heiRem Paraffin.
Danach wurden die Hemispharen auf dem Einbetttisch in Paraffin eingebettet. Von den nun
in Paraffinblécken vorliegenden Hemispharen wurden 4 um dicke Hirnschnitte mit Hilfe eines
Rotationsmikrotoms angefertigt. Nach Streckung der Schnitte in einem Wasserbad (~40 °C)
wurden sie auf Objekttrager aufgezogen und flir mindestens 1 h bei 60 °C angetrocknet. Alle
durchgeflihrten Farbungen erfolgten im BondMax-Farbeautomaten.

42



Fir die immunhistochemische AB-Farbung wurden die Hirnschnitte fir 5 min mit 98% iger
Ameisensaure zur Epitopendemaskierung vorbehandelt und anschlieRend mit Hilfe des
primaren AB-Antiképers anti-human AB clone 6F3D (1:200, 30min, DAKO, Deutschland)
sowie des Bond™ Polymer Refine Detection Kits DS9800 (Leica Microsystems GmbH,
Deutschland) braun angefarbt.

Die immunhistochemischen Doppelfarbungen der Mikroglia und Plaques erfolgten zunachst
analog der Ap-Farbung, wobei die Plaques in diesem Fall unter der Verwendung des Bond™
Polymer AP-Red Detection DS9800 Kits (Leica Microsystems GmbH, Deutschland) rot
sichtbar dargestellt wurden. Die Mikrogliafarbung erfolgte anschlieRend auf den gleichen
Hirnschnitten. Nach der Epitopendemaskierung mit EDTA-Puffer (pH 8,5) fur 20 min wurden
die Mikroglia mittels Benutzung des primaren Mikroglia-Antikdrpers anti-Kaninchen IBA1
(1:1,000, 30min, Wako GmbH, Deutschland) und des Bond™ Polymer Refine Detection Kits
DS9800 (Leica Microsystems GmbH, Deutschland) braun visualisiert (21244350).

Im Anschluss an die durchgefuhrten Farbungen wurden die Hirnschnitte erneut in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96% Ethanol) und Xylol dehydriert. AbschlieRend erfolgte
das Aufziehen von Objektglaschen auf die gefarbten Schnitte mit Pertex mittels eines

Eindeckautomaten.

3.2.4 Quantitative Analyse der Mikroglia und AB-Plaques

Sowohl fur die quantitativen Analysen der AB-vermittelten Mikrogliaaktivierung als auch der
amyloiden Ablagerungen wurden die mittels IHC (3.2.3) angefertigten Farbungen zunachst
mit Hilfe eines Mirax Slide Scanners (Zeiss Microsystems GmbH, Deutschland) in einer
Auflésung von 230 nm/Pixel digitalisiert. Danach erfolgte an den gescannten Hirnfarbungen
der Ausschnitt von definierten kortikalen Arealen. Diese wurden dann anschlieBend mit
eigens erstellten halb-automatischen Programmen der AxioVision-Software ausgewertet
(21244350).

Das Programm flr die Quantifizierung der mikroglialen Verteilung in und um die Ap-Plaques
anhand der immunhistochemischen Doppelfarbungen basiert auf Grundlage der Separation
von Mikroglia und amyloiden Ablagerungen durch verschiedene Farbkanale: rot fir die AP-
Red gefarbten Plaques, grin fir die DAB-gefarbten Mikroglia, gelb flr Gberlagerte Flachen
von Plaques und Mikroglia sowie blau flr den Hintergrund (Abb.: 6B+). In den resultierenden
Falschfarbenbildern identifiziert das Programm zuerst die Ap-Plaques und bestimmt
anschlieRend die Plaquefliche in pm?2. Im folgenden Schritt legt die Software um die Plaques
ein Rechteck, dessen Flache in Abhangigkeit vom geometrischen Schwerpunkt der
jeweiligen Plaques erstellt wird (Abb.: 6B,). Danach erfolgt in diesem definierten Viereck die

Bestimmung der Flache aller enthaltenden Mikroglia in um? (Abb.: 6B;). AnschlieRend wird
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das Verhaltnis der Plaqueflachen zu den ermittelten Mikrogliaflachen errechnet. Die so
erhaltenen Daten umfassen somit neben der GroRe des untersuchten kortikalen Bereiches,
die in diesem Areal enthaltenden Plaques und deren GroRen sowie die jeweiligen
assoziierten mikroglialen Flachen um die einzelnen Plaques als auch die prozentualen

Verhaltnisse von Plaqueflachen zur entsprechenden Mikrogliaflachen.

A e E

Abb. 6: Darstellung der Digitalisierung der immunhistochemischen Doppelfarbung mit
Trennung der AB-Plaques und Mikroglia durch verschiedene Farbkanale. A) Immunhistologische
Doppelfarbung von AB-Plaques (rot) und Mikroglia (braun), B) Falschfarbendarstellung von Plaques
und Mikroglia. 1: Ausschnitt eines analysierten Kortexareal in blau, 2: amyloide Plaques in rot
dargestellt, umgeben vom schwerpunktabhangigen Rechteck, 3: Mikrogliaflache innerhalb des
definierten Bereiches um die Plaques in griin dargestellt, 4: Uberlagerung der einzelnen Bilder, in der

die Mikrogliaflache auf den Plaques in gelb dargestellt ist.

Das fur die AB-Farbungen benutzte Programm zur quantitativen Analyse der amyloiden
Ablagerungen bestimmte durch eine halb-automatische Identifizierung der angefarbten
Plagues in den definierten kortikalen Bereichen deren Anzahl sowie die jeweilige
PlaquegréRe [um?]. Zur Auswertung erfolgte die Normierung aller gewonnenen Daten auf 10

mm? definierter Kortex Flache.

3.2.5 Immunfluoreszenzfarbung (IF)

In der vorliegenden Arbeit diente die Methode der Immunfluoreszenzfarbung sowohl der
Kontrolle des chimaren Status der Knochenmark-transplantierten Mause als auch der in vivo-
Analyse der mikroglialen AB-Phagozytosefahigkeit.

Die fur die Testung einer erfolgten Generierung von Knochenmarkchimaren Mausen

entnommenen und mit PFA-fixierten Hirnproben wurden anschlieRend mit einem
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Saccharosegradienten vorbehandelt (3.1.7.1) Nach der vollstandigen Entfernung des PFA’s
durch den Saccharosegradienten wurden die Hirnproben intensiv mit Aqua dest. gespult und
danach auf einer Korkunterlage im Gefiermedium (TissueTek) eingebettet. Im Anschluss
erfolgte mit Hilfe eines Kryostaten die Anfertigung von 16 pym dicken Gefrierschnitten. Die
erhaltenen Schnitte konnten in natriumazidhaltigem 1xPBS bis zum Farbevorgang gelagert
werden. Die Immunfluorezenzfarbungen von Mikroglia bzw. AB-Plaques in den Hirnschnitten
erfolgte manuell und frei schwimmend in geeigneten Gefallen nach dem Protokoll in Tabelle
1. Nach vollzogener Farbung wurden die Hirnschnitte mit DePex eingedeckelt und

anschliefiend unter dem Fluoreszenzmikroskop (LSM700, Zeiss, Deutschland) ausgewertet.

Reagenz
Schritt Mikroglia- Ag-Férbun Zeit Temperatur
Farbung 9
Waschen 1xPBS 1xPBS 3x 15min RT
Blocken 5% normales | 5% normales 60min RT
Ziegenserum | Ziegenserum
Waschen 1xPBS 1xPBS 3x 15min RT
. . Anti-human
prim. AK- Anti-Maus , o
Inkubation |IBA1 (1:500) 6EA%%)((ZI19280) 90min 4°c
Waschen 1xPBS 1xPBS 3x 15min RT
Cy3 Zi'ege Cy3 Ziege
sek. AK- Anti- Anti-Maus |  60min RT
Inkubation | Kaninchen IgG (1:500)
IgG (1:500) | ‘92 -
Waschen | 1xPBS 1xPBS ?EEJ:Q:;] RT

Tabelle 1: Schema der Mikroglia- und AB-Farbung

Fir die Darstellung der mikroglialen Ap-Phagozytose mittels Immunfluoreszenz wurden
2x10° priméare Mikroglia auf einen mit Poly-D-Lysin beschichteten Objekttrager ausgesat und
in einer 6-Loch Zellkulturplatte fur 24 h mit 500 nM FITC-markiertem A, enthaltenen DMEM
Medium (3.1.7.2) inkubiert. Danach erfolgte die Fixierung der Mikroglia durch Behandlung
mit 2%-iger PFA-LOsung fir 5 min und eiskaltem Methanol fir weitere 5 min. Anschlie3end
wurde die Anfarbung der Mikroglia nach demselben Protokoll wie fir die Mikrogliafarbung
(siehe Tabelle 1) durchgeflhrt und mit Hilfe des Vectashield Kits eingedeckelt. Die
Visualisierung der Farbung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop (LSM700, Zeiss,
Deutschland).
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3.2.6 Bestimmung der zerebralen AB4,-Konzentration mittels ELISA

Fir die Ermittlung der zerebralen Konzentration von sowohl l6slichen ABs-Monomeren /
Oligomeren als auch von unloslichen AB,,-Protofibrillen / Fibrillen wurde die Methode des
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) angewandt. Bei dem verwendeten humanen
hAmyloid B42 Elisa der Firma The Genetics Company (Schweiz) handelt es sich um einen
Sandwich-ELISA.

Die Quantifizierung des AP4,-Gehaltes erfolge in den enthommenen Hemispharen, die in
flissigem Stickstoff (-196°C) schockgefroren und anschliefend bei -80°C gelagert wurden
(3.2.2.). Nach Zugabe von 500 ul RNA-later inkubierten die Hemispharen zum Auftauen fir 2
h auf Eis. AnschlieRend wurden die Hemispharen in PrecellLys Homogenisierungs-réhrchen,
die vier Keramikkligelchen beinhalteten, Uberfihrt und mit Hilfe des PrecellLys
Homogenisators bei 6000 rpm fur 12 s homogenisiert. Danach wurden circa 20 mg des
Hirnhomogenates in ein 2,0 ml Eppendorfgefal® gegeben und mit einem definierten Volumen
(1:50) an 1 M Carbonat-Puffer (pH 11,5) sowie einer Homogenisationskugel versehen. Im
Anschluss erfolgte eine erneute Homogenisierung der Proben fir 5 s bei 5000 rpm im
PrecellLys Homogenisator. Zur Trennung der I6slichen (Monomere / Oligomere) und
unléslichen (Protofibrillen / Fibrillen) AB4>-Spezies wurden die Proben hinterher fiir 90 min bei
24000 g und 4 °C zentrifugiert.

Der resultierende Uberstand wurde in ein neues 2,0 ml Eppendorfgefa® Uberfiihrt und mit
einem Volumen von 1:1,6 mit 8 M Guanidin-Puffer versehen. Nach erneuter Zentrifugation
(90 min, 24000 g, 4 °C) wurde der Uberstand gesammelt. Dieser Uberstand reprasentiert die
Puffer-16sliche Fraktion, in dem sich die I8slichen AB4, -Monomere / Oligomere befinden.

Zur Extraktion der aggregierten AB,,-Formen (Protofibrillen / Fibrillen) erfolgte zum, nach der
Zentrifugation im Carbonat-Puffer, entstandenen Pellet die Zugabe von 8 Volumenanteilen
(anfangliches Probengewicht) von 5 M Guanidin-Puffer. Danach wurde die Probe kurz
gevortext und fir 3 h bei 1400 rpm, RT geschittelt. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation
(20 min, 24000 g, 4 °C). Der resultierende Uberstand, der als Guanidin-Isliche Fraktion
bezeichnet wird und in dem sich die unléslichen Protofibrillen / Fibrillen des AB4, befinden,
wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal} dberfihrt.

Die Bestimmung der Proteingehalte aller Proben erfolgte mit Hilfe des Nanodrops 1000
(Thermo Fisher Scientific, USA). Der hAmyloid 42 Elisa zur Ermittlung der zerebralen AB,; -
Konzentrationen wurde gemalR Herstellerangaben durchgefuhrt (The Genetics Company,
Schweiz), wobei die Messung der Extinktionen im ELISA-Platten-Reader (Tecan Reader

Infinite 200pro) erfolgte.
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3.2.7 Bestimmung der zerebralen ATP-Konzentration

Die Quantifizierung des zerebralen ATP-Gehaltes erfolgte an frisch praparierten Proben des
gesamten Gehirns. Dazu wurden die entnommenen Gehirne mittels des Precellys
Homogenisators bei 6000 rpm fur 12 s homogenisiert (3.2.2.). AnschlieRend erfolgte die
Bestimmung der ATP-Konzentration in den Hirnhomogenaten mit Hilfe eines Luziferin /
Luziferase ATP Biolumineszenz Assay Kits (Sigma-Aldrich, Deutschland), der gemafl dem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt wurde. Fir die Lumineszenzmessungen wurde der

Infinite200Pro Platten-Reader (Tecan, Schweiz) verwendet.

3.2.8 Praparation der primaren Mikroglia

Die fur die in vitro-Untersuchung der mikroglialen Ap-Phagozytosefahigkeit bendtigen
primaren Mikroglia wurden nach dem Protokoll von Horvath et. al. mit leichten Modifikationen
gewonnen "%
Die Praparation erfolgte an zwei bis drei Tage alten Mausen der B6- sowie B6xmtNOD
Zucht. Nach Toétung der Tiere durch Dekapitation wurden die zerebralen Kortizes
entnommen und in gekuhlten 1xPBS Puffer uberfuhrt. Im PBS Puffer erfolgte nach
Entfernung der Hirnhdute die Zerkleinerung der Kortizes durch ein steriles Skalpell. Danach
wurden die zerschnittenen Teile der Kortizes in ein 50 ml Falconréhrchen Uberfuhrt und nach
Zugabe von 5 ml 1x Trypsin/EDTA fur 15 min bei 37°C verdaut. Der sich im Verlauf des
Verdaus gebildeten Uberstand wurde verworfen. Zum Pellet, das ab diesem Zeitpunkt
gekuhlt aufbewahrt wurde, erfolgte die Zugabe von 5 ml DMEM Medium (10% FBS, 1%
GlutaMax, 1% Penicillin/Streptomycin), das durch zusatzliche 2,000 Units an DNase erganzt
wurde. Nach mehrmaliger Titration mit einer 5 ml Pipette wurde die Lésung fur 30 min auf
Eis gelagert, so dass sich die in der Suspension befindlichen Gewebeklumpen absetzen
konnten. AnschlieRend erfolgte die Dekandierung des Uberstandes in ein neues 50 ml
Falconrohrchen. Die Titration wurde solange wiederholt, bis nach den 30 min der Lagerung
auf Eis keine Gewebeklumpen mehr auf dem Boden des Faclonréhrchens sichtbar waren.
Danach wurde der gewonnene Uberstand auf 25 ml mit komplettem DMEM-Medium
aufgeflllt und bei 340 g fur 15 min zentrifugiert. Das bei der Zentrifugation entstandene
Zellpellet wurde mit 5 ml DMEM resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellanzahl mit Hilfe
einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer erfolgte die Aussaat von jeweils 2x10° Zellen in eine mit
Poly-D-Lysin beschichtete 75 cm?-Kulturflasche. Die so generierten Zellkulturen wurden bei
37 °C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert, wobei ein Wechsel des Mediums alle drei bis
vier Tage erfolgte. Nach 20 Tagen der Kultivierung wurden die Flaschen bei 250 rpm fur 45
min geschuttelt, um die auf einem Astrozytenrasen sitzenden Mikroglia abzutrennen. Danach
wurde der an Mikroglia-reiche Uberstand abgenommen und bei 340 g fur 15 min
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zentrifugiert. Die sich nun im Zellpellet befindlichen primaren Mikroglia wurden in Medium

resuspendiert und fur den folgenden AB-Phagozytose Test benutzt.

3.2.9 Messung der AB-Phagozytoseaktivitat von primaren Mikroglia

Zur Ermittlung der mikroglialen AB-Phagozytoseaktivitit wurden jeweils 3x10* primére
Mikroglia pro Well in 500 pyl DMEM-Medium (10% FBS, 1% GlutaMax, 1%
Penicillin/Streptomycin) in eine mit Poly-D-Lysin beschichtete 96-Well-Zellkulturpaltte
ausgesat und anschlieRend mit Fluoreszeinisothiocyanat-(FITC)-markierten AP, in einer
Endkonzentration von 500 nM fiir 6 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach Inkubation wurde
das Medium vorsichtig abgenommen und die verbliebenen Mikroglia zweimal mit 1xPBS
gewaschen. Zum Abtrennen der Mikroglia vom Boden der Zellkulturplatte erfolgte im
Anschluss eine Behandlung mit Trypsin fur 2-3 min. Danach wurden die abgelésten Mikroglia
mit 1 ml DMEM versetzt und in ein 1,5 ml Eppendorfgefald tberfihrt. AnschlieRend erfolgte
eine Zentrifugation bei 340 g fir 15 min und die Resuspendierung des Pellets in 1xPBS. Die
folgende Quantifizierung der Phagozytoseaktivitat erfolgte durch die Messung der Aufnahme
des FITC-markierten AB4,. Dazu wurde von den behandelten Mikroglia die intrazellulare
Fluorenzenz (Anregung bei 485 nm, Emission bei 535 nm) mit Hilfe des PARADIGM
(Beckman Coulter, USA) bestimmt.

3.2.10 Isolierung von Knochenmarkszellen

Die, fir Generierung von chimaren AD-Mauslinien, benétigten Knochenmarkzellen wurden
aus sechs bis acht Wochen alten Tieren des Cx3CR1/eGFP-B6 bzw. Cx3CR1/eGFP-
B6xmtNOD Mausstammens isoliert. Dazu erfolgte nach zervikaler Dislokation die Entnahme
des Oberschenkel- und Schienbeinknochens. Nach sorgfaltiger Entfernung von
Geweberesten wurden die Enden der Knochen abgeschnitten. Zur Gewinnung des
Knochenmarks wurden die Knochen abwechselnd von beiden Enden her mit Hilfe einer 25G
Nadel und Spritze mit 5 ml DMEM Medium (10% FBS, 1% GlutaMax, 1%
Penicillin/Streptomycin) durchgespllt, wobei der Durchfluss in ein 50 ml Falconréhrchen
aufgefangen wurde. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 1000 rpm fur 10 min (4 °C) und
die Resuspendierung des Pellets in 10 ml Medium. Nach mehrmaliger Titration mit einer 10
ml Pipette wurde die Losung auf 50 ml mit Medium aufgefillt. AnschlieBend erfolgte die
Bestimmung der Zellanzahl mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Zadhlkammer. Nach erneuter
Zentrifugation bei 1000 rpm fir 10 min (4 °C) wurde das Pellet in 1xPBS geldst, so dass eine

Endkonzentration von 6x10° Knochenmarkszellen/100 ul PBS vorlag.
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3.2.11 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte + Standard Fehler des Mittelwertes (SEM,
engl. standard error of the mean). Statistisch signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe des

Student-t-Test mit einem Signifikanzniveau von p<0.05 ermittelt.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der temporaren und spatialen mikroglialen
Aktivierung im APP/PS1-C57BL/6J Mausmodell der AD

Zur Aufklarung der genauen Rolle der Mikroglia wahrend der AD-Pathogenese wurde im
ersten Schritt der vorliegenden Arbeit die zeitliche und raumliche mikrogliale Aktivierung in
Assoziation zu den amyloiden Ablagerungen im APP/PS1-C57BL/6J (APP/PS1-B6) (3.1.8)

Mausmodell der AD untersucht %3

. Um dabei eine optimale Auflésung von moglichen
altersbedingten Veranderungen in der mikroglialen Reaktion auf die Ap-Plaques zu
bekommen, wurden geschlechtsunabhangig jeweils mindestens sechs APP/PS1-B6 Mause,
in kurzen Zeitintervallen von 25 Tagen, zwischen einem Alter von 50 bis 200 Tagen
analysiert. Die Untersuchungen erfolgten dabei qualitativ. mit einer geeigneten
immunhistochemischen Doppelfarbung, die die AB-Plaques in rot zusammen mit den
Mikroglia in braun auf den Hirnschnitten der zu untersuchenden Tiere darstellt (3.2.3). Die
quantitative Analyse der mikroglialen Aktivierung wurde mit einer in unserem Labor
entwickelten Hochdurchsatz-Methode durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der
Digitalisierung der Doppelfarbungen von amyloiden Plaques und Mikroglia mit
anschlielender Auswertung der so gewonnenen digitalen Daten Uber ein eigens erstelltes
halb-automatisches Programm der Axio-Vision-Software. Dieses errechnet die
Plaqueanzahl, Plaqueflache, Mikrogliaflache und den Prozentsatz der mikroglialen
Bedeckung zur entsprechenden Plaqueflache (3.2.4) "%,

Wie schon durch Radde et.al. berichtet, waren wahrend der Analyse erste auftretende
amyloide Ablagerungen in 50 Tage alten APP/PS1-B6 Tieren nachweisbar (Abb.: 7A) . In
der Nahe dieser frihzeitig gebildeten, in ihrer Grofle noch relativ kleinen, AB-Plaques
befanden sich bereits einzelne aktivierte Mikroglia (Abb.: 7D). Mit zunehmendem Alter stieg
die Plaquedichte in den kortikalen Bereichen der Tiere dramatisch an. Dieser Anstieg ging
mit einer erhéhten Mikrogliose um die amyloiden Plaques einher (Abb.: 7B, C). Dabei waren
ausnahmslos alle mit Hilfe des AB-Antikodrpers (clone 6F3D) rot angefarbten AB-Plaques mit
Mikroglia umgeben. Im Gegensatz zu den kleinen weit verzweigten Mikroglia im restlichen
Hirnparenchym zeigten diese in unmittelbarer Umgebung von ApB-Plaques gelegenen
Mikroglia einen aktivierten Phanotyp mit vergroRerten Zellsoma und amdboider Form. Die
Anzahl aktivierter Mikroglia scheint mit steigender Plaqueflache zuzunehmen, wobei einige
Mikroglia teilweise auch den Kern der amyloiden Ablagerungen infiltrierten. Interessanter-
weise konnte festgestellt werden, dass die Plaque-assoziierte Mikrogliaflache bei einer
Untergruppe von kleineren, womoglich neuentstandenen Ablagerungen grélier war als bei

grol¥flachigen AB-Plaques (Abb.: 7E, F).

50



.

Abb. 7: Altersabhédngige Veranderungen der mikroglialen Plaquebedeckung in den APP/PS1-
B6 Mausen. A) Auftreten von ersten AB-Plaques in einem Alter von 50 Tagen. B) Dramatischer
Anstieg der Ap-Ablagerungen beim Alter von 125 Tagen, C) bis hin zu 200 Tagen. Vergrofierung
(D-F) markiert die Assoziation von Mikroglia zu den Ap-Plaques. Die mikrogliale Bedeckung erhoht
sich bis zum Tag 125 (E), danach reduziert sich die Flache von aktivierten Mikroglia um die

groflachigen Ap-Ablagerungen, wahrend kleinere Plaques eine relativ starke mikrogliale
168
).

Komponente aufweisen (publiziert in
Nachdem eine altersabhdngige Aktivierung der Mikroglia, ausgeldst durch die
Plagueablagerungen, mittels Immunhistochemie (IHC) gezeigt wurde, erfolgte die
quantitative Analyse der temporaren und spatialen Beziehung von Mikroglia und Ap-Plaques
zu den verschiedenen Zeitpunkten der Erkrankung mit Hilfe des semi-automatisierten
Programm der AxioVision Software (3.2.4).

Die Quantifizierung von definierten kortikalen Bereichen ergab einen konstanten Anstieg der
Plaqueanzahl bis zum 200. Tag. Die 75 Tage alten APP/PS1-B6 Tiere entwickelten bereits
mehr als die 10-fache Menge an AB-Ablagerungen gegenlber 50 Tage alten Tieren. Danach
stieg die Plaquedichte bis auf 547 pro 10 mm? Kortexflache bei 200 d alten Tieren an (Abb.:
8A). Parallel dazu erhdhte sich jedoch die durchschnittliche Plaquegrofde nur bis zum 150.
Tag, wobei sie ein Maximum von ungefihr 1100 ym? erreichte (Abb.: 8B). In dem Zeitraum
von 50-200 d war eine kontinuierliche Zunahme der gesamten mikroglialen Flache
erkennbar. Dabei erhohte sich die Flache der Mikroglia pro 10 mm? Kortexfliche um circa
das 300-fache von 684 ym? am Tag 50 bis auf 202919 ym? am Tag 200 (Abb.: 8C). Die
mikrogliale Flache normiert auf die Anzahl der AB-Plaques vergroRerte sich bis zum 150.
Tag. Ab diesem Zeitpunkt blieb die errechnete durchschnittliche mikrogliale Flache pro AB-
Plaque konstant und lag bei rund 345 um? (Abb.: 8D). Im Verlauf der Analyse traten bei allen

Parametern keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Geschlechtern auf.
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Abb. 8: Analyse der Plaqueanzahl, PlaquegroBe und mikroglialer Flache in den APP/PS1-B6
Méusen im Alter von 50-200 d in untersuchten Zeitrdumen von 25 Tagen. Quantifizierung von A)
Plaqueanzahl, B) durchschnittliche PlaquegréRRe (pmz), C) mikroglialer Flache und D) mikroglialer
Flache normiert auf die Anzahl der AB-Plaques in den Neokortizes von APP/PS1-B6 Mausen (alle
Messungen wurden auf 10 mm? kortikalen Bereich normiert). Uber den gesamten Analysezeitraum
stieg die Plagueanzahl (A) wie auch die durchschnittliche PlaquegréflRe (B) konstant an, welche jedoch
im Alter von 150 d ein Maximum erreichte. Die mikrogliale Flache vergréRerte sich stetig Uber die
ganze Untersuchungsperiode, wobei die errechnete durchschnittliche Flache der Mikroglia, die die
einzelnen amyloiden Ablagerungen umgaben ein Plateau bei 150 d, 175 d und 200 d einnahm.
Dargestellt sind Mittelwerte +SEM. (publiziert in *°).

Zur quantitativen Analyse der raumlichen Beziehung zwischen Ap-Plaques und Plaque-
assoziierten Mikroglia wurden die prozentualen Verhaltnisse der einzelnen Plaqueflachen
[um?] und den dazugehérigen, ermittelten Mikrogliaflachen [um?] bestimmt und anschlieRend
gegen die jeweilige Plaqueflache aufgetragen. Dabei war mit steigendem Alter die
Entstehung zweier Plaquepopulationen mit verschiedener Mikrogliabedeckung feststellbar.
Neben dem Hauptteil an Plaques, die mit einer geringen Mikrogliaflache (< 50%) bedeckt
waren, ist eine zweite kleinere Gruppe an Plaques entstanden, die eine massive
Mikrogliabedeckung (> 50%) besal® (Abb.: 9A). Bei den Uber den Zeitraum wachsenden
Plaques zeigte sich, dass die Mikrogliaflache weitestgehend konstant blieb, wohin gegen
kleinere womdglich neu entstehende AB-Ablagerungen mit groRen Mengen an Mikroglia
assoziiert waren. Die zusatzliche Quantifizierung der Plaqueanzahl, bei der wenigstens 50%
der Plaqueflache mit Mikroglia bedeckt sind, ergab einen kontinuierlichen Anstieg bis 125
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Tage. Im weiteren Untersuchungszeitraum blieb der Wert der relativen Plaqueanzahl mit
wenigstens 50% Mikrogliabedeckung weitestgehend konstant mit einem leichten Ruckgang
bei 175 d (Abb.: 9B).

A w 50d 75d 100d
o
S T 70
im 2,
02
D-_U
© g 500
o
2o
5@ i .
T X 300 r
4> -
2 g . 3
100 |
200 125d 150d 175d
2
ﬁ g 700
=
g QP
ol B
o T s00 :
o -
25 ks
S 8 ¢ 3
oA 300
£
5=
=
100 ES
g fue %
80
900 |, 200d| B
o 2
§ T 700 £ 60 [
%5 0 2 50
= £ _ 1 45
g @ - [a1 T
o® %g 40 [ Izs
[ = —
29 @ L?
32 i I
W =
£3 Z 20 '
o~ _g 12 L
= o T
glanes S 0
0 2000 4000 6000 8000 50d 75d 100d 125d 150d 175d 200d
Plaqueflache [pm?] Alter in [d]

Abb. 9: A) Entstehung zweier Plaquepopulationen in den APP/PS1-B6 Tieren im Unter-
suchungszeitraum von 50-200 Tagen. Die Berechnungen der Mikrogliabedeckung zu
entsprechenden Plaqueflachen resultierten in der Entstehung zweier verschiedener Gruppen von
Plaques. FlachenmaRig groRere Plaques zeigten ein Verhaltnis von Plaque- zu Mikrogliaflache von
unter 50% (blaue Punkte). Darlber hinaus wiesen kleinere, neu gebildete Plaques ein Verhaltnis
zwischen Plaqueflache zu Mikrogliabedeckung von weit tiber 50% auf (dunkelrote Punkte).

B) Altersabhidngige Veranderung der relativen Plaqueanzahl, die mit wenigstens zu 50% von
Mikroglia bedeckt waren im APP/PS1-B6 Mausmodell. Die Quantifizierung der Plaques, die Uber
die Halfte mit Mikroglia bedeckt waren, zeigte einen kontinuierlichen Anstieg bis 125 Tagen. Im
weiteren Verlauf bis 200 Tagen erreichte die relative Plaqueanzahl mit wenigstens 50%
Mikrogliabedeckung ein Plateau. Messungen wurden auf 10 mm? kortikalen Bereich normiert.

Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. (publiziert in '°®).
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Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen mikroglialer Bedeckung und dem Wachstum
der amyloiden Ablagerungen zu verifizieren, erfolgte im nachsten Schritt die Untersuchung
der PlaquegrofRen. Dazu wurden die AB-Plaques abhangig von ihren Grolien in drei separate
Gruppen unterteilt: 1) klein, <400 pm?; 2) mittel, 401 pm? — 700 pm?; 3) groR, >700 um? "%,
Im Alter von 50 d, mit dem Auftreten der ersten Plaques, konnten, wie erwartet, alle
entstanden Ablagerungen in die Gruppe mit der GréRe unter 400 um? eingeordnet werden.
Gemal der steigenden durchschnittlichen PlaquegroRe (Abb.: 8B) zeigte sich im weiteren
Verlauf der Analyse bis zum 100. Tag eine Zunahme der grofflachigen Plaques bei
gleichzeitiger Abnahme des Anteil an kleinen Ap-Ablagerungen. Zum Zeitpunkt von 125 d
war jedoch ein Anstieg der relativen Anzahl an kleinen Plaques und ein Abfall der Fraktion
von grof3en AB-Plaques erkennbar (Abb.: 10). In dem Zeitraum von 150 bis 200 d, bei dem
trotz gleichbleibender durchschnittlicher Mikrogliaflache pro Ap-Ablagerung (Abb.: 8D) der
hochste Anteil an hauptsachlich kleineren Plaques mit Uber 50% mikroglialer Bedeckung
feststellbar war, blieb die relative Anzahl der kleinen und groRen AB-Plaques weitestgehend
konstant, mit einem leicht tendenziellen Anstieg der unter 400 ym? groRen amyloiden
Ablagerungen. Im Gegensatz zu den sich veranderten Verhaltnissen von kleinen und grof3en
Ablagerungen erreicht der prozentuale Anteil der mittleren Plaques ein Plateau ab dem 75.
Tag und liegt Uber die restliche Untersuchungsperiode zwischen 25-30% der

Gesamtplaqueanzahl (Abb.: 10).
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Abb. 10: Analyse der Plaquegréfen-Verteilung in den APP/PS1-B6 Mausen im Alter von 50-200
d. Im Verlauf des Untersuchungszeitraums zeigte sich eine Fluktuation in der relativen Plaqueanzahl
zwischen den verschiedenen PlaquegroRen-Gruppen. Einem dramatischen Abfall des Anteils an
kleinen Ablagerungen (gestrichelte Linie) zu den frihen Zeitpunkten folgte eine geringe Zunahme am
Tag 125. Der prozentuale Anteil an groRen AB-Plaques (durchgezogene Linie) entwickelte sich im
Vergleich zu den kleinen Ablagerungen in entgegengesetzter Richtung, mit einen steilem Anstieg
zwischen 50 und 100d sowie einen leichtem Rickgang bei 125 d. Danach blieben sowohl die Anzahl
an kleinen und groRen Plaques relativ konstant, wohingegen der Anteil an mittelgrol3en Ablagerungen

(gepunktete Linie) bereits ab dem 75. Tag fast unveranderlich blieb. Alle Messungen wurden auf 10

mm? kortikalen Bereich normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. (publiziert in '*?).

4.2 Einfluss des nukledren genetischen Hintergrundes auf die mikrogliale

Aktivierung im Verlauf der AD

Da die Funktionen des angeborenen Immunsystems, zu dem auch die Mikroglia gehoren,
stark von der genetischen Konstitution jedes einzelnen Individuums abhangt, ist die
Untersuchung des Einflusses der genetischen Heterogenitat auf die mikrogliale Aktivierung
wahrend der AD-Pathogenese von Bedeutung. Dabei kann die Analyse des beobachteten
Effekts des genetischen Hintergrundes von AD-Mausmodellen auf den Krankheitsverlauf, ein
geeignetes Mittel zur Identifizierung von genetischen Faktoren, die bestimmte
charakteristische Merkmale der AD-Pathologie regulieren, darstellen. Aus diesem Grund
wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des genetischen Hintergrundes zweier
verschiedener Mausinzuchtstdmme mit zerebraler B-Amyloidose auf die mikrogliale

Aktivierung vergleichend untersucht.
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Darlber hinaus hilft das Wissen Uber eine mogliche Beeintrachtigung der mikroglialen
Reaktivitdt in Abhangigkeit von der genetischen Konstitution der Mausmodelle bei der
korrekten Interpretation von Forschungsergebnissen, die basierend auf der Verwendung von
verschiedenen transgenen AD-Mausstadmmen ermittelt wurden 2.

Zur Untersuchung des Einflusses des nuklearen genomischen Hintergrundes auf die
Aktivierung von Mikroglia und ihrer Assoziation mit der Ap-Pathologie wurde das APP/PS1-
Mausmodell in einen weiterem Inzuchtstamm, dem FVB/N (FVB) Mausstamm (3.1.8),
zurtickgekreuzt. Die Entscheidung, die FVB Linie zu benutzen, lag darin begriindet, dass
sich ihre nukleare DNA wesentlich vom B6 Mausstamm unterscheidet und hinsichtlich
altersbedingter ZNS-Erkrankungen gut charakterisiert ist '**'"°. Zur Analyse der temporéren
und spatialen mikroglialen Antwort wurden APP/PS1-FVB- und APP/PS1-B6 Mause, in
einem Alter von 50 bis 200 Tagen, in kurzen Zeitintervallen von 25 Tagen untersucht. Die
Analysen erfolgten dabei wiederrum mit Hilfe der IHC und des semi-automatisierten
Verfahrens zur quantitativen Charakterisierung der mikroglialen Aktivitdt. Die Tieranzahl
betrug dabei jeweils mindestens flinf Mause pro Zeitpunkt und transgener Mauslinie, wobei
keine Gender-spezifischen Unterschiede einbezogen wurden. Mit der Entstehung der ersten
amyloiden Plaques konnte in beiden AD-Mausstdmmen eine aufkommende Mikrogliose
beobachtet werden. Bei den APP/PS1-B6- als auch bei den -FVB Tieren stieg die
Mikrogliose mit zunehmendem Alter stark an, wobei alle immunhistochemisch angefarbten
Ablagerungen mit Mikroglia umgeben waren. Im Vergleich zu den nicht mit AB-Plaques
interagierenden Mikroglia zeigten die Plaque-assoziierten Mikroglia wiederum einen wenig
verzweigten sowie vergrolRerten Zellkdrper. Interessanterweise war bereits auf den
immunhistochemischen Doppelfarbungen der Hirnproben bei den transgenen FVB Mausen
im mittleren und hohen Alter ein groRerer mikroglialer Anteil in der Nahe der Ap-Plaques im
Vergleich mit den gleichaltrigen APP/PS1-B6 Tieren, erkennbar (Abb.: 11).
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Abb. 11: Charakterisierung der mikroglialen Aktivierung infolge der zerebralen -Amyloidose in
den APP/PS1-B6 und APP/PS1-FVB Madausen im Alter von 50-200 d. A) Reprasentative
immunhiostochemische Doppelfarbung von Mikroglia (braun) und Plaques (rot) im Kortexbereich in 2x
und 25x VergréRerung von 100 d, 175 d und 200 d alten APP/PS1-B6 Tieren und B) in gleichaltrigen
APP/PS1-FVB Mausen. C) Qualitative Profile der AB-vermittelten mikroglialen Aktivierung im Gehirn

von 200 d alten Tieren beider APP/PS1-transgener Mausstamme. Die hdhere Vergrolierung weist
eine geringere Aktivierung von Mikroglia um die AB-Plaques in den APP/PS1-B6 Mausen verglichen
mit den APP/PS1-FVB Tieren auf.
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Die folgende Quantifizierung der Plaque assoziierten Mikrogliabedeckung ergab bedeutende
Mausstamm-spezifische Unterschiede. Wie schon auf den immmunhistochemischen
Farbungen sichtbar, konnte eine signifikant hohere durchschnittliche mikrogliale Flache pro
AB-Plaque im Alter von 100 bis 200 d in den APP/PS1-FVB Tieren festgestellt werden. Im
Vergleich zu den transgenen Mausen im B6-Hintergrund waren in diesem Zeitraum die
amyloiden Ablagerungen im Durchschnitt mit jeweils circa 40% groRerer Mikrogliaflache
umgeben. In beiden Mausstammen stieg die durchschnittliche Mikrogliaflache pro Ap-
Ablagerung zwischen dem Alter von 50 bis 150 d kontinuierlich an und blieb danach relativ
konstant bei ungefahr 349,5 pm? pro Plaque in den APP/PS1-B6 Tieren gegeniiber 481,5
um? pro Plapue im APP/PS1-FVB Stamm (Abb.:12 A). Ahnlich wie bei der Charakterisierung
der mikroglialen Antwort im APP/PS1-B6 Mausmodell konnte auch in den transgenen FVB
Mausen die Entstehung zweier Plaquepopulationen mit unterschiedlicher Mikroglia-
bedeckung identifiziert werden. Dabei war mit steigendem Alter die Gruppe an vorwiegend
kleinen AB-Plagues mit einer massiven Mikrogliabedeckung von Gber 50% in den APP/PS1-
FVB Mausen grofRer als in den APP/PS1-B6 Tieren (Abb.: 12B). Die Quantifizierung der
relativen Plaqueanzahl bei der wenigstens 50% der Plaqueflache mit Mikroglia bedeckt sind,
als empirisch definierter Marker der mikroglialen Aktivitat, zeigte im transgenen B6 Stamm
einen stufenweisen Anstieg bis zu einem Alter von 150 d. Diesem Anstieg folgte ein
weitestgehend gleichbleibendes Plateau der Plaqueanzahl zu den spateren Zeitpunkten, bei
dem circa 43% der gesamten Plaques eine Uber 50%-ige Mikrogliabedeckung aufwiesen. Im
APP/PS1-FVB Mausstamm waren dagegen bereits ab dem 75. Tag Uber 55% der gesamten
Plaques mit einer enormen Mikrogliaflache (> 50%) assoziiert. Bis zum Alter von 200 d blieb
diese hohe mikrogliale Bedeckung relativ stabil, so dass bei allen untersuchten Zeitpunkten
mindestens immer Uber 55% der amyloiden Ablagerungen zu Halfte mit Mikroglia bedeckt
waren. Eine signifikante hohere relative Plaqueanzahl mit mindestens 50%-iger
Mikrogliabedeckung ergab sich mit Ausnahme des 50 d-Zeitpunktes zu allen anderen

Zeitpunkten bei den transgenen FVB-Tieren gegenuber den B6 Mausen (Abb.:12C).
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Abb. 12: Mausstamm-spezifische Unterschiede in der mikroglialen Reaktivitait zu den
amyloiden Ablagerungen in den APP/PS1-B6 und APP/PS1-FVB transgenen Tieren.
Zeitabhangige Analysen der A) durchschnittlichen Mikrogliaflache pro Ap-Plaque, B) dem
GroRenverhaltnis von Mikrogliaflache zur entsprechenden Plaqueflache und C) der relativen
Plaqueanzahl mit wenigsten 50% Mikrogliabedeckung ergaben eine signifikant héhere mikrogliale
Aktivierung in den APP/PS1-FVB Mausen zu mittleren und spaten Zeitpunkten verglichen mit den
gleichaltrigen APP/PS1-B6 Tieren. Alle Messungen wurden auf 10 mm? kortikalen Bereich normiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. *p< 0.05 +SEM. (publiziert in '"")

Um eine potentielle Auswirkung der erhdhten mikroglialen Aktivierung in den APP/PS1-FVB
Tieren auf die Ap-Pathologie feststellen zu kdnnen, erfolgte die Analyse der amyloiden
Ablagerungen beider transgener Mausstamme mittels IHC. Dafur wurden, zu den definierten
Zeitpunkten, Hirnschnitte von beiden Mausstdammen angefertigt und mit Hilfe eines Ap-
Antikérpers (Klon 6F3D) braun angefarbt (3.2.3). Wie erwartet konnten erste Ap-Plaques im
Neokortex in beiden APP/PS1 transgenen Mauslinien im Alter von 50 d detektiert werden.
Mit steigendem Alter war eine zunehmende f-Amyloidosis in beiden Mausstammen
ersichtlich, wobei erstmals Plaques im Hippocampus und Hirnstamm zum Zeitpunkt von 100
d auftraten (Abb.: 13A). Wahrend beim visuellen Vergleich keine auffalligen Unterschiede in
der Ap-Pathologie zwischen den transgenen Mausstdammen im frihen und mittleren Stadium
der AD-Erkrankung erkennbar waren (Abb.: 13A), deuteten die qualitativen ApB-Farbungen zu
den spateren Zeitpunkten, insbesondere im Alter von 200 d, auf eine hdhere AB-Belastung in
den APP/PS1-B6 Mausen verglichen mit den APP/PS1-FVB Tieren hin (Abb.: 13B).
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Abb. 13: Qualitative Darstellung der amyloiden Ablagerungen von APP/PS1-B6 und APP/PS1-
FVB Mausen im Alter von 50-200 d. A) Reprasentative immunhiostochemische Farbungen der ApB-
Plaques (braun) im gesamten Kortex von APP/PS1-B6 Tieren in einem Alter von 50, 75, 100, 150, 175
und 200 d. B) AB-gefarbte Kortizes der gleichaltrigen APP/PS1-FVB Mause (2-fache Vergrdfierung).
C) Qualitative Profile der AB-Plaques (braun) im Gehirn von 200d alten Tieren beider APP/PS1
transgener Mausstdmme. Die hdhere Vergrolierung zeigt eine groRere Ap-Belastung im Kortex der B6

Méause verglichen mit den FVB Tieren.

Anhnlich wie bei der Charakterisierung der mikroglialen Aktivierung wurden im Anschluss die
AB-Farbungen digitalisiert und mit Hilfe eines halb-automatischen Verfahrens, das in
definierten Bereichen des Kortex die Plaqueanzahl, Plaquegrofle sowie kortikale
Plaquebedeckung berechnet, analysiert (3.2.4).

Die Quantifizierung der Plaqueanzahl in den beiden APP/PS1 transgenen Mausstdmmen
ergab im Untersuchungszeitraum von 50 bis 175 d keine signifikanten Differenzen. Sowohl
die transgenen B6 als auch FVB Tiere zeigten Uber die Zeit eine stufenweise Zunahme der

ApB-Ablagerungen. Lediglich bei 200 d war die Anzahl der AB-Plaques in den FVB Mausen
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mit durchschnittlich 487 Plaques pro 10 mm? Kortexflache signifikant niedriger als in den B6
Tieren (547 Plaques/10 mm? Kortexflache) (Abb.: 14A). Bei der Berechnung des Flachen-
anteils, den die gesamten Plaques zusammengenommen im Kortexbereich einnehmen,
wurden Mausstamm-spezifische Unterschiede zu den Zeitpunkten von 175 und 200 d
festgestellt. Zwischen einem Alter von 50 d und 150 d zeigten beide APP/PS1 transgene
Mausstamme einen leichten Anstieg in der Gesamtheit der Plaqueflachen zur Kortexflache.
Zu diesen Zeitpunkten war der prozentuale Anteil der kortikalen Plaguebedeckung in den
APP/PS1-FVB und —B6 Tieren nahezu gleich. Wahrend sich in der APP/PS1-FVB Mauslinie
danach die Gesamtflache der amyloiden Ablagerungen gegenuber der Kortexflache
weiterhin nur schwach erhdhte, war in den transgenen B6 Tieren eine starke Zunahme in der
kortikalen Plaguebedeckung ersichtlich. Dabei konnte beim Untersuchungszeitpunkt von 175
d eine ca. 2-fache Erhéhung des prozentualen Anteils der gesamten Plaqueflachen zur
Kortexflache in den APP/PS1-B6 Mausen gegenuber den transgenen FVB Tieren bestimmt
werden, die auf das 2,5-fache im Alter von 200 d stieg (Abb.: 14B).
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Abb. 14: Mausstamm-spezifische Unterschiede in der AB-Pathologie von APP/PS1-B6 und
APP/PS1-FVB transgenen Tieren zu den spaten Zeitpunkten. Zeitabhangige Analysen der A)
Plaqueanzahl ergaben im Alter von 200 d eine signifikant niedrige Plaqueanzahl in den APP/PS1-FVB
Tieren verglichen mit den gleichaltrigen APP/PS1-B6 Mausen. Die Quantifizierung der B) kortikalen
Plaquebedeckung zeigte signifikante Unterschiede zwischen den APP/PS1-FVB und APP/PS1-B6
Mausen zu den spaten Zeitpunkten von 175 d sowie 200 d. Alle Messungen wurden auf 10 mm?

171)

kortikalen Bereich normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM. *p< 0.05 . (publiziert in
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In nachsten Schritt sollte der ursachliche Grund flr die Diskrepanz, der 61%-ige Abnahme
der kortikalen Plaquebedeckung in den transgenen FVB Mausen, bei einer nur 12%-igen
Reduktion in der Plaqueanzahl verglichen mit den B6 Mausen im Alter von 200d, untersucht
werden. Da zum Zeitpunkt von 175 d der Flachenanteil der Plaques im Kortexbereich der
APP/PS1-FVB Mause, trotz annahrend gleicher Plagueanzahl wie in den transgenen B6
Tieren, signifikant vermindert war, kann fir diese festgestellte Abweichung nur Unterschiede
in den Plaquegréfen eine mdgliche Erklarung sein. Aus diesem Grund wurden die ApB-
Plaques in drei separate Gruppen je nach ihrer GréRe unterteilt: klein < 400 um? < mittel <
700um? < groR ' In Abbildung 15A ist die prozentuale Verteilung der einzelnen
PlaguegrdofRengruppen beider transgenen Mausstamme Uber die gesamte Untersuchungs-
periode dargestellt. Der Anteil der mittleren Plaques erhdhte sich in beiden Mausmodellen
dramatisch zwischen dem 50. und 75. d, blieb danach aber konstant mit ahnlichen Werten
fur die transgenen FVB und B6 Tiere. Die Verteilung kleiner und groRer Plaques zeigte
dagegen zeitabhangige Unterschiede zwischen den transgenen Mausstammen. In beiden
war im Verlauf der Analyse neben der Abnahme von kleinen Plaques ein Anstieg der grof3en
Plagues feststellbar. Jedoch war in den APP/PS1-FVB Mausen eine langsamere
Verringerung des prozentualen Anteils an kleinen AB-Plaques sowie ein verminderter
Anstieg der Fraktion von groRen amyloiden Ablagerungen Uber den analysierten Zeitraum
feststellbar. In den APP/PS1-FVB Mausen lag der prozentuale Anteil der groRen Plaques zu
allen Zeitpunkten deutlich unter dem der kleinen Plaques. Im Gegensatz dazu war der
prozentuale Anteil der gro3en Plaques in den APP/PS1-B6 Tieren so stark angestiegen,
dass er ab dem 150. d Uber der Fraktion der kleinen Plaques lag (Abb.: 15A). Die starksten
Unterschiede in der Verteilung von kleinen und grof3en Plaques zeigten sich bei 175 und 200
Tagen. Im Alter von 175 d waren in den APP/PS1-FVB Tieren fast die Halfte (49,2%) der
Plaques kleiner als 400 pm? und nur 20,7 % der Plaques groRer als 700 pym?® In den
APP/PS1-B6 Mausen dagegen lag, zum gleichen Zeitpunkt, der prozentuale Anteil an
kleinen Plaques bei 33,5% und der der grof3en bei 41,4% (Abb.: 15B). Bei 200 d gehdrten in
den transgenen FVB Mausen noch 45,5% der Plaques der Gruppe der kleinen Ablagerungen
an, wahrend in den APP/PS1-B6 Tiere nur 35,2% zu den dieser Gruppe gezahlt werden
konnte. Im Gegensatz dazu war der Anteil an grof3en Plaques mit 27,8% in den APP/PS1-
FVB Mausen betrachtlich niedriger als im APP/PS1-B6 Mausmodell, die durchschnittlich
42,5% der Plaques mit einer GroRe von lber 700 ym? aufwiesen (Abb.: 15C). Fiir die
mittleren Plaques zeigte sich auch zum Zeitpunkt von 200 d ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden transgenen AD-Mausstdmmen, der jedoch nicht so bedeutend ausfiel
wie flr die kleinen bzw. gro3en Ablagerungen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die erhdhte
mikrogliale Assoziation um die AB-Plaques in den APP/PS1-FVB Tieren mit einer starkeren
Beschrankung im Wachstum ihrer amyloiden Ablagerungen, verglichen mit den APP/PS1-B6
Mausen, einhergeht. Die Daten lassen auf eine Verbindung zwischen unterschiedlicher
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Mikrogliaaktivierung und veranderter Ap-Pathologie in beiden APP/PS1 Mauslinien schlieen
und deuten daraufhin, dass eine erhdhte Reaktivitat der Mikroglia zu einer Verringerung der
AB-Belastung im Verlauf der AD flhrt.

A B ¥
— + -kleine Plapues - -= - mittlere Plaques —— grofie Plagues :::::z:_:\fs 175d
100.0
APP/PS1-B6 ¥ 600 * *
LN = — I
o
= 80.0 5 500 =
0] £
2 S 400 1
= 60.04 % -
5 =
x ES 1
= 21 300 =
s )
© 40.0- =3 )
S 2 T T
s § 200 T
% g
& 1 g
£ 200 2 100
N 2
i
i [7]
E 0.0 € 00
klein mittel grof
il o APPIPS1-FVB| © 200
= F 600 * *
g 80.04 = 1 1
o
8 5 500
3 E I T
g 6007 8 "
o 2 400 *
o E o
> .
5 400 1}
E 249 30.0 - §
g T
20.04 § 200 =
2
8
L 100
0.0 ‘ ‘ . . 2
o
50d 75d 100d 150d 175d 200d °
Alter in [d] 0.0
klein mittel grof

Abb. 15: Mausstamm-spezifische Unterschiede in der Plaquegréofenverteilung von APP/PS1-B6
und APP/PS1-FVB transgenen Tieren. A) Die Quantifizierung von kleinen (<400 pmz, gestrichelte
Linie), mittleren (gepunktete Linie) und grof3en (=700 pmz, durchgezogene Linie) in APP/PS1-B6 und
APP/PS1-FVB Mausen in einem Alter von 50 d bis 200 d. B,C) Die Verteilung an kleinen und grofR3en
Plaques zeigte bedeutende Unterschiede zwischen beiden transgenen Mausmodellen zu den
Zeitpunkten von 175 d und 200 d. Alle Messungen wurden auf 10 mm? kortikalen Bereich normiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. *p< 0.05. (publiziert in """

Um weitere mdgliche Auswirkungen, der unterschiedlichen Mikrogliaaktivitat auf die Ap-
Pathologie zu prifen, wurden im Verlauf der Untersuchung die zerebralen Ap4-
Konzentrationen von APP/PS1-B6 und APP/PS1-FVB Tieren in einem Zeitintervall von 25 d
zwischen einem Alter von 50 bis 200 d gemessen. Dazu erfolgte mittels ELISA in
Hirnhomogenaten von beiden transgenen Mausmodellen separate Messungen der
Konzentrationen von ABs-Monomeren / Oligomeren als auch von ABg,-Protofibrillen /
Fibrillen (3.2.6).
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Der Gehalt an AB4>-Monomeren /Oligomeren erhohte sich in beiden AD-Mauslinien
gleichermalien kontinuierlich bis zum Zeitpunkt von 150 d. Jedoch mit zunehmendem Alter
stieg die Menge an A4, in Form von Monomeren und Oligomeren in den APP/PS1-B6
Tieren weiter an, wobei sie in den Mausen mit FVB-Hintergrund nahezu konstant blieb. Im
Vergleich zu den transgenen B6 Tieren war die Gesamtkonzentration von AB4-Monomeren /
Oligomeren um 42% bzw. 52% niedriger zu den Zeitpunkten von 175 und 200 d (Abb.: 16A).
Bei der Bestimmung der Konzentration von AB4.-Protofibrillen / Fibrillen war ein ahnliches
Ergebnis feststellbar. Beide transgenen Mausstdmme zeigten einen gleichen Anstieg des
Gehaltes an Protofibrillen und Fibrillen bis zum Alter von 150 d. Danach ergaben die
Messungen wiederum Mausstamme-spezifische Unterschiede. Im Gegensatz zu den relativ
gleichbleibenden Konzentrationen an aggregierten AB,, in den APP/PS1-FVB Mausen zu
den spaten Zeitpunkten, erhdhte sich der Gehalt an ApB4p-Protofibrillen / Fibrillen in den
Tieren mit den B6-Allelen kontinuierlich auf ein Maximum von 1344,2 ng/mg Gehirnextrakt
bei 200 d. Dies einer signifikanten Erhéhung von 120% gegenuber den gleichaltrigen
APP/PS1-FVB Mausen entspricht (Abb.: 16B).
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Abb. 16: Mausstamm-spezifische Unterschiede in den zerebralen Ap4-Konzentration von
APP/PS1-B6 und APP/PS1-FVB transgenen Tieren zu den spiten Zeitpunkten. Zeitabhangige
Analysen der Konzentrationen an A) ABs-Monomere / Oligomere (Puffer-16sliche Fraktion) und B)
AB4,-Protofibrillen / Fibrillen (Guanidin-lésliche Fraktion) ergaben signifikant niedrige zerebrale
Gesamt AB-Mengen in den APP/PS1-FVB Mausen zu den Zeitpunkten von 175 d und 200 d
verglichen mit gleichaltrigen Tieren des APP/PS1-B6 Mausmodells. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM. *p< 0.05. (publiziert in '"")
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4.3 Einfluss von somatisch mitochondrialen DNA-Modifikationen auf die

mikrogliale Aktivierung im Verlauf bei der AD

Die nachgewiesene Assoziation von mitochondrialer Dysfunktion bei verminderter
Energieproduktion und erhohter Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies im Rahmen
altersbedingter neurodegenerativer Erkrankungen wie der Alzheimer Demenz sowie die
Tatsache, dass die zur Aktivierung von Mikroglia notwendige Signalkaskade vom
extrazellularen und intrazellularen Energiehaushalt abhangig ist, lassen eine Verbindung
zwischen Mitochondrienfunktion und Mikrogliaaktivierung wahrend der AD-Pathogenese
vermuten '®'2_ Da bis dato (iber den Zusammenhang zwischen mikroglialer Antwort und
krankheitsbedingten Dysfunktionen der Mitochondrien, hervorgerufen durch Mutationen im
mitochondrialen Genom, noch wenig bekannt ist, ist es notwendig die Relevanz von
spezifischen mitochondrialen DNA- (mtDNA) Modifikationen auf die Aktivierung der Mikroglia
bei der AD zu analysieren.
Zu diesem Zweck erfolgte in unserem Labor die Generierung eines neuen AD-Mausmodells,
welches spezifische Veranderungen in der mtDNA aller somatischen Zellen besitzt. Dazu
wurden mannliche Tiere des B6 Mausstamm mit weiblichen Tieren des NOD/LtJ
Inzuchtstammes, der natirlich vorkommende mtDNA Variationen gegeniber der B6
Mauslinie aufweist, Uber mehrere Generationen zurlckgekreuzt (ca. 5 Jahre). Dadurch
wurden die mitochondrialen Modifikationen des NOD/LtJ Mausstammes in einen rein
nukledren genetischen B6 Hintergrund Uberfihrt. Die Veranderungen im Genom der
Mitochondrien betreffen dabei zwei Enzyme der mitochondrialen Atmungskette, die NADH-
Dehydrogenase und die Cytochrom C Oxidase sowie die tRNA fiir Arginin '®°. Weibliche
Tiere der resultierenden konplastischen Mauslinie (B6xmtNOD/LtJ) wurden dann mit
mannlichen APP/PS1-B6 Tieren gekreuzt, um Mause (APP/PS1-B6xmtNOD) mit zerebraler
B-Amyloidose und den spezifischen mitochondrialen DNA-Modifikationen zu erzeugen
(3.1.8). Mit der Generierung von APP/PS1-B6xmtNOD Tieren konnte anschlielend exklusiv
der Effekt der spezifischen mitochondrialen DNA-Veranderungen auf die Ap-vermittelte
Mikrogliaaktivierung analysiert werden, ohne den gezeigten Einfluss der genetischen
Konstitution hinsichtlich der mikroglialen Reaktion im Verlauf der AD zu berucksichtigen.
Dazu wurden von den APP/PS1-B6 und APP/PS1-B6xmtNOD Mauslinien mindestens
jeweils 6 Tieren geschlechtsunabhangig in einem Alter von 200 d, im Hinblick auf den
zerebralen ATP-Gehalt sowie der mikroglialen Aktivierung in Verbindung mit der ApB-
Pathologie, vergleichend untersucht.
Mittels eines Luziferin / Luziferase ATP-Biolumineszents Test Kits erfolgte an frisch
praparierten Gehirnhomogenaten beider Mauslinien die Bestimmung der zerebralen ATP-
Konzentration (3.2.2, 3.2.7). Die mtDNA-Modifikationen im generierten konplastischen
Mausmodell zeigten dabei einen nachweisbaren Effekt auf die mitochondriale
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Energieproduktion. So war bei 200 d der ATP-Gehalt in den APP/PS1-B6mtNOD Mausen

um circa 75% erhoht im Vergleich zu den gleichaltrigen APP/PS1-B6 Kontrolltieren (Abb.:
17).
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Abb. 17: Spezifische Unterschiede in der zerebralen ATP-Konzentration in den APP/PS1-B6
und APP/PS1-B6xmtNOD transgenen Tieren zum Zeitpunkt von 200 d. Die Bestimmung der
ATP-Konzentration ergab eine signifikante Erhdhung im zerebralen ATP-Gehalt bei den mit
spezifischen Veranderungen im mitochondrialen Genom ausgestatteten APP/PS1-B6xmtNOD
Mausen verglichen mit den APP/PS1-B6 Tieren im Alter von 200 Tagen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM. *p< 0.05. (publiziert in '")

Zur Aufdeckung, ob die durch die spezifischen mtDNA-Veranderungen aufgezeigte groliere
ATP-Produktion im APP/PS1-B6xmtNOD Mausmodell einen Einfluss auf die mikrogliale
Reaktion im Verlauf der AD-Pathogenese besitzt, wurden im nachsten Schritt die Mikroglia
und AB-Plaques auf Hirnschnitten von 200 d alten Tieren beider Mauslinien immunhisto-
chemisch angefarbt. AnschlieRend dienten die angefertigten Doppelfarbung mittels
beschriebenen semi-automatisierten Verfahrens zur quantitativen Analyse der temporaren
und spatialen mikroglialen Aktivierung um und in den amyloiden Ablagerungen. Der visuelle
Vergleich der Doppelfarbung weist auf eine wesentlich héhere Mikrogliose in Assoziation mit
der zerebralen B-Amyloidose in den APP/PS1-B6xmtNOD Tieren gegenuber den APP/PS1-
B6 Mausen hin (Abb.: 18A). Dies wird durch die Quantifizierung der relativen Plaqueanzahl,
bei der wenigstens 50% der Plaqueflache mit Mikroglia bedeckt sind, als empirisch
definierter Marker der mikroglialen Aktivitat, bestatigt. Beim Untersuchungszeitpunkt von 200
d wiesen im konplastischen APP/PS1-B6mtNOD Mausmodell circa 91% der gesamten

Plaques eine mikrogliale Bedeckung von Uber 50% aus. Im Vergleich dazu waren in den
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APP/PS1-B6 Tieren nur rund 47% der Gesamtplaques mit Uber der Halfte ihrer Flache mit
Mikroglia bedeckt. Damit konnte eine 93%-ige Zunahme in der Anzahl der AB-Ablagerungen
mit wenigsten 50% mikroglialer Bedeckung in den APP/PS1-B6mtNOD Mausen verglichen
mit den Kontrolltieren (APP/PS1-B6) bei 200 d festgestellt werden (Abb.: 18B).
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Abb. 18: Spezifische Unterschiede in der AB-vermittelten mikroglialen Aktivierung in den
APP/PS1-B6 und APP/PS1-B6xmtNOD transgenen Tieren zum Zeitpunkt von 200 d. A)
Reprasentative immunhiostochemische Doppelfarbungen von Mikroglia (braun) und Plaques (rot) im
APP/PS1-B6xmtNOD Mausmodell, das die mitochondrialen DNA-Veranderungen besitzt, deuten auf
eine erhohte mikrogliale Aktivierung bei 200 d hin .B) Die Quantifizierung der relativen Plaqueanzahl
mit wenigstens 50% Mikrogliabedeckung ergab eine signifikant héhere mikrogliale Aktivierung in den
mitochondrial konplastischen APP/PS1-B6xmtNOD M&usen zum Zeitpunkten von 200 d im Vergleich

zu gleichaltrigen APP/PS1-B6 Kontrolltieren. Alle Messungen wurden auf 10 mm? kortikalen Bereich
173
)

normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. *p< 0.05. (publiziert in
Um die Auswirkung der erhéhten mikroglialen Aktivierung auf die zerebrale p-Amyloidose zu
Uberprifen, wurde die Anzahl der Ap-Ablagerungen im mitochondrial konplastischen
APP/PS1-B6xmtNOD Mausmodell im Vergleich zu APP/PS1-B6 Kontrolltieren ermittelt. Die
Analyse erfolgte mittels immunhistochemischer Anfarbung der AB-Plaques auf Hirnschnitten
zum Zeitpunkt von 200 d. Nach Digitalisierung der AB-Farbungen wurde mit Hilfe des halb-
automatischen Verfahrens die Plaqueanzahlen in definierten Kortexbereichen bestimmt
(3.2.4). Bereits die qualitativen immunhistochemischen Farbungen offenbarten dabei eine
deutliche Reduzierung der charakteristischen AB-Plaques in den APP/PS1-B6xmtNOD
Mausen gegenuber den gleichaltrigen APP/PS1-B6 Tieren (Abb.: 19A). Die Quantifizierung
ergab, dass die Anzahl der AB-Plaques in diesen Mausen mit durchschnittlich 299 Plaques
pro 10 mm? Kortexflache signifikant niedriger als in den Kontrolltieren (552 Plaques/10 mm?

Kortexflache) war (Abb. 19B). Dies stellte einen Ruckgang von 54% in der Plagueanzahl dar.
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Abb. 19: Spezifische Unterschiede in der Anzahl der Ap-Plaques in den APP/PS1-B6 und
APP/PS1-B6xmtNOD transgenen Tieren zum Zeitpunkt von 200 d. A) Reprasentative
immunhiostochemische Farbungen von Ap-Plaques (braun) zeigen im mit mitochondrialen DNA-
Modifikationen ausgestatteten APP/PS1-B6xmtNOD Mausmodell eine deutliche Reduzierung der
Plaqueanzahl verglichen mit den APP/PS1-B6 Kontrolimdusen bei 200 d. B) Die Quantifizierung
ergab eine signifikant niedrige Plaqueanzahl in den mitochondrial konplastischen APP/PS1-

B6xmtNOD Mausen gegenliber den APP/PS1-B6 Kontrolltieren. Alle Messungen wurden auf 10 mm?

kortikalen Bereich normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM. *p< 0.05. (publiziert in 173)

Zur Klarung eines potenziellen Zusammenhangs zwischen mitochondrialen Polymorphismus
und reduzierter Anzahl der AB-Plaques in den APP/PS1-B6xmtNOD Tieren wurden im
folgenden Schritt die AB-Phagozytosefahigkeit der Mikroglia beider sich im mitochondrialen
Genom unterscheidenden Mausstamme in vitro untersucht. Dazu erfolgte, mit leichten
Abanderungen des Protokolls von Horvath et al., die Gewinnung von primaren Mikroglia aus
zwei bis drei Tage alten Tieren des B6mtxNOD sowie des B6 Mausmodells '®". Auf
Grundlage der Messung ihrer Aufnahme von FITC-markierten Af, mittels Immun-
fluoreszenz, dienten die isolierten Mikroglia anschlieRend zur Quantifizierung der Ap-
Phagozytosefahigkeit (3.2.8, 3.2.9).

Zum einem zeigten fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von denen mit FITC-markierten
synthetischen AP4-inkubierten Mikroglia beider Mausstdmme unter Verwendung des
Mikroglia-spezifischen IBA1-Antikorpers eine intravesikuldre Lokalisation der Ap-
Anreicherungen (Abb.: 20A). Die Quantifizierung dagegen ergab eine um 28% erhohte AB-
Phagozytoseaktivitdt der Mikroglia aus den B6xmtNOD Mausen im Vergleich zu den
isolierten Mikroglia aus den B6 Kontrolltieren (Abb.: 20B).
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Abb. 20: Spezifische Unterschiede in der AB-Phagozytosefahigkeit von isolierten Mikroglia aus
B6 und B6xmtNOD Tieren. A) Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von IBA1 positiven
Mikroglia (rot) demonstrieren die Phagozytose des FITC-markierten AB4, (grin). DAPIl-angefarbte
Zellkerne (blau). B) Die Quantifizierung der in vitro Ap4,-Phagozytosefahigkeit zeigte eine signifikant
hdhere Aufnahme an synthetischen AR, in den B6xmtNOD Mausen gegenulber den B6 Kontrolltieren.

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von drei unabhangigen Experimenten (n=5). *p< 0.05. (publiziert in
173
)

4.4 Einfluss von mitochondrialen DNA-Modifikationen in den Mikroglia

auf deren Aktivierung im Verlauf bei der AD

4.4.1 Generierung des APP/PS1-B6xMG™N°® Mausmodells

Die erhohte Ap4-Phagozytoseaktivitdit der B6xmtNOD Mikroglia zeigt eine eindeutige
Verbindung zwischen funktionellen mikroglialen Phanotyp und den spezifischen DNA-
Veranderungen in ihren Mitochondrien. Um im Folgenden die exakten Auswirkungen der
mtNOD-Modifikation auf die Aktivierung bzw. Funktion der Mikroglia im Zusammenhang mit
der AB-Pathologie in einem AD-Mausmodell der zerebralen p-Amyloidose zu untersuchen,
war es notwendig, APP/PS1-B6 transgene Mause zu erzeugen, bei denen die spezifischen
Veranderungen im mitochondrialen Genom nur auf die Mikroglia beschrankt sind. Zu diesem
Zweck wurden zunachst weibliche B6xmtNODMause mit mannlichen Cx3CR1/eGFP-B6
Tieren (3.1.8.), dessen hamatopoetischen Stammzellen (HSCs, engl. hematopoietic stem
cells) das als Reportergen dienende grun-fluoreszierende Protein (GFP) exprimieren,
verpaart. Die Nachkommen der Verpaarung (Cx3CR1/eGFP-B6xmtNOD, 3.1.8) enthalten
somit GFP-markierte hamatopoetische Stammzellen mit den spezifischen mitochondrialen

Veranderungen. Da im adulten Gehirn die Mikroglia zum Teil aus eingewanderten
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Blutmonozyten hervorgehen, die im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen
gebildet werden, erfolgte im nachsten Schritt die Generierung von Knochenmarkchimaren
Mausen. Dazu erhielten APP/PS1-B6 Empfangertiere in einem Alter von 45 Tagen in einem
Abstand von 4 h eine zweimalige Ganzkdrperbestrahlung mit 9 Gy, unter der Verwendung
einer "' Cs-Quelle, um Lasionen in ihrem Knochenmark (KM) zu bilden. 24 h spater wurden
den bestrahlten APP/PS1-B6 Tieren jeweils 6x10° isolierte Knochenmarkzellen (3.2.10.) aus
sechs bis acht Wochen alten Cx3CR1/eGFP-B6xmtNOD Mausen Uber die Schwanzvenen
injiziert (Abb.: 21).

~ 2x Bestrahlung (9Gy)

(APP/PS1-B6, 45d)

KM-Isolation von J
6-8 Wochen alten Mausen J— chimare APP/PS1-B6 Mause Rekonstitution mit

. 6 x 108 KM Zellen
- ;|

Cx3CR1/eGFPxB6mtNOD

e

chimire APP/PS1-B6xMG™NCD Miuse

Abb. 21: Schema fiir die Generierung von Knochenmarkchiméaren APP/PS1-B6xMG™\°P Tieren,
die die mitochondrialen DNA-Variationen der NOD/LtJ Mauslinie ausschlieBlich in ihren
Mikroglia besitzen. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen A) eine Hellfelddarstellung der isolierten
Knochenmarkzellen aus Cx3CR1/eGFP-B6xmtNOD Mausen und B) eine Fluoreszenz-mikroskopische
Aufnahme derselben Knochenmarkzellen mit grin fluoreszenzierenden hamatopoetische

Stammzellen (10-fache Vergréferung).

In den darauffolgenden Wochen wachst das Spenderknochenmark in den erzeugten Nischen
des Knochenmarks der APP/PS1-B6 Empfangertiere an und Ubernimmt blutbildende
Funktionen. Aus den mit spezifischen mitochondrialen Veranderungen ausgestatteten, GFP-
markierten hamatopoetischen Stammzellen entstehen Blutmonozyten, die nun dieselben
mitochondrialen Modifikationen wie B6xmtNOD Mause besitzen. Diese Blutmonozyten
kénnen in die unterschiedlichsten Organe einwandern, wo sie zu Gewebsmakrophagen
differenzieren, inklusive zu Mikroglia im zentralen Nervensystem. Zur Kontrolle der
Funktionalitat der Knochenmarkstransplantation und dem damit verbundenen Nachweis der

Generierung von APP/PS1-B6 transgenen Tieren, die die spezifische mitochondrialen DNA
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Modifikationen des NOD/LtJ Mausstammes ausschlief3lich in ihren Mikroglia besitzen,
wurden die erzeugten Knockenmarkchimaren Tiere in einem Alter von 100 d untersucht.
Dabei konnten mit Hilfe der Immunfluoreszenz in der Leber sowie in der Milz zahlreiche
grun-fluoreszierende Makrophagen, die aus den GFP-markierten hamotopoetischen
Stammzellen des transplantierten Knochenmarks entstandenen sind, im Gewebe beider
Organe lokalisiert werden (Abb.: 22). Durch den Nachweis der grin-fluoreszierenden
Gewebsmakrophagen in Leber und Milz konnte von einer erfolgreichen Transplantation des

Knochenmarks ausgegangen werden.

LEBER MILZ

Abb. 22: Reprasentative Darstellung von Leber und Milz der generierten Knochen-
markchimiren APP/PS1-B6xMG™"°° Tiere. A) Fluoreszenzmikroskopische Uberblicksaufnahme der
Leber in 2x VergroRerung, B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des rot-markierten Ausschnittes
in A: Lebergewebe mit grin fluoreszierenden Makrophagen (25xfache Vergroferung). C)
Fluoreszenzmikroskopische ~ Uberblicksaufnahme der Milz in  2x  VergréBerung, D)
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Ausschnittes in C: Milzgewebe mit grin-fluoreszierenden

Makrophagen (25xfache VergréRerung).
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Des Weiteren konnten in den Gehirnen der untersuchten Knochenmarkchimaren Mause
eingewanderte GFP-positive Zellen, die ihren Ursprung im transplantieten Knochenmark
besitzen, mittels Immunfluorenszenz nachgewiesen werden. In allen Bereichen des Gehirns
wurden grun-fluoreszierenden Zellen, die Form und Grofe den Mikroglia ahneln, identifiziert
(Abb.: 23).

Hirnstamm

Simg 1%

Abb. 23: Reprasentative Darstellung der GFP-markierten Zellen im Gehirn von Knochenmark-
chimiren APP/PS1-B6xMg™"°° Miuse mittels Immunfluoreszenz. A) Schematische Darstellung
der untersuchten Gehirnbereiche (rot). B) Fluoreszenzmikroskopische Uberblicksaufnahme der
untersuchten Bereiche mit grin-fluoreszierenden Zellen (2xfache VergroRerung). C) 63xfache
VergroRRerung der in B gezeigten Hirnareale mit grin-fluoreszierenden Zellen, die in ihrer Morphologie

den Mikroglia gleichen.

Zum Nachweis, dass es sich bei diesen Zellen um Mikroglia handelt, die aus den GFP-
markierten  hamatopoetischen  Stammzellen des transplantierten  Knochenmarks
hervorgingen, wurde eine Gegenfarbung der untersuchten Gehirne mit einem Mikroglia-
spezifischen Antikdrper (IBA1) durchgefthrt. Durch die Visualisierung der Mikroglia in rot,
erschienen die im transplantierten Knochenmark gebildeten und Uber das Blutsystem ins
Gehirn der APP/PS1-B6 Empfangertiere eingewanderten Mikroglia im Uberlagerten Bild in
gelb (Abb.: 24).
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Abb. 24: Reprasentative Darstellung der Mikroglia im Gehirn der generierten Knochenmark-
chimiren APP/PS1-B6xMG™N°® Miuse. A) GFP-exprimierende Mikroglia in grin, B) IBA1-
angefarbte Mikroglia in rot, C) DAPI-angefarbte Zellkerne in blau (12,5 VergrdRerung), D)
Uberlagerung von A, B und C, vom transplantierten Knochenmark-abstammende Mikroglia in gelb
(40xfache VergroRRerung).

Die Quantifizierung der IBA1-Farbung durch Auszahlung der grin-fluoreszierenden Mikroglia
im Vergleich zu allen rot gefarbten Mikroglia ergab, dass ungefahr 35% der gesamten
Mikroglia in den Gehirnen der knochenmarkschimaren Mausen, die mtNOD-Modifikationen
besallen. Dazu wurden funf zuféllig ausgesuchte Felder in jeweils drei separaten
Immunfloureszenzfarbungen in insgesamt 10 Tieren quantifiziert Darlber hinaus konnten
zahlreiche dieser mitochondrial-modifizierte Mikroglia in der unmittelbarer Nahe zu AB-
Ablagerungen nachgewiesen werden. Dazu wurden die ABR-Plaques mit Hilfe eines AB-
spezifischen Antikdrpers (6E10) rot angefarbt (Abb.: 25).

Durch die Identifizierung GFP-exprimierender Mikroglia im Gehirn der APP/PS1-B6xMG™N°P
Knochenmarkchimaren Tiere, konnte von einer erstmalig erfolgreichen Erzeugung eines AD-
Mausmodells mit spezifischen mtDNA Veranderungen, die sie ausschlieBlich in ihren

Mikroglia besitzen, ausgegangen werden.
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Abb. 25: Reprasentative Darstellung der raumlichen Ndhe von eingewanderten mtNOD
Mikroglia mit AB-Plaques im Gehirn der Knochenmarkchimire APP/PS1-B6xMG™"°° Miuse. A)
GFP-expriemierende Mikroglia in griin, B) 6E10-angefarbte AB-Plaques in rot, C) DAPI-angefarbte
Zellkerne in blau (12,5 Vergréerung) , D) Uberlagerung von A, B und C zur Darstellung der vom
transplantierten Knochenmark-abstammenden Mikroglia in Assoziation mit einem AB-Plaque
(63xfache VergroRerung).

4.4.2 Charakterisierung des APP/PS1-B6xMG™N°? Mausmodells

Um Erkenntnisse Uber eine mdglichen Auswirkung von krankheitsbedingt hervorgerufenen
Mutationen im mitochondrialen Genom der Mikroglia auf ihre Reaktivitat bzw. Funktion im
Verlauf der AD zu gewinnen, erfolgte anschlielend die Untersuchung der generierten
APP/PS1-B6xMG™°® Mause in einem Alter von 100 d. Dazu wurde eine detaillierte
Charakterisierung des Einflusses der mitochondrialen DNA-Modifikationen auf die mikrogliale
Aktivierung vorgenommen. Dabei dienten chimare APP/PS1-B6 Mause, die durch die
Transplantation von Knochenmark aus Cx3CR1/eGFP-B6 Tieren erzeugt wurden, als
Kontrolle. Die hamotopoetischen Stammzellen dieser generierten APP/PS1-B6xMg™®°
Mause exprimierten das GFP als Reportergen, besitzen jedoch keine spezifischen
Verdnderungen im mitochondrialen Genom wie die APP/PS1-B6xMG™N°° Mause.

Fur die Charakterisierung wurden jeweils 10 generierte Tiere beider Knochenmarkchimaren
AD-Mauslinien hinsichtlich ihrer mikroglialen Aktivierung und Ap-Pathologie in einem Alter

von 100 d mit den umfassenden Methoden untersucht. Dabei ergab die Analyse der
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mikroglialen Aktivierung zwischen den beiden chimaren AD-Mauslinien keinen signifikanten
Unterschied. Die durchschnittliche mikrogliale Flache pro amyloider Ablagerung war bei den
APP/PS1-B6xMg™®® Tieren mit 110 ym? annahrend gleich groR wie bei den APP/PS1-
B6xMG™"® mit 127 um? (Abb.: 26A). Auch die relative Anzahl der Plaques, bei denen
wenigstens 50% ihrer Flache mit Mikroglia bedeckt waren, zeigte mit 9% in den Mausen
ohne spezifische mikrogliale mtDNA-Veranderungen gegenuber 13% in den APP/PS1-
B6xMG™ P Ahnliche Werte (Abb.: 26B).
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Abb. 26: Unveranderte mikrogliale Reaktivitat zu den amyloiden Ablagerungen in den APP/PS1-
B6 Knochenmarkchimaren Mausen mit und ohne mitochondrial modifizierten Mikroglia.
Analysen A) der durchschnittlichen Mikrogliaflache pro Ap-Plaque und B) der relativen Plaqueanzahl
mit wenigstens 50% Mikrogliabedeckung ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen
APP/PS1-B6xMG™®® Mausen und gleichaltrigen APP/PS1-B6xMG™ P Tieren zum Zeitpunkt von 100
d. Alle Messungen wurden auf 10 mm? kortikalen Bereich normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM. *p< 0.05.

Parallel zu den Ergebnissen bei der Untersuchungen der mikroglialen Aktivierung wurden
ebenfalls keine bedeutenden Unterschiede in der ApB-Pathologie zwischen den beiden
Knochenmarkchimaren AD-Mausmodellen gefunden. Die Quantifizierung der Plaqueanzahl
lag mit durchschnittlich 212 Plaques pro 10 mm? Kortexfliche in den APP/PS1-B6xMg™®®
Tieren auf dem gleichen Niveau wie bei der APP/PS1-B6xMG™°° Mauslinie mit 223
Plaques/10 mm? Kortexfliche (Abb.: 27A). Auch beim Flachenanteil, den die gesamten
Plagues zusammengenommen im Kortexbereich einnehmen, konnte zwischen den
erzeugten APP/PS1-B6 Mausmodellen mit und ohne mitochondrial modifizierten Mikroglia

kein spezifischer Unterschied festgestellt werden. Beim Untersuchungspunkt von 100 d lag
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die kortikale Plaquebedeckung in beiden chimadren Mausmodellen bei ungeféhr 0,8% (Abb.:
27B). Ubereinstimmend dazu zeigte auch die Analyse der PlaquegréRenverteilung keine
signifikanten Abweichungen zwischen generierten APP/PS1-B6xMG™® und APP/PS1-
B6xMG™N®  Mausen (Abb.: 27D). Wie erwartet, ergab auRerdem die Bestimmung der

zerebralen AB4-Konzentration keinen Mauslinien-spezifischen Unterschied (Abb.: 27D).
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Abb. 27: Unveridnderte AB-Pathologie in den APP/PS1-B6 Knochenmarkchimaren Mausen mit
und ohne mitochondrial modifizierten Mikroglia. Analysen A) der Plagueanzahl, B) der kortikalen
Plaguebedeckung, D) der Plaquegrofien sowie C) die Bestimmung der zerebralen Ap,,- Konzentration
ergaben keine signifikanten Unterschiede in der Ap-Pathologie zwischen APP/PS1-B6xMGmtB6 und
gleichaltrigen APP/PS1-B6xMGmMtNOD M&usen zum Zeitpunkt von 100 d. Alle Messungen wurden auf
10 mm? kortikalen Bereich bzw. auf 1 mg Hirnprobe normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM.
*p< 0.05.
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5. Diskussion

Mikroglia sind die Immunzellen des ZNS, die auf pathologische Veranderungen jeglicher Art
mit einer Reaktion antworten die allgmein als mikrogliale Aktivierung bezeichnet wird. Der
Vorgang der mikroglialen Aktivierung ist sehr komplex und kann in diversen mikroglialen
Phanotypen, in Abhéngigkeit vom pathologischen Kontext, resultieren %.

Die seit langerer Zeit bekannte Assoziation von aktivierten Mikroglia um die
charakteristischen amyloiden Ablagerungen stellt ein wesentliches neuropathologisches
Merkmal der Alzheimer-Demenz (AD) dar #'#?'®. Jedoch wird die genaue Rolle der Mikroglia
in der AD-Pathogenese bis heute kontrovers diskutiert. Dabei existieren weit voneinander
abweichende Auffassungen, die den Mikroglia, basierend auf der Fulle ihrer Funktionen als
Immunzellen des ZNS, eine neuroprotektive bis hin zu einer neurotoxischen Rolle im Verlauf

der Erkrankung zuschreiben '"4'7°

. Fur eine neuroprotektive Rolle sprechen mehrere
Studien, die demonstrieren, dass aktivierte Mikroglia durch ApB-Phagozytose sowie der
Sekretion von Ap-abbauenden Enzymen und neurotrophischen Faktoren in der Lage, sind
das Gehirn vor der AD-Pathologie zu schiitzen *>"*4178'"7 |m Gegensatz dazu gibt es aber
auch ausreichende Hinweise auf eine krankheitsférderne, zytotoxische Wirkung der
Mikroglia. Dabei reagieren die Mikroglia auf die AB-vermittelte Aktivierung durch erhdhte
Produktion bzw. Freisetzung an pro-inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie Sticksoffverbindungen und tragen damit so zum
charakteristischen Neuronenverlust wahrend der AD bei "%, Neueste Erkenntnisse gehen
jedoch von einem Wechsel des funktionellen Phanotyps aktivierter Mikroglia im Verlauf der
AD-Pathogenese aus. Demnach ist frihe mikrogliale Aktivierung ausgelost durch die
Formation der amyloiden Ablagerungen scheinbar nutzlich. Die aktivierten Mikroglia
phagozytieren in diesem frihen Stadium der AD das AP und schitzen so das Gehirn vor
dessen toxischen Effekten. Wahrend die Erkrankung voranschreitet und mit anhaltender
Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen verlieren die Mikroglia ihren protektiven
Phanotyp sowie ihre Eigenschaft AB-Ablagerungen zu entfernen und unterstitzen damit die
Plaqueformation *°. Die Unfahigkeit der Mikroglia das AB in den Plaques zu phagozytieren,
fuhrt zum Prozess der so genannten ,frustrierten Phagozytose“ die schlieBlich in einer
dauerhaften Freisetzung von pro-inflammatorischen Enzymen, ROS und Zytokinen resultiert
158,181,182 Diese Produkte der aktivierten Mikroglia férdern, zusammen mit dem verringerten
ApB-Abbau, die neuronale Degeneration.

Obwohl alle diese Erkenntnisse und darauf aufbauenden Hypothesen auf zahlreichen
Studien basieren, die morphologische Veranderungen, die Expression von bestimmten
Zelloberflachenrezeptoren als auch die Freisetzung von biochemischen Substanzen der
Mikroglia im Zusammenhang mit der AD untersuchten, ist wenig Uber die Kinetik der

mikroglialen Akkumulierung um die amyloiden Plaques in Verbindung mit der altersbedingten
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Zunahme der AB-Pathologie bekannt. Ein besseres Verstandnis des Mechanismuses durch
den die mikrogliale Aktivierung im Verlauf der Erkrankung gesteuert wird, kann zur
Aufklarung der prazisen Rolle der Mikroglia in der AD-Pathogenese beitragen. Dariber
hinaus konnte in der Regulierung der mikroglialen Aktivierung, im Hinblick auf die
neuroprotektiven Effekte ausgehend von den Mikroglia, ein groRes Potential fur die
Entwicklung von neuen therapeutischen Strategien zur Verzdgerung der AD-Pathogenese
liegen.

Aus diesen Griinden war ein Ziel der vorliegenden Arbeit, die Untersuchung der mikroglialen
Aktivierung wahrend der AD-Progression im APP/PS1-B6 Mausmodell. Dazu wurde
basierend auf computergestitzte Auswertung von digitalisierten immunhistochemischen
Doppelfarbungen von Ap-Plaques und Mikroglia eine detaillierte zeitabhangige Analyse der
mikroglialen Aktivierung in den transgenen B6 Tieren vorgenommen. Dabei konnte, in
Ubereinstimmung mit vorhergehenden Studien, um die entstehenden amyloiden
Ablagerungen eine schnell aufkommende Mikrogliose nachgewiesen werden (Abb.: 7) '33%.
Das Mikroglia in Richtung sich bildendender Ap-Plaques migrieren, wurde durch in vivo-
Imaging Studien eindrucksvoll belegt, die zeigten, dass sich innerhalb von 24 h am Ort der

136138 Der im weiteren Krankheitsverlauf

Plaguebildung aktivierte Mikroglia befanden
beobachtete kontinuierliche Anstieg der durchschnittlichen mikroglialen Flache pro Ap-
Plaque, die bei rund 150 d ein Maximum erreichte, stand im Einklang mit der von Bolmont et.
al. aufgezeigten zeitabhangigen Zunahme der Anzahl von aktivierten Mikroglia um die

138

amyloiden Ablagerungen Diese Rekrutierung von zusatzlichen Mikroglia in die

unmittelbare Nahe der Ablagerungen kann darauf zurtick zufihren sein, dass die bereits

6 2'* sowie Chemokine einschlieRlich des

Plaque-assoziierten Mikroglia Zytokine wie z. B. IL
CCL2 ' sezernieren, die als Chemoattraktans fiir weitere Mikroglia fungieren. Bei der
erstmalig durchgefihrten quantitativen Analyse der spatialen Beziehung zwischen Ap-
Plagues und deren assoziierten Mikroglia Gber mehrere Monate war die Entstehung zweier
Plaque-Populationen, die sich auf der Basis ihrer mikroglialen Bedeckung unterschieden,
erkennbar (Abb.: 9). Auf der einen Seite waren kleine AB-Ablagerungen mit einer grof3en
Flache an Mikroglia assoziiert. Dagegen blieb das Verhaltnis von Mikrogliaflache zur
Plaqueflache bei den mit zunehmendem Alter wachsenden Plaques relativ konstant. Die
Tatsache, dass die kleinen AB-Plaques, bei denen es sich grofitenteils um neu entstandene
handelte, mit einem Vielfachen ihrer Flache von Mikroglia umgeben waren, weist auf eine
initial starke Abwehrreaktion der Mikroglia auf die Plaquebildung hin. Es konnte in diesem
Zusammenhang demonstriert werden, dass es sich bei vielen in der unmittelbaren Nahe der
AB-Plaques um neu differenzierte Mikroglia handelt, die aus eingewanderten Blutmonozyten
hervorgegangen sind '®'*® Diese frisch vom Knochenmark-rekrutierten Mikroglia sind

nachweislich in der Lage, das Wachstum der amyloiden Ablagerungen zu begrenzen '*¢. Ob
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Mikroglia das Plaguewachstum dabei als statisch physische Barriere oder durch ihre
aufgezeigte Fahigkeit zur AP-Phagozytose begrenzen, bleibt jedoch ungeklart und ein

wichtiger Punkt fiir weitere Untersuchungen '%'%

. Fur die neuroprotektive Rolle der
anfanglichen mikroglialen Aktivierung sprechen auf3erdem zusatzlich Studien an transgenen
AD-Mausmodellen. So konnte gezeigt werden, dass die genetische Ablation des mikroglialen
TLR2- " oder CCR2-Zelloberflachenrezeptors '®? eine Reduzierung der friihen mikroglialen
Akkumulierung um die AB-Plaques hervorruft. Infolge dessen, in den transgenen
Mausmodellen eine erhéhte Ap-Pathologie im Verlauf der AD-Progression zu verzeichnen
war. Diese Beobachtung deutet auf einen krankheits-hemmenden Einfluss der anfanglichen
mikroglialen Aktivierung wahrend der AD hin.

Das mit der altersabhdngigen Zunahme der PlaquegroRe festgestellte, relativ stabil
bleibende Verhaltnis von Plaqueflache zur jeweilig assoziierten Mikrogliaflache, lasst jedoch
auf eine Limitierung der anfanglich starken mikroglialen Aktivierung auf wachsende Plaques
im fortschreitenden Krankheitsverlauf schlielen (Abb.: 9). Diese Annahme wird zusatzlich
durch die gleichbleibende durchschnittliche mikrogliale Flache normiert auf die Anzahl der
AB-Ablagerungen zu den spaten Zeitpunkten unterstitzt (Abb.: 8D). Mit unseren Analysen
kénnen wir jedoch nur Uber die Ursache fir die Limitierung der mikroglialen Aktivierung mit
steigender Plaquegrofie spekulieren. Es ist bekannt, dass Plaque-assoziierte Mikroglia
sowohl durch gesteigerte Apoptose sowie Proliferation einen extensiven ,Turnover®
(Austausch) durchlaufen 2'°. Von daher ist es vorstellbar, dass aufgrund von Verénderungen
im mikroglialen Zelltod bzw. in der mikroglialer Proliferation es zur Stagnierung der
anfanglichen starken Abwehrreaktion der Mikroglia im Verlauf des Plaquewachstums kommt.
Eine andere Erklarung fir dieses Phanomen kdnnte ebenso in einer veranderten Migration
der residenten Mikroglia sowie periphdren Monozyten zu den AB-Plaques, in Folge der
fortschreitenden AD-Pathologie liegen 8%,

Obwohl die Analysen basierend auf den immunhistochemischen Farbungen nur einen
bestimmten Moment der mikroglialen Aktivierung wiederspiegeln, deuten die gewonnenen
Erkenntnisse zusammengenommen auf eine Bifunktionalitdt der Mikroglia in ihrer
dynamischen Interaktion mit den AB-Plaques wahrend der AD-Progression hin. Weiterhin
unterstutzen sie weitldufig das auf vorangegangenen Studien postulierte Konzept, dass
aktivierte Mikroglia verschiedene Rollen zu unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf der AD-
Pathogenese einnehmen. Demnach kann die initiale mikrogliale Akkumulation um die
amyloiden Ablagerungen deren Wachstum beschranken und somit die AP-Pathologie
verzégern. Jedoch wahrend fortschreitender Erkrankung und der damit verbundenen
chronischen Aktivierung durch AB verlieren die Mikroglia ihren protektiven Phanotyp sowie

ihre Eigenschaft, AR zu entfernen. Sie werden dysfunktionell und produzieren anhaltend
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Neurotoxine sowie pro-inflammatorische Zytokine, die zum charakteristischen Untergang der
Nervenzellen wihrend der AD beitragen 719818,

Die mit dieser Hypothese assoziierte neuroprotektive Rolle der frihen mikroglialen
Aktivierung lasst darauf schliel3en, dass Strategien zur Erhdhung der initialen Akkumulierung
der Mikroglia um die amyloiden Ablagerungen fur die Behandlung der AD-Erkrankung
ndtzlich sein kénnten. Unterstltzt wird diese Behauptung durch eine in vivo Studie an APP-
transgenen Mausen, bei denen der CC-Chemokinrezeptor 2 (CCR2) ausgeknockt wurde,
dessen Hauptligand das Chemokin CCL2, nachweislich eine wichtige Rolle in der mikrogliale

216

Migration spielt In diesen Mausen wurde eine verminderte frilhe mirkogliale

Akkumulierung um AB-Plaques festgestellt, welche im weiteren Krankheitsverlauf zur einer

Erhéhung der amyloiden Ablagerungen fiihrte '¢2.

Es ist daher von grofRer Bedeutung,
regulatorische Faktoren flr die mikrogliale Aktivierung bei der AD zu identifizieren, denn mit
dem Wissen spezieller Regulationmechanismen ware man in der Lage die neuroprotektiv
wirkende Rolle der Mikroglia gezielt zu steuern und so als therapeutische Option zu nutzen.

Aufgrund der Tatsache, dass die Funktionen des angeborenen Immunsystems, zu dem die
Mikroglia gehdren, stark von der genetischen Konstitution jedes einzelnen Individuums

abhangt '

, ist eine Beziehung zwischen mikroglialer Antwort und humaner genetischer
Variabilitdt bei der AD-Erkrankung vorstellbar. Diese Annahme wird durch eine kirzlich
erschienene Studie unterstutzt. In dieser wurde eine Abhangigkeit der mikroglialen Migration
von dem, als genetischen Risikofaktor der AD bekannten, ApoE &4-Allel demonstriert. Dabei
konnte auf verschiedene chemotaxische Stimulatoren wie z.B. dem Komplementfaktor 5a
und ATP, die im Zusammenhang mit diversen neurodegenerativen Erkrankungen stehen, ein
Effekt des ApoE-Polymorphismus nachgewiesen werden, der eine reduzierte mikrogliale
Migration zu den spezifischen krankheitsbedingten Lasionen nach sich zog '®’. Abgesehen
davon ist gegenwartig jedoch wenig Uber die Rolle der humanen genetischen Heterogenitat
auf die mikrogliale Aktivierung wahrend der AD-Pathogenese bekannt. Deshalb kdnnen
Analysen Uber den Einfluss der genetischen Heterogenitat auf die Reaktivitat der Mikroglia
anhand von vergleichenden Untersuchungen in AD-transgenen Mausinzuchtstammen mit
unterschiedlichen genomischen Hintergrinden zu einem besseren Verstandnis des
krankheitsbedingten Mechanismus der mikroglialen Aktivierung beitragen. Au3erdem fiihren
derartige Untersuchungen zur Identifizierung von genetischen Faktoren, die die mikrogliale
Aktivierung regulieren. So konnte gezeigt werden, dass der unterschiedliche genomische
Hintergrund von transgenen WKY72 und SHR72 Ratten, die mikrogliale Antwort in einem
Modell der Tauopathie moduliert und dies mit einer veranderten Pathologie der
neurofibrilldaren Blndel einherging. Eine erhdhte mikrogliale MHCII Expression, die einen
effizienten phagozytosischen Phanotypen der Mikroglia wiederspiegelt, war mit einer
signifikanten reduzierten finalen Belastung an neurofibrillaren Bindel in den transgenen
WKY72 Ratten verbunden "%,
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In Anbetracht dessen war eine weitere Aufgabe der vorliegenden Arbeit, den Einfluss des
genetischen Hintergrundes von Mausinzuchtstammen auf die mikrogliale Aktivierung
wahrend der AD-Pathogenese zu untersuchen. Dazu wurde das APP/PS1 Mausmodell
zusatzlich mit dem FVB/N Inzuchtstamm kombiniert und die mikrogliale Aktivierung
vergleichend zu APP/PS1 transgenen Tieren im genetischen B6 (C57BL/6) Hintergrund
analysiert. Aufgrund der genetischen Heterogenitdt zwischen dem B6 und FVB
Inzuchtstamm wurden beide bereits fur die Identifizierung von genetischen Modulatoren, die
die klinische Variabilitdt bei einer Diabeteserkrankung beeinflussen, verwendet. Dabei
konnte in ob/ob Mausen, einem etablieren Tiermodell der Diabeteserkrankung vom Typ II,
trotz ahnlichem Grad an Fettleibigkeit und zirkulierenden Insulins, eine modeste Diabetes in
den ob/ob Mausen mit dem genetischen B6 Hintergrund, im Gegensatz zu den stark
hyperglykdmischen ob/ob-FVB Mausen, aufgezeigt werden '®. Zusatzlich sind sowohl der
B6 als auch der FVB Mausstamm in Verbindung mit altersabhangigen ZNS-Erkrankungen
einschlieRlich der AD sehr gut charakterisiert '*°.

Die im APP/PS1 Mausmodell frihzeitig auftretende und mittlerweile detailliert beschriebene
Ap-Pathologie wird durch die Uberexpression von zwei humanen Transgenen, einem
mutierten Prasenilin1-Gen und einem APP-Gen mit der schwedischen Doppelmutation,
induziert. Da sowohl das PS1- als auch das APPswe-Transgen unter der Kontrolle des Thy1-
Promotors stehen, der eine postnatale und neuronspezifische Expression gewahrleistet, ist
von einer nahezu identischen Ap-Produktion in den APP/PS1-transgenen B6 und FVB

'3 Somit ist davon auszugehen, dass sich beide transgene

Mausstammen zurechnen
Mausstamme nicht in ihrer anfanglichen zerebralen AB-Konzentration und dem daraus
resultierenden Prozess der Plaquebildung unterscheiden. Mit dieser Voraussetzung konnte
die mikrogliale Aktivierung ausschlief3lich in Abhangigkeit von der genetischen Konstitution
der transgenen Inzuchtstdmme untersucht werden, ohne einen mdglichen Effekt einer
unterschiedlichen Mausstamm-bedingten initialen AB-Pathologie zu berlcksichtigen. Die
dabei mittels semi-automatisierten Verfahrens durchgefuhrten zeitabhangigen Analysen
offenbarten einen signifikanten Einfluss des genomischen Hintergrundes der transgenen
Mausinzuchtstdmme auf mikrogliale Akkumulierung um die AB-Plaques. In Korrelation zu
einer wesentlich erhdhten mikroglialen Aktivierung war in den transgenen FVB Mausen eine
abgeschwachte AB-Pathologie gegenliber der APP/PS1-B6 Mauslinie im finalen Stadium der
AD-Progression feststellbar. Diese veranderte Ap-Pathologie deutet an, dass die
Mausstamme-spezifischen Unterschiede in der mikroglialen Aktivierung zusatzlich mit
Auswirkungen auf die zerebrale Amyloidose verbunden waren.

Das die mikrogliale Aktivierung durch die Bildung der AB-Plaques ausgeldst wird 3'%61%8
konnte anhand einer schnell aufkommenden Mikrogliose um die ersten auftretenden

amyloiden Ablagerungen in beiden APP/PS1-Mauslinien bestatigt werden. Sowohl in der
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transgenen B6 als auch FVB Mauslinie war eine Zunahme dieser reaktiven Mikrogliose
parallel zur der steigenden Anzahl der AB-Plaques mit zunehmenden Alter der Tiere
erkennbar. Die quantitativen Analysen der tempordren sowie spatialen Verteilung der
Mikroglia um die amyloiden Ablagerungen ergaben jedoch bedeutende Mausstamm-
spezifische Unterschiede in der mikroglialen Aktivierung. Zum einem war die
durchschnittliche mikrogliale Flache pro AB-Plaque im transgenen FVB Mausstamm bereits
ab der frihen Phase der AD-Progression dramatisch, im Vergleich zum APP/PS1-B6
Mausstamm, erhéht (Abb.: 12A). Des Weiteren konnte im Zusammenhang mit der
altersbedingten Entstehung zweier Plaquepopulationen, die sich in ihrer mikroglialen
Bedeckung unterschieden, ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden transgenen
Inzuchtstammen festgestellt werden (Abb.: 12B, C). Dabei war die Gruppe an amyloiden
Ablagerungen, die eine massive Mikrogliabedeckung aufwiesen, Uber die gesamte
Untersuchungsperiode mit Ausnahme bei 50 d im transgenen FVB Mausstamm wesentlich
grolRer. Dies spricht flr eine starkere anfangliche Abwehrreaktion der Mikroglia in den
transgenen FVB Mausen gegentber den B6 Tieren.

Zusammengenommen weisen die gewonnenen Daten auf einen Effekt des genomischen
Hintergrundes auf die mikrogliale Akkumulierung um die AB-Plaques hin. Eine maogliche
Erklarung daflr kann in einer veranderte Migration der residenten Mikroglia aber auch der
vom Knochenmark abgeleiteten rekrutierten Monozyten zu den AB-Ablagerungen innerhalb
beider transgenen Inzuchtstdmmen liegen. In verschiedenen Studien an genetisch

%1 sowie

veranderten Tiermodellen wurde belegt, dass bestimmte Zytokine wie IL1B
Chemokine einschlieBlich CCL2, ' und CX3CL-1 '® eine entscheidende Rolle auf die
Akkumulierung von residenten Mikroglia als auch von periphdren Monozyten um die ApB-
Plaques besitzen. Von daher ist es denkbar, dass eine unterschiedliche Expression von
Zytokinen oder Chemokinen in verschiedenen transgenen Mausstdmmen einen genetisch
regulierenden Faktor fur die Migration der Mikroglia zu den Ap-Plaques darstellt.
Unterstitzung erhalt diese Annahme durch eine Arbeit von Graber et.al., in der in
Abhangigkeit vom genomischen Hintergrund verschiedener Mausinzuchtstamme eine
veranderte Expression von mehreren Genen gefunden wurde, die in Verbindung mit der
Aktivierung der Immunantwort bei Verletzung des ZNS und neurologischen Erkrankungen
stehen. Neben Genen von pro-inflammatorischen Mediatoren der klassischen Immunantwort
waren auch selektive Veranderungen im Expressionsprofil von IL1p sowie CCL2 zu finden
%0 Angesichts der Tatsache, dass Mikroglia in unmittelbarer Nahe des pathologischen
Geschehens eine extensive Proliferation durchlaufen, konnte eine veranderte lokale
Proliferation der AB-Plaque assoziierten Mikroglia als weitere Erklarung fur die Mausstamm-
spezifischen Unterschiede in der mikroglialen Aktivierung in Frage kommen '®. Es ist

bekannt, dass Mikroglia in Antwort auf AB in der Lage sind, den fir ihre Proliferation
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1 Eine

wichtigen Makrophagenkolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF) zu produzieren
unterschiedliche Stimulierung der mikroglialen Proliferation aufgrund von Differenzen in der
M-CSF Expression kann von daher ebenfalls eine mdgliche Begrindung fur die gefunden
Unterschiede in der Akkumulierung der Mikroglia um die AB-Plagues zwischen beiden
transgenen Mauslinien sein. Zuklnftige Expressionsanalysen im Hinblick auf die genetische
Konstitution der verwendeten Mausinzuchtstdmme sind jedoch nétig, um zu klaren, ob eine
veranderte Migration bzw. Proliferation der Mikroglia zu den Ap-Plaques bewirkt durch eine
unterschiedliche Expression von bestimmen Zytokinen / Chemokinen fur die Mausstamm-
spezifischen Unterschiede in der mikrogliale Aktivierung verantwortlich sind. Dessen
ungeachtet konnte durch die zeitabhangige Charakterisierung der mikroglialen Aktivierung in
beiden APP/PS1 Mauslinien erstmalig ein bedeutender modulierender Effekt der
genetischen Konstitution auf die mikrogliale Akkumulierung in Assoziation mit den Af-
Ablagerungen nachgewiesen werden.

Um potentielle Auswirkungen der unterschiedlichen mikroglialen Aktivierung auf das
Krankheitsbild der AD zu identifizieren, wurde die ApB-Pathologie in beiden transgenen
Mauslinien analysiert. Dabei konnte im transgenen FVB Mausstamm eine abgeschwachte
Ap-Pathologie gegenuber dem B6 Mausstamm im finalen Stadium der AD-Progression
festgestellt werden. Zu den spaten Zeitpunkten waren sowohl die zerebrale Afj,-
Konzentration als auch die Plaqueanzahl in den FVB Mausen signifikant geringer als in den
B6 Tieren (Abb.: 14 und 16). Dieses Ergebnis bestatigt andere epidemiologische Studien, die
einen Effekt des genomischen Hintergrundes sowohl auf den AB-Gehalt als auch auf die
Anzahl der amyloiden Ablagerungen in AD-Mausmodellen demonstrierten '%*'%°. Obwohl
gezeigt wurde, dass der genetischen Hintergrund von transgenen Mausstdammen die APP-
Prozessierung beeinflussen kann und dies mit einer veranderten AB-Produktion sowie einer
unterschiedlichen Ausbildung von amyloiden Ablagerungen verbunden ist "% war wie
erwartet kein wesentlicher Unterschied in der initialen AB-Konzentration sowie Plaqueanzahl
zwischen beiden transgenen Mausstammen ersichtlich (Abb.: 14 und 16). Angesichts dessen
lasst sich vermuten, dass die beobachteten Unterschiede in der finalen Ap-Pathologie zu
mindestens zum Teil auf die Mausstamm-spezifischen Unterschiede in der mikroglialen
Aktivierung zurlick zuflhren sind. Dass eine veranderte mikrogliale Aktivierung sowohl den
zerebralen AB-Gehalt als auch die Anzahl der amyloiden Ablagerungen beeintrachtigen
kann, wurde bereits in mehreren Studien an AD-transgenen Tiermodellen gezeigt. Im
Allgemeinen war in diesen Studien eine erhdhte mikrogliale Aktivierung zumeist mit einer
reduzierten AB-Pathologie verbunden '8190:197,

Daher ist es nachvollziehbar, dass die erhohte mikrogliale Aktivierung in den transgenen
FVB Mausen eine effizientere Ap-Beseitigung bewirkt und damit zu einer Reduzierung in der

finalen Plaqueanzahl beitragt, obgleich das anhand der durchgeflihrten Analysen nicht
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eindeutig geklart werden konnte. Den anschaulichsten Effekt, der durch den genomischen
Hintergrund bedingten unterschiedlichen mikroglialen Aktivierung, auf die Ap-Pathologie
lieferten jedoch die beobachteten Differenzen in der Plaquegréfenverteilung zwischen
beiden transgenen Mausstammen (Abb.:15). In Verbindung mit der festgestellten erhdhten
mikroglialen Aktivierung war in den transgenen FVB Mausen, neben einer verlangsamten
Reduzierung des Anteils an kleinen Plaques, eine weniger ausgepragte Ausbildung an
flachenmassig grof3en Plaques im Vergleich zu den APP/PS1-B6 Tieren Uber die Zeit
feststellbar. Dieses Ergebnis zeigt, dass die seit der frihen Phase der Plaugebildung,
vergroRerte mikroglialen Anreicherungen um die AB-Plaques in den transgenen FVB
Mausen, das Wachstum der amyloiden Ablagerungen effizienter einschrankt als in den
APP/PS1-B6 Tieren. Deshalb kommt es zwischen beiden APP/PS1-Mausstammen zu einer
signifikant unterschiedlichen Verteilung von kleinen und grof3en Plaques im Verlauf der AD-
Pathogenese, die im finalen Stadium der Erkrankung zu einem verringerten Flachenanteil
der gesamten Plaques im Kortexbereich der APP/PS1-FVB Mause fuhrt (Abb.: 14) . Die
aufgezeigte Korrelation zwischen verandertem Plaquewachstum und Mausstamm-
spezifischer Unterschiede in der mikroglialen Aktivierung bestatigt die Annahme einer
Mikroglia-abhangigen Restriktion des Plaqueswachstums ®'®_ Das relativ gleichbleibende
Verhéltnis des Anteils kleiner und groRer AB-Plaques zwischen beiden transgenen
Mausstammen in Verbindung mit dem konstanten Plateau in der mikroglialen
Plaguebedeckung sowohl in den transgenen B6- als auch in den FVB Mausen, steht im
Einklang mit dem postulierten funktionellen Phanotypenwechsel der Mikroglia im Verlauf der
AD-Pathogenese (Abb.: 12 und 15) '198185,

Nicht nur im APP/PS1-B6 sondern auch im APP/PS1-FVB Mausstamm geht die anfangliche
neuroprotektive Wirkung der Mikroglia, im Hinblick auf die Beschrankung des
Plaguewachstums, verloren und wandelt sich in eine potentiell krankheitsfordernde Reaktion
um. Ob die letztendlich reduzierte finale AB-Belastung in den transgenen FVB Tieren nur
durch die initial héhere mikrogliale Abwehrreaktion auf die amyloiden Ablagerungen zurick
zufihren ist, oder auch durch einen langer anhaltenden neuroprotektive Phanotyp der
Mikroglia bewirkt wird, lasst sich allerdings nur spekulieren. Grundsatzlich jedoch deuten die
beobachteten Veranderungen in der AB-Pathologie zwischen beiden Mauslinien an, dass die
durch den genomischen Hintergrund bedingte erhohte mikrogliale Aktivitat in den transgenen
FVB Mausen neuroprotektiv ist. Die Identifizierung von spezifischen Genen, die die
mikroglialen Aktivierung in Bezug auf diese neuroprotektive Wirkung regulieren, sollte von
daher neue Perspektiven fur die Behandlung der AD er6ffnen. Neben dem festgestellten
Einfluss der genetischen Konstitution auf die AB-vermittelte mikrogliale Aktivierung zeigten
andere Studien bereits, dass die genetische Heterogenitat innerhalb von verschiedenen
Mausinzuchtstdmmen, die Modulation von charakteristischen Merkmalen der AD-Pathologie

bewirken . Dies bestatigt die allgemeine Theorie, dass der genomische Hintergrund in der
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Arbeit mit Tiermodellen von humanen Erkrankungen nicht vernachlassigbar ist. Aufgrund der
genetischen Unterschiede zwischen den zahlreichen Mausinzuchtstdmmen, die fir die AD-
Forschung verwendet werden, sind experimentelle Daten kaum vergleichend auswertbar,
was eine korrekte Interpretation der Ergebnisse erschwert 2. Jedoch stellt der beobachtete
signifikante Effekt des genomischen Hintergrundes verschiedener transgener Mausstammen
auf bestimmte Erkrankungsmerkmale der AD, eine potentielle Quelle fUr die Identifizierung
genetisch regulierender Faktoren der AD-Pathogenese dar %'.

Neben der aufgezeigten Beeinflussung der mikroglialen Antwort durch genetische Faktoren
ist in der Literatur beschrieben , dass die Funktionen der Mikroglia stark vom extrazellularen
sowie intrazelluldren Energiehaushalt abhiangen '*®. Die nachgewiesene Assoziation von
mitochondrialer Dysfunktion bei verminderter Energieproduktion und Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies im Rahmen der AD lassen auf einen Zusammenhang zwischen
krankheitsbedingten Mutationen im mitochondrialen Genom und mikroglialer Aktivierung im
Verlauf der AD-Pathogenese schlieBen %72, Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit die mikrogliale Aktivierung hinsichtlich der Ap-Belastung in zwei APP/PS1 transgenen
Mauslinien untersucht, die das nukleare Genom des B6 Mausstammes besalen, sich jedoch
im mitochondrialen Genom spezifisch unterschieden. Die dafilir generierte konplastische
APP/PS1-B6xmtNOD Mauslinie wies dabei spezifische mitochondriale DNA Variationen
gegenuber der APP/PS1-B6 Mauslinie auf, die zwei Enzyme der Atmungskette, die NADH
Dehydrogenase 3 und die Cytochrom C Oxidase sowie die tRNA fiir Arginin betrafen'®.
Diese somatischen Veranderungen im mitochondrialen Genom resultieren in einem
veranderten zerebralen Energiegehalt zwischen beiden Mauslinien, der ebenso mit einer
unterschiedlichen mikroglialen Aktivierung verbunden war (Abb.: 17 und 18). In den
APP/PS1-B6xmtNOD Mausen, die eine hohere zerebrale ATP-Konzentration aufwiesen,
konnte eine durchschnittlich grofere mikrogliale Plaquebedeckung im Vergleich zu den
APP/PS1-B6 Tieren festgestellt werden. Dieses Ergebnis deutet auf eine ATP-abhangige
Akkumulierung der Mikroglia um die Ap-Plaques hin. Das ATP, abgegeben von beschadigten
oder verletzten Neuronen, die Chemotaxis von Mikroglia zum Ort des pathologischen
Geschehens vermittelt, wurde durch Arbeiten von Davalos et al. und Haynes et al. bereits
gezeigt '°'®°. Eine solche, aufgrund des mitochondrialen Genpolymorphismus verénderte
ATP-vermittelte Chemotaxis der Mikroglia, kdnnte auch die aufgezeigten Mausstamm-
spezifischen Unterschiede in der mikroglialen Akkumulierung um die Ap-Plaques zwischen
den transgenen B6 und FVB Mausen erklaren. Ahnlich, wie das Resultat der Ap-Analyse in
diesen beiden APP/PS1 Mauslinien, war die erhdhte mikrogliale Aktivitat in den
mitochondrial veranderten Tieren (APP/PS1-B6xmtNOD) mit einer signifikant reduzierten
Plaqueanzahl im finalen Krankheitsstadium gegenliber den APP/PS1-B6 Mausen
verbunden. Dieses Ergebnis unterstitzt die bereits aufgestellte Vermutung von einer

grolieren Wirksamkeit der erhdhten mikroglialen Aktivierung in der AB-Beseitigung, die zur
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Reduzierung der finalen Plaqueanzahl beitragt. In Ubereinstimmung mit dieser Theorie
konnte ein Einfluss des mitochondrialen Polymorphismus auf den funktionellen Phanotypen
der Mikroglia nachgewiesen werden. Die Mikroglia mit den mitochondrialen DNA-
Modifikationen besalen eine signifikante hdhere AB-Phagozytoseaktivitat verglichen mit den
mtB6 Mikroglia (Abb.: 20). Obwohl beschrieben ist, dass ATP hauptsachlich als
extrazellularer Botenstoff durch die Stimulierung des Purinrezeptors eine Anzahl mikroglialer
Funktionen beeinflussen kann, wird durch die erhéhte Phagozytoseaktivitat der mtNOD
Mikroglia ein Effekt des intrazellularen Energiegehalts auf den funktionellen mikroglialen
Phanotyp ersichtlich '992%.

Zusammenfassend betrachtet, lasst die aufgedeckte Verknipfung zwischen dem
veranderten ATP-Gehalt, aufgrund des mitochondrialen Polymorphismus, und der
veranderten mikroglialen  Antwort hinsichtlich der Plaquebedeckung und Af-
Phagozytoseaktivitdt eine direkte Verbindung von krankheitsbedingt-hervorgerufener
mitochondrialer Dysfunktion und mikroglialer Reaktion im Rahmen der AD erkennen.
Bezlglich dieses postulierten Zusammenhangs sollte zusatzlich die Frage beantwortet
werden, ob die mikrogliale Aktivierung dabei durch DNA-Mutationen in ihren eigenen
Mitochondrien oder durch Auswirkungen von somatisch auftretenden mitochondrialen
Veranderungen im gesamten AD-Gehirn beeinflusst wird. Dazu wurden im Verlauf der
vorliegenden Studie erstmalig APP/PS1 transgene Mause erzeugt, bei denen spezifische
Veranderungen des mitochondrialen Genoms nur auf die Mikroglia beschrankt waren.
Aufgrund der Tatsache, das zirkulierende Blutmonozyten gerade unter pathologischen
Bedingungen das ZNS-Parenchym infiltrieren und dort zu Mikroglia differenzieren 2%,
erfolgte hierzu die Generierung von Knochenmarkchimaren Mausen. Dazu bekamen
bestrahlte APP/PS1-B6 Empfangertiere eine Transplantation von Knochenmark, das GFP-
markierte hematopoetische Stammzellen mit den mitochondrialen NOD-Veranderungen
enthielt. Durch Fluoreszenz-mikroskopische Quantifizierung an Hirnschnitten konnte
festgestellt werden, dass circa ein Drittel der gesamten Mikroglia in den so generierten
APP/PS1-B6 Chimaren, die NOD-Modifikation in ihrer mitochondrialen DNA aufwiesen (Abb.:
24). Obwohl argumentiert wird, dass eine Bestrahlung die Bluthirnschranke beschadigt und

so eine Infiltration von Zellen in das zerebrale Parenchym férdert %

, war dieses Ergebnis
konform mit Daten aus anderen Studien. Diese zeigten eine massive Invasion von
Knochenmark-abstammenden Blutmonozyten in das Gehirn von AD-transgenen Mausen
und belegten somit eine Beteiligung peripherer Monozyten an der mikroglialen Antwort im
Verlauf der Erkrankung ®'82%_Ahnlich wie in den Arbeiten von Malm et. al. und Stadler et.
al. beschrieben, dass lediglich eine Subpopulation der Ap-Plaques von infiltrierten Zellen
umgeben war '*®?% konnten die mitochondrial veréanderten Mikroglia nur in der Nahe von
einigen amyloiden Ablagerungen lokalisiert werden (Abb.: 25). Diese Beobachtung ist damit
erklarbar, dass die Rekrutierung von aus dem Knochenmark-abgeleiteten Mikroglia
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hauptsachlich in der frilhen Phase der Plaquebildung erfolgt '*®. Infolgedessen waren initial
entstandene Plaques neben residenten Mikroglia auch mit den mitochondrial modifizierten
Mikroglia umgeben, wohingegen die im weiteren Krankheitsverlauf gebildeten Ap-
Ablagerungen keine Assoziation mehr mit den mitochondrial veradnderten Mikroglia
aufwiesen. Um eine mdgliche Auswirkung der spezifischen mitochondiralen DNA-
Veranderungen in einem Drittel der Mikroglia, auf die gesamte mikrogliale Aktivierung am
besten verifizieren zu kénnen, wurden daher die generierten Chimare in einen frihen
Stadium der Erkrankung (100 d) untersucht. Im Vergleich zu gleichaltrigen chimaren
APP/PS1-B6 Kontrolltieren, die keine mitochondrial modifizierten Mikroglia besallen, konnte
in den generieten APP/PS1-B6xMG™°° Mausen mit den teilweise mitochondrial
veranderten Mikroglia kein signifikanter Unterschied in der mikroglialen Aktivierung
festgestellt werden (Abb.: 26). Im Hinblick auf den, in dieser Arbeit und durch weitere
Studien, bereits gezeigten Einfluss einer veranderten mikroglialen Aktivierung auf die ApB-
Pathologie waren ebenfalls keine Unterschiede in der Plaqueanzahl, im zerebralen Ap-
Gehalt sowie in der PlaquegrofRenverteilung zwischen den beiden chimaren Mauslinien
erkennbar (Abb.: 27) 8% " Dje  trotz nachgewiesener erhdhter AB-Phagozytoseaktivitat
der mtNOD Mikroglia, unveranderte AB-Konzentration als auch die gleiche Aufteilung der
Plaquegroflen waren dabei kontrar zu der Annahme, dass die von Knochenmark-
abstammenden Mikroglia eine hoéhere Effizienz in der Verzdgerung des Fortschreitens der
AD besitzen als ihrer residenten Ebenbilder . Ob die erhdhte Phagozytoseféhigkeit der
mtNOD Mikroglia die AB-Belastung im finalen Stadium der AD beeinflusst, misste durch
vergleichende Analysen der ApB-Pathologie von alteren Tieren (z.B. 200 d) in beiden
chimaren Mauslinien jedoch zusatzlich geklart werden.

Diese Ergebnisse deuten an, dass die AB-vermittelte mikrogliale Aktivierung weitaus mehr
von Veranderungen in der zerebralen Umgebung als von intrazellularen physiologischen
Bedingungen abhangt. Dabei beeinflusst insbesondere der extrazellulare ATP-Gehalt sowohl
die mikrogliale Migration zu den ApB-Plaques als auch den funktionellen Phanotyp der
Mikroglia, was zusammen genommen einen gravierenden Effekt auf die AB-Proteostase im
Verlauf der AD-Pathogenese zur Folge hat. Diese Erkenntnis unterstitzt viele Studien, die
zeigten, dass ATP in der Lage ist, eine Anzahl von mikroglialen Funktionen zu vermitteln, die
bei der Verteidigung des Gehirns gegen eindringende Pathogene und andere Formen von
Hirngewebsverletzungen involviert sind 9104205206

Zusammenfassend lasst sich aus den prasentierten Daten der vorliegenden Arbeit eine
enorme Komplexitat der mikroglialen Aktivierung wahrend der AD-Erkrankung feststellen.
Die Erkenntnis einer initial starken Abwehrreaktion der Mikroglia auf entstehende amyloide
Plaques, die aber im weiteren Krankheitsverlauf ins Stagnieren gerat, unterstitzt das

Konzept von einem funktionellen Phanotypenwechsel der Mikroglia wahrend der AD-
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Progression. Ein anfanglich neuroprotektiver mikroglialer Phanotyp, bezlglich Ap-
Beseitigung und Restriktion des Plagquewachstums, geht aufgrund der chronischen
Aktivierung durch Ap im fortschreitenden Krankheitsprozess verloren. Infolgedessen werden
die Mikroglia dysfunktionell und gelangen in den Verdacht, die AD-Pathologie zu férdern. Der
demonstrierte Einfluss des genomischen Hintergrundes transgener AD-Mausstamme auf die
mikrogliale Aktivierung zeigt, dass die genetische Konstitution jedes einzelnen Individuums
einen entscheidenden Einfluss auf die mikrogliale Antwort im Verlauf der AD besitzt.
Zusatzlich konnte - durch die nachgewiesene Abhangigkeit der mikroglialen Reaktion vom
zerebralen Energiegehalt - eine direkte Verbindung zwischen krankheitsbedingt
hervorgerufener mitochondrialer Dysfunktion und mikroglialer Aktivierung in der AD
festgestellt werden.

Da in beiden aufgedeckten Regulationsmechanismen ein Zusammenhang zwischen
veranderter mikroglialer Aktivierung und reduzierter AB-Belastung bestand, Iasst sich
schlussfolgern, dass sowohl individuell genetische Faktoren als auch ein ausgeglichener
zerebraler Energiehaushalt beim Ausbruch der AD-Erkrankungen, den anfanglichen
neuroprotektiven wirkenden Phanotyp der Mikroglia unterstitzen. Im weiteren Verlauf der
AD-Pathogenese kommt es jedoch aufgrund von krankheitsbedingten hervorgerufenen
Mutationen im mitochondrialen Genom von allen Zelltypen des Gehirns zur einer
verminderten zerebralen Energiekonzentration, diese sich hemmend auf den
neuroprotektiven Phanotypen auswirkt und somit einen Wechsel zu einem neurotoxischen

mikroglialen Phanotypen férdert (Abb.:28).
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Abb. 28: Schema der mikroglialen Aktivierung bei der Alzheimer Demenz mit Einfluss von
sowohl individuellen genetischen Faktoren und dem zerebralen Energiehaushalt auf den

mikroglialen Phanotypen.
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Mit dem Wissen das ein anfanglich neuroprotektive wirkender Phanotyp der Mikroglia,
hinsichtlich AB-Beseitigung und Beschrankung des Plaquewachstums durch individuelle
genetische Faktoren sowie einem ausgeglichenen zerebralen Energiehaushalt gefordert
werden kann, ist es denkbar dass eine gezielte Mikrogliaaktivierung in Zukunft eine

therapeutische Option fir die Verzégerung der AD-Progression darstellen kdnnte.
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