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Zusammenfassung

Epidemiologische Untersuchungen der Alzheimer-Erkuaag haben einen Geschlechtseffekt
sowohl bezlglich der Inzidenz, d.h. der Anzahl aefgetretener Krankheitsfalle innerhalb
einer definierten Population in einem bestimmteitrdem, als auch bezlglich der Pravalenz,
d.h. der Haufigkeit einer Krankheit in einer Bewdilkng zu einem bestimmten Zeitpunkt
aufgezeigt.

Dabei weisen Frauen ein erhdhtes Risiko auf. Iagematerweise ist die Alzheimer-
Erkrankung die einzige Demenzform, die relevantesdBkechtsunterschiede bezlglich
Epidemiologie, Risikofaktoren und kognitiven Defen zeigt. Mausmodelle, die mit dem
Ziel entwickelt werden, genauere Kenntnisse uber Alzheimer-Erkrankung zu erlangen,
spiegeln  typische Merkmale der Erkrankung wieder.u Zdiesen typischen
neuropathologischen Kennzeichen gehéren vor allanylédidplagues und Neurofibrillen,
aber auch Synapsenverénderungen, Neuronenverludt reaktive Astrozytose sowie
Mikrogliose.

Bei Mausen des Alzheimer-Modells APP7HaS1KI zeigt sich im Alter von zehn Monaten
ein einzigartig friher Neuronenverlust in der hippmpalen Region CA1/2. Dieser
degenerative Prozess wurde bislang nicht auf Gedtdunterschiede untersucht. Daher
wurde in dieser Arbeit mittels eines stereologisckeogramms, das als ,State-of-the-art-
Methode gilt, der Neuronenverlust in hippocampdalzil-Regionen bei sechs Monate alten
Mausen quantifiziert und im Hinblick auf einen Gelschtsunterschied untersucht. Dabei
ergab sich ein signifikant hoherer hippocampaleurieenverlust bei den weiblichen Mausen
im Vergleich zu den méannlichen Tieren. Eine eingguErklarung fur den Geschlechtseffekt
gibt es nicht, es existieren jedoch verschiedemdiiEmgsansatze. So kdnnen extrazellulare
AB-Ablagerungen in Form der Amyloidplaques als Ursablir den Geschlechtseffekt des
Neuronenverlustes angesehen werden. Da ein direkl@sammenhang zwischen
extrazellularer Amyloidablagerung und Neuronenwrhislang jedoch nicht gezeigt werden
konnte, tritt die Akkumulation von intrazellulareA3 in den Vordergrund. Von diesem ist
nicht nur eine Korrelation zur Schwere der Erkrarkund ein direkter Zusammenhang zum

Neuronenverlust bekannt, es zeigen sich zudem gesthlechtspezifische Unterschiede.
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Summary

Epidemiologic studies concerning the Alzheimer Bsse have shown a gender effect
regarding incidence (by which should be understb@®dnumber of new discovered disease
cases in a specific population and time) and pesa (which is the total of disease cases in a
specific population and time).

Women prove to have a higher risk. It is interegtinat the Alzheimer Disease is the only
type of demence that shows the relevant gendeerdiftes relating to epidemiology, risk
factors and cognitive deficits. Mouse models whiotre developed in the objective to get
deeper knowledge of the AD reflect the typical eoteristics of the disease. Part of these
typically neuropathological hallmarks are espegiamyloid plagues and neurofibrillary
tangles, but also synaptic changes, neuron loss raadtive astrozytosis as well as
microgilosis.

Already at the age of 10 months, mice of the AD-eiofiPP75%"PS1KI show a uniquely
early neuron loss located in the hippocampal a®®/Z So far, this degenerative proces has
not yet been analysed in view of gender differentést is the reason why this thesis deals
with the quantifying the neuron loss of six montid mice in the hippocampal area CAl as
well as the analysis of the gender differencesgutiie stereological program that is the state
of the art method. This analysis showed a sigmfigahigher hippocampal neuron loss of
female mice compared to their male counterpart®ré@is no definite explanation for the
gender difference. However, different starting poifor explanations exist. Extracellul@s
amyloid deposits in form of amyloid plagues migbtdeen as the cause fort the gender effect
of the neuron loss. As no direct connection betwedracellular amyloid deposits and neuron
loss have been shown so far, the main focus becomesdays on the accumulation of
intracellular A3. Not only a correlation of the intracellula3Ao the severity of the disease
and a direct connection to the neuron loss is knolwt in addition, gender specific

differences appear.
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Abklrzungen

Abb.
AB
AD
ADAM
AICD
Aph
ApoE

APP

Aqua bidest.

BACE 1, 2
bzw.
CA
CTF
d.h.
DNA
etc.
EOAD
FAD
FSH
GnRH
HET
hAPP

ICD-10

Abbildung
B-Amyloid
Alzheimer Disease / Alzheimer Demenz
A Disintegrin And Metalloprotease
APP-Intrazellulare Doméane
Anterior Pharynx—Defective
Apolipoprotein E
Amyloid Precurser Protein / Amyloid-Vorlauerotein
Aqua bidestillata
Beta-site Amyloid Precurser Protein @ieg Enzyme
beziehungsweise
Cornu Ammonis (Ammonshorn)
C-terminales Fragment
das heifl3t
Deoxyribonucleic Acid
et cetera
Early Onset Alzheimer Disease
Familiare Form der Alzheimer Demenz
Follikel-stimulierendes Hormon
Gonadotropin-Releasing Hormon
Hormon-Ersatz-Therapie
Humanes APP

International Classification Of Disease8,Revision
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IDE

LH
MAP
MVB
NCT
NEP
NFT
NGF
NSAID
PBS
PCR
Pen
PHF
PS1,2
SAE
sAPPq,
SSPE

TACE

Insulin-Degrading Enzyme / Insulysin
Luteinisierendes Hormon
Mikrotubuli-Assoziierte Proteine
Multivesicular Body
Nicastrin
Neprilysin
Neurofibrillary Tangles (Neurofibrillen)
nerve growth factor
Nonsteroid Antiiflammatory Drug
Phosphate Buffered Saline (Phosphat-gepeifferthsalzlésung)
Polymerase Chain Reaction
Presenilin-enhancer
Paired Helical Filaments (Gepaarte helikdentente)
Prasenilin 1, 2
Subkortikale Arteriosklerotische Enzephalbpat Morbus Binswanger
sezerniertes AP®, [3
Subakute Sklerosierende Panenzephalitis

Tumor necrosis factar converting enzyme
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1.Einleitung

1.1 Definition Demenz

Unter dem Begriff Demenz versteht man eine ,UbenMe bis Jahre chronisch progrediente
degenerative Veradnderung des Gehirns mit Verlust ¥rdiher erworbenen kognitiven
Fahigkeiten“(Pschyrembel, 2002).

Laut ICD-10 liegt eine Demenz vor, wenn folgend@&d€ren erfullt sind:

Symptome Beeintrachtigung héherer kortikaler Florien
einschlie8lich Gedachtnis, Denken, Orientierung,

Auffassung, Lernfahigkeit, Sprache

Auspragungsgrad Beeintrachtigung in den persomicidivitaten des

taglichen Lebens

Dauer mindestens sechs Monate

Ausschlusskriterien | Bewusstseinsstorungen

Verlauf chronisch-progredient

Tabelle 1 : Demenz-Definition der ICD-10

1.2 Demographische Daten zur Demenz

In Deutschland leben zur Zeit zwischen 1,2 und W#lionen Demenzkranke. In der
Altersgruppe der Uber 65-Jahrigen sind davon uhge&fs4.000 Menschen betroffen, das sind
7,2 % dieser Altersgruppe. Die Pravalenzrate,adkh Anteil von Kranken in der Bevoélkerung

zu einem bestimmten Zeitpunkt, steigt mit dem Adignifikant an (Bickel, 2000).
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Dies kann die folgende Tabelle verdeutlichen:

Alter (Jahre) | Betroffene proBetroffene in
Altersgruppe |Zahlen

65 — 69 1,20% 48.000

70 - 74 2,80% 99.000

75-79 6,00% 171.000

80 — 84 13,30% 173.000

85— 89 23,90% 272.000

90 + 34,60% 172.000

Tabelle 1: Pravalenz von Demenzen nach dem Altiek@ 2000)

Ausgehend von einer unveranderten Pravalenzrateitstunehmendem Durchschnittsalter
der Bevdlkerung in den nachsten Jahren von einetlicieen Zunahme der Fallzahlen

auszugehen. So vermutet man, dass sich die GesdrdezaDemenzkranken bis zum Jahre
2050 auf ca. 2 Millionen beinahe verdoppeln wirdviwdemenztechnik.de).

Somit ist anzumerken, dass das Alter als der vgstdi Risikofaktor angesehen werden kann,

an einer Demenz zu erkranken.

1.3 Einteilung der Demenzen

Demenzen werden in primare und sekundare Formeerteitt (siehe Abbildung 1).
Sekundare Formen der Demenz kommen insgesamt eselteor (10%) und sind
gekennzeichnet durch das Auftreten im Zusammentarterer Erkrankungen, wie zum
Beispiel im Rahmen von kardiovaskularen Erkrankond@3%), Alkoholabusus (8%),
Hydrocephalus malresorptivus (4%), metabolischekrabkungen wie Hyperthyreose (2-
3%), Avitaminosen (2%) und auch als Nebenwirkungn vdledikamenten wie
Anticholinergika, Benzodiazepinen, Neuroleptika wartleren. Diese Demenzerscheinungen
treten meist voribergehend auf und sind reversibel.

Primare Formen der Demenz treten wesentlich haufi@%) auf und koénnen in
degenerative (50%), vaskulare (30%) und gemiscbiten&n (20%) unterteilt werden.
Mdogliche Ursachen fir die zweithaufigste Form demignz, die vaskuldre Demenz kdnnen

Mikroangiopathien wie Morbus Binswanger/SAE (sultikale arteriosklerotische
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Enzephalopathie) oder die Leukenzephalopathie gdier auch strategische Einzelinfarkte
wie ein Posteriorinfarkt oder Vaskulitiden kdnnendieser Form der Demenz fiihren.

Die grof3te Gruppe der Demenzen ist die der degemeexrursachten Demenzen. Auch hier
sind mehrere Erkrankungen als mogliche Ursachenermen. So wird in diese Gruppe der
Demenzerkrankungen zum Beispiel der Parkinson-Derf@mplex mit Lewy-Korperchen
eingeordnet, ebenso der Morbus Pick, eine frontptealt betonte degenerative
Gehirnerkrankung, und schlieBlich die Erkrankungie dmit zwei Drittel aller
Demenzerkrankungen die haufigste Ursache einer Demdarstellt: die Alzheimer-

Erkrankung.

Demenz

Primare Formen (90%) Sekundare Formen (10%

Degenerativ (50%)| | Vaskular (30%)
Gemischt (20%)

Alzheimer-Erkrankung

Abbildung 1: Einteilung der Demenzen
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1.4 Alzheimer-Erkrankung

1.4.1 Demographische Daten

Die Alzheimer-Erkrankung ist die Hauptursache ahbhéngiger Demenz. Mit ungefahr zwei
Dritteln aller Demenzfalle sind in Deutschland €80.000 Menschen von dieser Erkrankung
betroffen. Es wurde ermittelt, dass in westlichémdern ca. 5% der Bevolkerung Uber 65
Jahren und ca. 20% der Bevdlkerung Uber 80 Jahemoften sind. Direkt nach

Schlaganféllen ist die Demenz vom Alzheimer-Typ th@ufigste schwere Stoérung der
Hirnfunktion im Alter und liegt an vierter Stelle ed Todesursachen-Statistik

(www.alzheimer.de).

1.4.2 Historisches zur Alzheimer-Erkrankung

Bereits im Jahre 1906 beschrieb der bayerische e@darzt Dr. Alois Alzheimer eine
~eigenartige Krankheit der Hirnrinde“. Seine 51+@e Patientin namens Auguste D. war im
Jahre 1901 erstmals durch Eifersuchtsanfédlle gdyem Mann auffallig geworden. Spater
machten sich bei ihr rasch zunehmende Gedéachtmgstien
bemerkbar: sie fand sich in ihrer Wohnung nicht melrecht,
schleppte Gegenstdnde hin und her, versteckte ruie glaubte
zuweilen, man wolle sie umbringen. Nachdem sie flatfre spater

verstorben war, untersuchte A. Alzheimer Behirn und fand

dabei arteriosklerotische Veradnderungen, Neuromrérste und

) / steinharte Ablagerungen, die sogenannten Neurlbdibriund
\S Plagues. Dieser wird als der erste dokumentiertd Har

'\“\- Alzheimer-Erkrankung angesehen.

Abbildung 2: Auguste D.
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1.4.3 Klinischer Verlauf

Bei der Demenz vom Alzheimer-Typ handelt es sich emme langsam fortschreitende
Erkrankung, die meist schon mehrere Jahrzehntdemr Auftreten erster Symptome beginnt.
So betrégt die verbleibende Lebenszeit nach Diagtekbung durchschnittlich sieben Jahre,
wobei dies von Fall zu Fall unterschiedlich seimrkaDer Verlauf der Krankheit wird

medizinisch in drei Stadien eingeteilt. Diese dlgbh jeder Patient in unterschiedlichem
Tempo und unterschiedlicher Intensitdt, da dasrAldéee Lebensumstande und auch der
gesundheitliche Allgemeinzustand des einzelnen eR@n eine grol3e Rolle spielen

(www.alzheimer.de).

Im frihen Stadium bemerken Patienten zunachst\ergesslichkeit, die hauptsachlich das
Speichern neuer Information betrifft. Es kommt Meranderung der Charakterziige und
Stimmungsschwankungen. Wortfindungsstérungen traténder Patient kann Sétze nicht zu
Ende sprechen und gebraucht umstandliche spraehlfebrmulierungen. Die 0rtliche

Desorientierung beschrankt sich noch auf die nibttraute Umgebung, die zeitliche
Desorientierung vor allem auf Datum und Uhrzeits Aolge dieser Symptome fallen die
Patienten in eine geistige Passivitat, wahrend Kamperliche Aktivitdt zunimmt: sie sind

unruhig und mussen immer in Bewegung sein.

Im mittleren Stadium, welches pflegende Angehoriggs das am schwierigsten zu
bewaltigende beschreiben, kann die Erkrankung nictghr ignoriert werden. Das
selbstandige Erledigen von alltaglichen Tatigkeitea Waschen, Ankleiden, etc. wird fir die
Patienten unmdglich. Auch hier zeigen sich emot®nalnstabilitat und
Stimmungsschwankungen, die Patienten fiihlen sistlosaund in Aufruhr. Es kann zu
zwanghaftem Verhalten, Wahnvorstellungen und Halktionen kommen. Die
Vergesslichkeit bezieht sich in diesem Stadium aawfhdie Namen von vertrauten Personen
und auf Ereignisse. Zu den Wortfindungsstorungermrken Schwierigkeiten beim
Sprachverstandnis hinzu. Die o6rtliche Desorientigribetrifft nun auch die vertraute

Umgebung, die zeitliche Desorientierung neben DatnchUhrzeit auch die Jahreszeit.

Im spaten Stadium erkennen die Patienten vertrBatsonen und ihre Angehdérigen nicht
mehr, ihr Gedachtnis versagt vollig, sie sind vatiknen abhangig. Alltagliche Tatigkeiten
wie Essen und Trinken werden immer schwieriger. \Deegesslichkeit betrifft nun auch das
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Langzeitgedéachtnis. Die Sprache der Patienten b@skhsich auf wenige Worte oder Silben,
wenn sie nicht sogar komplett verstummen. Die metben Fahigkeiten verschlechtern sich
zunehmend, der Gang wird unsicher und kleinscdritiele Patienten sitzen im Rollstuhl

oder sind bettlagerig. Durch die korperlichen Beéichtigungen (unter anderem kompletter
Kontrollverlust Gber Darm und Blase, Hustenanfale Aspiration bei Essversuchen) kommt
es zur allgemeinen Schwache der Patienten. Dadwetden sie hdchst anfallig far

Infektionen (grippale Infekte, Pneumonie, Zystitgphritis, etc.), welche meist zum Tode

fuhren.
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1.4.4 Neuropathologie der Alzheimer Erkrankung

Nur selten findet man die Alzheimer Erkrankung ldeinschen, die jinger als 60 Jahre sind.
Ab dieser Altersstufe jedoch steigt die Inzidenarlstan: 20 % der Bevdlkerung tber 80
Jahren sind betroffen. Aus diesem Grund muss machben, dass sich die fur AD typischen
neuropathologischen Veranderungen zuséatzlich zuerdeimden, die physiologisch im
gealterten Gehirn vorhanden sind. Denn auch dageresich neben milder Gehirnatrophie
maoglicherweise wenige Fibrillen und Plaques in Netex, Hippocampus und entorhinalen
Regionen (Hof et al., 1996).

Bei Gehirnen, die durch die Alzheimer ErkrankungibBusst wurden, finden sich sowohl

makroskopische als auch mikroskopische Veranderunge

1.4.4.1 Makroskopische Pathologien der Alzheimer-Deenz

Makroskopisch ist unter anderem eine leichte Véxdhg der Leptomeningen Uber der
Konvexitat und besonders in der Nahe der Mittedlinfestzustellen. Diese beruht
mikroskopisch auf einer Anhaufung von Fibroblasted Kollagen. Die Blutgefal3e innerhalb
der Meningen sind mit 3-Amyloid infiltriert, wobéiie Aminosaurensequenz gegenuber der
des R-Amyloid im Parenchym leichte Unterschiedewaidt (Miller et al., 1989). Die
Hirnnerven sind unbeteiligt, abgesehen von eingniskanten Atrophie des olfaktorischen
Bulbus bis hin zur Durchsichtigkeit. Weiterhin zemgsich makroskopische Veranderungen
wie ein verdinntes kortikales Band und geschrum@ite in frontotemporalen Regionen und
im Temporallappen. Dort ist vor allem der parahiggopale Gyrus betroffen. Aus dem
Schrumpfen der Gyri ergibt sich eine Erweiterung 8elci und der Ventrikel. Dabei zeigt
sich besonders durch das Schrumpfen von AmygdalaHippocampus eine Vergrof3erung
der Seitenventrikel. In den meisten Hirnschnittergizsich der Hippocampus auf die Halfte
der ursprunglichen Grol3e geschrumpft. Die Atromles Hippocampus findet schon frih im
Verlauf der Alzheimer Erkrankung statt (Foundaslet1997; Laakso et al., 1998) und wird
als Ursache fir die allmahlichen kognitiven De@zigu Beginn der Erkrankung vermutet
(Jodar-Vicente, 2001).
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Abbildung 3: AD-Gehirn (links) mit geschrumpften ynd erweiterten Sulci im Vergleich zum gesunden
Gehirn (rechts) (St George-Hyslop, 2000)

1.4.4.2 Mikroskopische Pathologien der AD

Zu den mikroskopischen Veranderungen in AD-Gehiraéhlen zunéachst diejenigen, die
auch Alois Alzheimer bereits bei seiner Patientiestdestellt hatte: Plaques und
Neurofibrillen. Diese sind in AD-Gehirnen durchsittich in héheren Konzentrationen zu
finden als in gesunden &lteren Gehirnen oder beer@m Erkrankungen. Trotzdem gibt es
sowohl Félle, bei denen sich eine grof3e Dichte lagques im Gehirn fand, obwohl keine
Alzheimer-Erkrankung vorlag (Katzman et al., 19883, auch Berichte von Demenzpatienten
mit einer Vielzahl an Plaques ohne jedoch eineifskgmte Anzahl an Neurofibrillen (Terry
et al., 1987). Ein solcher Fall lag auch bei deneimm von Alois Alzheimer beschriebenen
Patienten vor (Graeber et al., 1997).
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1.4.4.2.1 Plaques

4t AP %
F‘l’_}ﬁ ‘b‘

Abbildung 4: Plaques

Extrazellulare Plagues, die man lange Zeit serdgu®s nannte, obwohl man sie auch im
Prasenium findet (Terry et al., 1964), kann man desi AD in zwei verschiedenen Arten
vorfinden: als diffuse Plaques und als neuritigelagues.

Die diffusen Plaques von amorpher Gestalt enthaltestrukturierte 3-Amyloidpeptide, die

mit Thioflavin S angefarbt werden kénnen und nurzige Buschel an geformten
Amyloidfilamenten. Abnorme Neuriten fehlen im Gegetz zu den neuritischen Plaques
vollig. Man findet die diffusen Plagues sowohl loeir Alzheimer Erkrankung als auch bei
nicht-dementen &alteren Menschen.

Die neuritischen Plagues enthalten dagegen eingazeduldren Kern aus dichten Bindeln
von Amyloidfibrillen, die mit Thioflavin S angeférbwerden kdénnen und zwei Arten von
dystrophen Neuriten: entweder solche mit gepadntdikalen Filamenten/PHF (sogenannte
fusiforme Neuriten), die typischerweise bei AlzhemPatienten gefunden werden, oder
dystrophe Neuriten ohne PHF, welche man sowohlAleheimer-Patienten als auch bei
nicht-dementen alteren Menschen findet. Zuséatahcthalten die dystrophen Neuriten unter
anderem Amyloidvorlaufer-Protein/APP (Ishii et 4989; Cole et al., 1991; Cras et al., 1991,
Joachim et al., 1991), Tauprotein (Joachim et 187), Proteinkinase C (Masliah et al.,
1990; Clark et al., 1991), Synaptophysin (Briomalet1991; Masliah et al., 1991; Masliah and
Terry, 1993), Ubiquitin (Perry et al., 1987) undrsahiedene Neurotransmitter (Armstrong
and Terry, 1985; Armstrong et al., 1986; Armstragigal., 1989; Munoz, 1991). In der
Umgebung der neuritischen Plagues finden sich zlidt reaktive Astrozyten und

Mikrogliazellen (Terry et al., 1964).
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1.4.4.2.2 Neurofibrillen

Abbildung 5: Neurofibrillen

Die zweite von Alois Alzheimer beschriebene Verdndg im Gehirn von Alzheimer-
Patienten sind die intrazellularen Neurofibrilleregrofibrillary tangles, NFT). Diese werden
jedoch nicht nur als spezifisch fur die Alzheimekifankung angesehen, da man sie unter
anderem auch im Rahmen der postenzephalitischdanBamn-Erkrankung (Greenfield and
Bosanquet, 1953) und der subakuten sklerosiereRdeenzephalitis (SSPE) (Mandybur et
al., 1977) findet. Im Neocortex gesunder alterendbhen sind sie nur sehr selten vorhanden,
waéhrend sie bei den meisten Fallen der AD in grdBerahl unter anderem in entorhinalen
und hippocampalen Regionen und im Neocortex aefirdBei manchen alteren Alzheimer-
Patienten (alter als 70 Jahre) fehlen die Neundlebrgro3tenteils oder sogar vollig (Terry et
al., 1987), wie bereits Alois Alzheimer an seineneiten AD-Patienten bemerkte (Graeber et
al., 1997). Die Neurofibrillen bestehen aus gepgattelikalen Filamenten (PHF) (Kidd,
1963; Terry, 1963). Betrachtet man die Struktur @#Fs genauer, lassen sich zwei
unterschiedliche Formen erkennen: zum einen geradaufende Filamente mit Abstanden
von 12-18 nm voneinander, zum anderen umeinandehfiemgene Filamente mit Abstanden
von 15-25 nm. Hauptbestandteil der PHF ist das mibalo phosphorylierte Tau-Protein
(Grundke-Igbal et al., 1986; Pollock et al., 198Gklches zur Familie der Mikrotubuli-

assoziierten Proteine (MAP) gehort.
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1.4.4.2.3 Amyloidangiopathie

Ein weiteres neuropathologisches Merkmal der Algei Erkrankung ist die
Amyloidangiopathie. Bereits im Jahre 1938 fand $hhwo den BlutgefalRen von Alzheimer-
Patienten Amyloidablagerungen (Scholz, 1938) ungtdéodabei der Entdeckung von Divry,
der als erster zeigen konnte, dass das homogerezidah den Plaques aus Amyloid besteht
(Divry, 1927). Eine Infiltration der BlutgefaBwéanaeit 3-Amyloid findet sich beinahe bei
allen Fallen der AD, wobei hauptsachlich leptomgeale Gefal3e von geringer bis mittlerer
GroRe und kortikale GefalRe betroffen sind. Wahrémgpocampale Regionen weniger
involviert sind, sind in occipitalen und zerebe#idr Regionen diese Infiltrate haufig
vorhanden. Daher scheint es offensichtlich, dassischen der Intensitat der
Amyloidangiopathie und der Anzahl an parenchymatdkaques oder Fibrillen nur ein sehr

geringer Zusammenhang besteht.

1.4.4.2.4 Synaptische Veranderungen

Mit Hilfe des prasynaptischen Markers Synaptophykonnte im Neokortex von AD-
Gehirnen ein durchschnittlicher Riickgang der Didneprasynaptischen Endungen um 45%
gezeigt werden (Davies et al., 1987; Brion et #091; Honer et al.,, 1992). Quantitative
Studien mittels Elektronenmikroskop an Autopsiemakevor allem am prafrontalen Kortex,
ergaben einen Synapsenverlust von 27%-42%, gletadhzmit starken pathologischen
Veranderungen der Synapsen (Hamos et al., 1989gM&ial., 1990). Auch in bestimmten
Regionen des Hippocampus ist die Synaptophysin-lnmeaktivitat verandert (Samuel et al.,
1994; Scheff et al., 1996). Mittels des synaptischarkers EP10 lasst sich zeigen, dass man
in Gehirnen von Alzheimerpatienten vor allem in pbpampus und Neokortex einen
selektiven regionalen Synapsenverlust findet, wiédhrelies im Hippocampus und im
temporalen und occipitalen Kortex von gesunden @&ehi nicht der Fall ist (Honer et al.,
1992). Klinisch macht sich die Abnahme der Dichte Synapsen in den Gehirnen von
Alzheimer-Patienten vor allem am Verlust der kogeit Fahigkeiten bemerkbar (Coleman
and Yao, 2003).
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1.4.4.2.5 Neuronenverlust

Schon bei oberflachlicher Untersuchung kann manNeokortex von AD-Gehirnen eine
verminderte Konzentration an grof3eren Neuronenstidin. Zur Quantifizierung dieses
Neuronenverlustes werden bildgebende Verfahren wndetzter Zeit immer haufiger
stereologische Methoden verwendet. Wahrend junBatenten (50-69 Jahre) im Vergleich
zu alteren Patienten (70-90 Jahre) einen grol3eludtaaufweisen, ist die Abnahme dennoch
in beiden Gruppen signifikant. Whitehouse et alridideten als erste Uber einen
Neuronenverlust im cholinergen Basalkern Meynerhifdhouse et al., 1982; Vogels et al.,
1990), welcher die cholinerge Aktivitat in Hippocans und Neokortex beeintrachtigt. Auch
im Locus caeruleus kommt es zu Verlusten von pigiegan Neuronen, wodurch es hier zur
Beeintrachtigung der noradrenergen Aktivitat kon{Bdondareff et al., 1981). Auf &hnliche
Art wird auch der Raphekern durch Neuronenverlust @chrumpfung in Mitleidenschaft
gezogen (Sisodia and Price, 1995). Von allen Regiates Gehirns sind Hippocampus und
der angrenzende entorhinale Kortex besonders fndhstark vom Neuronenverlust betroffen
(Wirths et al., 2004). Kril et al. fanden eine B@Korrelation zwischen der Neuronenanzahl
und dem Gehirn- bzw. Hippocampus-Volumen, was srenuten liel3, dass die hippocampale
Atrophie bei der AD das Ergebnis des Neuronenvertudarstellt (Kril et al., 2004). Trotz
der hochst signifikanten Neuronenverluste zeigh siennoch keine signifikante Korrelation
zwischen der Anzahl an kortikalen Neuronen und Sehwere der Krankheit, gemessen

mittels globaler psychologischer Demenz-Tests (Tetal., 1991).

Abbildung 6 : Vergleichende MRT-Bilder eines gesamdehirns im Alter von 25 Jahren (rechts) undsine
AD-Gehirns (links) (St George-Hyslop, 2000)
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1.4.5 Risikofaktoren der Alzheimer Erkrankung

Neben dem wohl wichtigsten Risikofaktor, dem Altéassen sich verschiedene weitere
Faktoren auffihren, die im Zusammenhang mit eindritgen Risiko stehen, an der Demenz

vom Alzheimer-Typ zu erkranken.

1.4.5.1 Erbliche Faktoren im Zusammenhang mit famiéirer Alzheimer-Demenz

Wahrend in den meisten Fallen die Alzheimer-Dememe altersabhéangige Erkrankung
darstellt, verursacht die autosomal-dominante \bemeg verschiedener mutierter Gene die
sogenannte familiare Alzheimer-Erkrankung (FAD)e diereits im jlingeren Alter auftritt
(EOAD, Early Onset Alzheimer Disease). Es handelt kierbei im Besonderen um mutierte
Formen der Gene, die fur das Amyloid-Vorlaufer-BmotAPP (Chromosom 21), Prasenilin 1
(PS1) (Chromosom 14) und Prasenilin 2 (PS2) (Cheammol) kodieren.

Bislang sind sowohl 23 Mutationen im APP-Gen, alshamehr als 100 Mutationen im PS1-
beziehungsweise 6 Mutationen im PS2-Gen bekanatzuin Auftreten der AD im Alter von
45-60 Jahren bzw. vor dem 50. Lebensjahr fuhreg#@Bwea, 2002; Tandon and Fraser, 2002).
Die genauen Mechanismen sind noch unklar, man vetnedoch, dass die Mutationen im
APP-Gen in einer Uberproduktion des AR-PeptidsItiesen, vor allem der Isoformen mit
einer Lange von 42 oder 43 Aminoséauren (Cai etl893; Haass et al., 1994; Suzuki et al.,
1994; Haass et al., 1995), welche als besondemotogisch gelten (Yankner et al., 1990;
Jarrett and Lansbury, 1993; Lorenzo and Yankne®Q4)L9Die Mutationen filhren zu
Veranderungen der APP-Prozessierung, da sie inNddxe der dazu nétigen Sekretase-
Schnittstellen lokalisiert sind. So befindet sich dondon-Mutation AP&17¢in der Nahe der
y-Sekretase-Schnittstelle und ist gekennzeichnethduten Basenaustausch Valin gegen
Phenylalanin, Isoleucin oder Glycin an Position {Chartier-Harlin et al., 1991; Goate et al.,
1991; Mullan et al., 1993), wéhrend die schwedisbbppelmutation APR7onme71L IN der
Nahe derp-Sekretase an den Positionen 670 und 671 den Bastaoach Lysin und
Methionin gegen Asparagin und Leucin (Mullan et, d992) verursacht. Im Falle der
London-Mutation kommt es sowohl zu einem erhohtenhéltnis AR42/AR40 (Suzuki et al.,
1994; Storey and Cappai, 1999), als auch zum fiisfachtfachen Anstieg der Gesamtmenge
an AR, wahrend bei der schwedischen Doppelmutatamallem die Bildung von AR40
zunimmt(Cai et al., 1993).
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Interessante Untersuchungsergebnisse zeigten sicRdbienten mit Down-Syndrom. Da in
ihrem Chromosomensatz das Chromosom 21 dreifachamden ist, kommt es zu einer
Ubermafiigen Expression von APP und Generation vBn(Pokuda et al.,, 1997). Die
bedeutende Rolle des 3-Amyloid bei der AD-Pathogenvard an Patienten deutlich, deren
Down-Syndrom-Erkrankung durch eine Chromosomeniaéina verursacht ist, was in sehr
seltenen Fallen vorkommen kann. Diese Patientehdiploid beziglich des Chromosoms 21
und weisen keinerlei fur die AD typische Anzeicheie zum Beispiel Amyloidplaques auf
(Prasher et al., 1998).

Mutationen der Gene, die die Proteine Prasenibavi. Prasenilin 2 kodieren, fihren zu einer
gesteigerten AR42-Produktion, was eine beschlerirAdt-Aggregation begunstigt (Borchelt
et al., 1996; Sisodia and St George-Hyslop, 2002n vermutet aul3erdem, dass Prasenilin 1
und 2 mit anderen Proteinen einen Komplex bildem,dde Aktivitat dery-Sekretase besitzt

oder zumindest unterstitzt (Tandon and Fraser,;d2D@5trooper, 2003).

1.4.5.2 Apolipoprotein E4

Das Risiko, die vorherrschende sporadische FornAtireimer Erkrankung — im Gegensatz
zur familidaren Form — zu entwickeln, wird mit denersflir das Apolipoprotein E (ApoE) auf
dem Chromosom 19 in Verbindung gebracht. Vor aldenschen homozygot bezuglich des
ApoEe4-Allels zeigen eine signifikant erhdhte Wahrschelkeit, ab dem Alter von 80
Jahren eine Alzheimer Erkrankung zu entwickeln (Saus et al., 1993a).

Das ApoE-Gen weist beim Menschen 3 Varianten aué€ meist verbreitete Variante ist
ApoEe3, welche durch das Vorhandensein von Cystein ano&d 12 determiniert ist. Die
zweite Variante, Apo&, weist an dieser Stelle eine Substitution duregirdn auf, wahrend
die dritte, ApoE2, Cystein sowohl am Codon 112 als auch am Coddéh elthalt. Man
verglich Alzheimer-Patienten mit gesunden Kontnalfgpen und fand heraus, dass die
Haufigkeit des ApoE4-Allels bei AD-Patienten erhoht ist, d.h., dag-Allel war bei
anndhernd 40 % der Alzheimer-Patienten vorhandenn@ers et al., 1993b), wahrend nur
ungefahr 2 % der Patienten d&sAllel aufwiesen (Corder et al., 1994). Zudem schauch
die Anzahl der ApoE4-Allele eine grofR3e Rolle zu spielen: so tritt B@oEs4-homozygoten
Patienten die Alzheimer-Erkrankung friher auf asheterozygoten Patienten (Corder et al.,
1993). Bei Menschen mit ApaB-Allel zeigt sich mdglicherweise ein spates Autre der

AD (Corder et al., 1994). Wie der Zusammenhang awda ApoE4 und dem frihen
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Auftreten der AD erklart werden kann, ist noch wankl Man vermutet, dass das

Apolipoprotein Produktion, Verteilung und Abbau d€3-Peptides beeinflusst.

1.4.5.3 Kopfverletzungen

Kopfverletzungen stellen ebenfalls einen bedeutengesikofaktor bei der Alzheimer
Erkrankung dar. Dabei spielt es keine Rolle, otsiel um ein einmaliges Geschehen mit
folgender Bewusstlosigkeit oder Krankenhausaufdénttder um wiederholte Traumata wie
zum Beispiel bei Boxern handé€Mortimer et al., 1985). Eine mogliche Erklarungtet die
Beobachtung, dass die Promoterregion des APP-Gensehkte enthalt, die durch Noxen wie
Traumata zur Gbermafigen Produktion von APP undm$éid aktiviert werden. Dies
wiederum fuhrt zur Entwicklung von 3-Amyloid-entteadden diffusen Plaques, welche man
tatsachlich in Neokortex von Boxern zusammen miardgbrillen im typischen AD-Muster
finden kann (Roberts et al., 1990; Roberts etl@b4).

1.4.5.4 Bildungsstand und soziales Niveau

Im Jahre 1998 berichtete Mortimer, dass moglichessvein niedriger Bildungsstand ein
Risikofaktor fur die Alzheimer Erkrankung darstellkonnte (Mortimer et al., 1998). Mit der
gro3en Shanghai-Studie wurde diese Vermutung Igstanehr als ein Viertel der
untersuchten Alzheimer-Patienten hatte keinerldiduBig erfahren (Hill et al., 1993).
Cummings et al. erklaren, dass das VorhandenseinBiddung und Intelligenz vermutlich
eine Art kognitive Reserve und Schwelle darstetflie das Auftreten der Alzheimer

Erkrankung erschwert (Cummings et al., 1998).

1.4.5.5 Geschlecht

Verschiedene epidemiologische Studien haben gezdags beziglich der Inzidenz und
Pravalenz der Alzheimer Erkrankung ein Geschleciésschied vorliegt. Frauen weisen
hierbei ein erhéhtes Risiko auf (Jorm and Joll&98 Andersen et al., 1999; Fratiglioni et
al., 2000). Eine eindeutige Erklarung fur den Gestitseffekt gibt es nicht, es existieren

jedoch  verschiedene Erklarungsansatze. Studien erlassvermuten, dass die
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Geschlechtsunterschiede bei kognitiven Funktionari die verschiedenen Hormone
zurtckzufihren sind, die lebenslang das zentralevéwsystem und die Kognition
beeinflussen, besonders die gonadalen Steroidh@mae Ostrogen. Es zeigte sich, dass
sogar exogenes Ostrogen die kognitiven Fahigkeitsitiv beeinflusst (Phillips and Sherwin,
1992) und dass Ostrogenmangel im Zusammenhangmait duzierten Gedachtnisleistung
steht (Newton et al., 1996). Erklaren lassen sigseal Erkenntnisse durch die vielfaltigen
Wirkungen des Hormons Ostrogen im Gehirn, zu densan antioxidative Aktivitat
(Mooradian, 1993), FoOrderung der neuronalen Pl&stizsowie Interaktion mit
neurotrophischen und Wachstums-Faktoren (Sohrahji,€1994) zahlt. Nach der Menopause
sinkt der Ostrogenspiegel ab und es wird vermdtets der Ostrogenmangel die Entwicklung
oder Manifestation einer neurodegenerativen Erkragkwie AD begunstigt. So besitzen
Ostrogene im Gehirn auch Alzheimer-relevante Famn, wie Schutz vor dem
zytotoxischen Effekt der R-Amyloid-Peptide (Sagasta al., 1996), Verminderung der
Akkumulation der 3-Amyloid-Peptide sowie Abschwacyuder inflammatorischen Prozesse
aufgrund neuritischer Plaques (Ershler, 1993). réssanterweise fand sich auch eine
Reduktion der zirkulierenden Spiegel an ApoE (Mogsit al., 1992) durch Ostrogene, denn
auch das Risiko, aufgrund des AgdEAllels an AD zu erkranken, scheint bei Frauen3gio
zu sein als bei Mannern (Poirier et al., 1993; éraet al., 1995). Ostrogen scheint sowohl
praventive als auch therapeutische AuswirkungendafAD zu besitzen (Robinson et al.,
1994). In einigen Studien konnte gezeigt werden,ssdaeine postmenopausale
Hormonersatztherapie (HET) das Risiko fur AD verart (Paganini-Hill and Henderson,
1994; Mortel and Meyer, 1995; Manly et al., 2000¢doch nicht alle Studien zu diesem
Thema kamen zum gleichen Ergebnis: Barrett-Conmnar iritz-Silverstein fanden keinen
Effekt der HET auf kognitive Funktionen (Barrett+@mr and Kritz-Silverstein, 1993)nd
auch Graves et al. konnten keinen ZusammenhanglzensHET und Alzheimer Erkrankung
feststellen (Graves et al., 1990). Wahrend einigedi®n von sinkender Inzidenz und
verzogertem Auftreten der AD unter HET berichtear(@ et al., 1996; Asthana et al., 2Q01)
konnten andere den Nutzen der HET nicht bestat{iyeninard et al., 2000; Wang et al.,
2000) oder berichteten sogar von einem wachsendsikoR unter einer Ostrogen-Ersatz-
Therapie eine Demenz zu entwickeln (Shumaker e2@03). Nach neuesten Untersuchungen
scheint der Beginn der HET ein kritischer Punktsein: demnach wird der gré3tmoégliche
Schutz gegen AD erreicht, wenn die HET unmittelbader frihen Postmenopause begonnen
wird, wobei die protektiven Effekte der Behandluiliger einen langen Zeitraum anhalten
(Jacobs et al., 1998; Marder and Sano, 2000). VeéeB¢udien konzentrieren sich auf die



EINLEITUNG 25

Rolle anderer Hormone der Hypothalamus-Hypophysena@en-Achse, denen man bislang
wenig Beachtung geschenkt hat, vor allem auf di@adotropine. Unter physiologischen
Bedingungen besteht zwischen zwischen dem gonad@&kmidhormon Ostrogen und dem
Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) des Hypothaknein negativer feedback-
Mechanismus, der in der Postmenopause durch daptabXbsinken der Ostrogenspiegel aus
dem Gleichgewicht gerat (Couzinet and Schaison3199adurch kommt es zu erhdhten
Serumkonzentrationen der Gonadotropine Luteinisgige Hormon (LH) und Follikel-
stimulierendes Hormon (FSH) (Chakravarti et al./@)9 Dieser Konzentrationsanstieg ist bei
Alzheimer-Patienten zweifach héher als der Anstiegler Kontrollgruppe (Bowen et al.,
2000; Short et al., 2001). Webber et al. vermutiass gerade der postmenopausale Anstieg
der Gonadotropin-Konzentrationen - und nicht dekende Ostrogenspiegel - fur das erhéhte
Risiko fur AD verantwortlich ist (Webber et al., ). Bowen et al. konnten die Rolle der
Gonadotropine bei AD zusatzlich untermauern: skalisierten erstmals LH im Zytoplasma
von hippocampalen CAl-Pyramidenzellen, wobei aueh &in um mehr als das Zweifache
erhohter Wert bei AD-Patienten im Vergleich zu Koflen gezeigt werden konnte.
Bemerkenswerterweise fand sich LH nur in den Neemorlie bei der AD-Pathologie eine
Rolle spielen, einschlielBlich Neuronen, die Nelmifen enthalten, aber nicht in
Amyloidplaques (Bowen et al., 2002). Ein weitereesGhlechtsunterschied lasst sich bei
Betrachtung der Gehirne von Alzheimer-Patientetstelien: in weiblichen Gehirnen zeigen
sich starkere neuropathologische Veranderungenesewe grof3ere Anzahl an Neurofibrillen
(Barnes et al., 2005) und Plaques (Kraszpulski.e2801). AbschlieRend lasst sich sagen,
dass die Alzheimer Erkrankung die einzige Dememzforist, die relevante
Geschlechtsunterschiede bei Epidemiologie, Riskiofen und kognitiven Defiziten zeigt
(Nedoschill et al., 1999).

1.4.5.6 Potentielle Schutzfaktoren

Von manchen Faktoren wird vermutet, dass sie diest&mung der Alzheimer Erkrankung
verhindern oder zumindest verzdgern kénnen. Eidigeser moglichen Schutzfaktoren sind
neben der bereits erwahnten Hormonersatztheraji@ )(Entiinflammatorische Medikamente
wie NSAIDs (nonsteroid antiinflammatory drugs) uhigtioxidantien.

Seit Jenkinson et al. Uber die interessante Bedlaghberichteten, dass Patienten mit
Rheumatoider Arthritis ein vermindertes Risiko &AlD aufweisen (Jenkinson et al., 1989),

widmeten sich mehrere epidemiologische Studien dé&msammenhang zwischen der
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Risikoreduktion flr AD unter der Einnahme von NSAIMcGeer et al., 1990; Andersen et
al.,, 1995; Fourrier et al., 1996). Einen mdglichieiologischen Erklarungsansatz bietet
McGeer: bei in vivo- und in vitro- Modellen zeiggch, dass Entzindungsprozesse zur
Entstehung der typischen Pathologie der AD beitrag@nnten. Neuritische Plaques, die
typischerweise bei der Alzheimer Erkrankung vorkaengnwurden mit entziindungstypischen
Erscheinungen wie den Akute-Phase-Proteinen, detivieaken Mikroglia und der
Komplementaktivierung in Verbindung gebracht. Sostheint es verstandlich, dass eine
pharmakologische Entziindungshemmung auch die Bxdtwig der Alzheimer Erkrankung
zu hemmen vermag (McGeer et al., 1996).

Eine weitere Moglichkeit, das Auftreten der AlzheimErkrankung hinauszuzogern, kénnte
die Einnahme von Antioxidantien wie Vitamin E, \fitan C und Coenzym Q sein. So zeigte
sich in einer Studie, dass hohe Dosen an Vitam{2B0IU/d) sowohl den geistigen Abbau
als auch die Einweisung von mafig dementen Patieimteein Pflegeheim verzégerten
(Zaman et al., 1992).
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1.4.6 Pathogenese der Alzheimer Erkrankung

1.4.6.1. Dig-Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Hardy und Allsop formulierten im Jahre 1991 ihre rvatung zur Pathogenese der
Alzheimer-Erkrankung als sogenannte ,Amyloid-KaskadHypothese” (Hardy and Allsop,
1991). Diese besagt, dass die extrazellulare Akkaton von [3-Amyloid-Peptiden, vor
allem von AR42 in sogenannten Amyloidplaques aufdreiner Fehlregulation der APP-
Prozessierung zu den typischen pathologischen deréangen der AD flhrt, die schlief3lich
Uber Neuronenverlust und SynapsenfunktionsverlusGehirnatrophie mit den klinischen

Zeichen der Demenz munden (siehe Abbildung 7).

Die Amyloid-Hypothese

extrazellulare AR Ablagerungen ——"Plagues

1 ¢

Nervenzell- und
Synapsenverlust

¢

Atrophie von

Hirnarealen
T extrazelluldres AR ¢
T. . . Demenz und andere
Altern, Trisomie 21,. APP-, PS1-, PS2- Kiinische Symptome
Mutationen

Abbildung 7: Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese (haciréy und Allsop (Hardy and Allsop, 1991))

Ein tatsachlicher kausaler Zusammenhang zwischenld\plaques und Neuronenverlust
konnte bislang noch nicht hergestellt werden. Veimzeigte sich in einem Mausmodell,
dass der deutliche hippocampale Neuronenverlustht nimit den extrazellularen

Amyloidablagerungen korreliert (Casas et al., 20@igs fuhrte zu einer Neuformulierung
der Hypothese, die nun auch intrazellular@s(Wertkin et al., 1993) berucksichtigt, welches
schon frith am Krankheitsprozess beteiligt sein k&ni$o gelang es Wirths et al., die

intrazellularen Syntheseorte des R-Amyloid zu Iskaden (Wirths et al., 2004) und
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Fernandez-Vizarra et al. konnten zeigen, dasszelitdare AR-Ablagerungen vermutlich als

erste neurodegenerative Veranderung in AD-Gehistatifinden (Fernandez-Vizarra et al.,

2004). Somit kann man es wagen, eine modifiziertayldid-Kaskaden-Hypothese zu

formulieren, die besagt, dass ansteigende Konzmmtesn an intraneuronalem AR42

einerseits zu den typischen neurodegenerativennderéngen wie Verlust an Synapsen und
Neuronen mit konsekutiver Gehirnatrophie und Dememzlererseits zu einer gesteigerten
Sekretion und extrazellularer Ablagerung von Al Biitlung der typischen Amyloidplaques

fuhren (siehe Abbildung 8).

Die modifizierte Amyloid-Hypothese

extrazellulare AR Ablagerungen 4 Plagues
Nervenzell- und
intrazelluldre AR — Synapsenveﬂust
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T Atrophie von
Hirnarealen
T extrazelluldres intrazellulares AR W i
T. . ) T Demenz und andere
Altern, Trisomie 21i APP-, PS1-, PS2- Klinische Symptome
Mutationen

Abbildung 8: Die modifizierte Amyloid—Kaskaden—Hypese (nach Wirths et al.(Wirths et al., 2004))
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1.4.6.2 Das Amyloid-Vorlaufer-Protein APP

Die bereits vielfach erwahnten Amyloid-Peptide, die Form von Amyloidplagues ein
typisches Merkmal der Alzheimer Erkrankung darstell entstehen durch mehrfache
proteolytische Spaltung aus dem Amyloid-VorlaufestBin (Amyloid Precurser Protein,
APP). Dieses Protein wird auf Chromosom 21 kodied besitzt in seiner langsten Form 770
Aminosauren. Durch alternatives Spleilien kénnendestens acht verschiedene Isoformen
entstehen, die nach der Anzahl ihrer Aminosaureraiet werden: APP 677, 695, 696, 714,
733, 751, 752 und APP 770 (Kang et al., 1987; Tanzal., 1987; Kitaguchi et al., 1988;
Ponte et al., 1988; Yoshikai et al., 1990). Das HhuayVorlaufer-Protein ist ein
Transmembranprotein Typ | mit einer Transmembrarian einer grol3en extrazellularen
Region und einem kurzen zytoplasmatischen Schwidang et al., 1987). Die AR3-Sequenz
(1-43) befindet sich sowohl im extrazellularen Beme(28 Aminoséuren) als auch in der

Transmembranregion (15 Aminosauren).

1.4.6.3 Die APP-Prozessierung

Die Prozessierung des Amyloid—Vorlaufer-Proteinstets verschiedener Sekretasen ist die
bedeutendste posttranslationale Verdnderung dResesins. Dabei unterscheidet man zwei
verschiedene Prozessierungswege: einen Uber dasnHhSekretase, wobei es im letzten
Schritt zur Freisetzung des AR-Peptids kommt (adgyesannte ,amyloidogenic pathway®)
und einen Uber das EnzymSekretase, wobei keine R—Amyloid-Peptide freiggsetrden
(der sogenannte ,non-amyloidogenic pathway*).

Der Hauptweg der APP-Prozessierung lauft Uber ali€ekretase, die das Amyloid—
Vorlaufer-Protein innerhalb der AR-Sequenz zwiscden Aminosduren 16 und 17 spaltet
(Esch et al., 1990). Als Spaltprodukte entsteheerseits I6sliches sARR andererseits das
membrangebundene COOH-terminale C83-bavCTF-Fragment. Anschliel3end wird dieses
C83-Fragment mittels des EnzympSekretase in die Produkte p3 und CT-57-59 bzw.AIC
(APP-intrazellulare Doméane) gespalten. Als Enzymi¢ mSekretase-Aktivitdt kommen
Metalloproteasen aus der ADAM-Disintegrin-FamileBetracht: zum einen ADAM 10, zum
anderen ADAM 17, auch bekannt als TACE (tumor ngisrdactor converting enzyme)
(Buxbaum and Greengard, 1996; Lammich et al., 1999)
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Der alternative Weg der APP-Prozessierung fuhrtBildung der AR-Peptide. Hierbei wird
das Amyloidvorlaufer-Protein mittels des EnzyfaSekretase am N-terminalen Ende der ARR-
Sequenz gespalten. Als Spaltprodukte entsteheni ddée I6sliche sAPP und das
membrangebundene COOH-terminale C99-bz-CTF-Fragment. Die wiederum
anschlieBend stattfindende Spaltung dieses Fragsenittelsy-Sekretase fuhrt letztendlich
zur Freisetzung von AR-Peptiden einerseits und €dr57-59 bzw. AICD andererseits.
Kurzlich wurden die Proteasen, die 8lsSekretasen fungieren, identifiziert. Sie gehéren z
kleinen Klasse der Aspartyl-Proteasen und werde@€BA und BACE 2 genannt (Vassar et
al., 1999). Man vermutet, dass die Praseniline &8I PS2 eine entscheidende Rolle beim
proteolytischen Schritt deFSekretase spielen. So fihrten PS1- und PS2-kntxkoueiner
Akkumulation von C83 und C99, aber auch zu einenakime an B-Peptiden andererseits
(De Strooper et al., 1998). Es erscheint zunehmatdscheinlich, dass die Praseniline eher
einen Kofaktor der-Sekretase als die Protease selbst darstellen, iknAet al. einey-
Sekretase-Aktivitat fanden, die unabhéngig von éhifisen ARR-Peptide erzeugt (Wilson et
al., 2002). Diey-Sekretase ist ein Proteinkomplex, der neben Pitasanch Nicastrin, Aph-1

und Pen-2 enthalt (Fernandez-Vizarra et al., 2004).
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Abbildung 9: Schema der APP-Prozessierung mit degyicadogenen Weg (rot) und dem alternativen nicht-
amyloidogenen Weg (blau)
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1.4.7 Mausmodelle der Alzheimer Demenz

Mit dem Ziel, die Pathogenese der Alzheimer Erktangk besser zu verstehen und gezielte
Therapien entwerfen zu koénnen, werden Mausmodefiaviekelt, die die typischen
Merkmale der Alzheimer Erkrankung moglichst genaederspiegeln sollen. In vielen Fallen
wird dabei auf Mutationen der Gene fur APP und B&Tickgegriffen. So zeigte sich, dass
Uberexprimiertes humanes APP (hAPP) kombiniert maittweder der schwedischen
Doppelmutation APRy7onme71L Oder der London-Mutation ARR 7 zu AB-Spiegeln fuhrt,
die fur eine stabile Amyloidablagerung ausreichdotationen der Préasenilin-Gene, die zu
gesteigerten AR42-Konzentrationen fihren, sind Beiusmodellen fiir eine gesicherte
Amyloidose zu friheren Zeitpunkten verantwortligh. Laufe der Zeit wurden Mausmodelle
entwickelt, die die Pathogenese der Alzheimer Edknag zunehmend genauer imitieren.

Die Entwicklung des PDAPP-Modells stellte 1995 airieedeutenden Wendepunkt in der
Entwicklung transgener Alzheimer-Mausmodelle dae Bause zeigten erstmals Alzheimer-
typische Merkmale einschliel3lich neuritischer PeEgjuumgeben von dystrophen Neuriten,
Astrogliose, Mikrogliose und Synapsenverlust. Zudeanen die pathologischen Merkmale in
diesem Modell in &hnlichen Hirnregionen zu findeie Wwei der AD, d.h. hauptsachlich im
Hippocampus und Neokortex (Games et al., 1995)kdsite jedoch nicht der typische
Neuronenverlust nachgewiesen werden (Irizarry.etl@B7b).

Das von Novartis entwickelte APP23-Mausmodell dagebgesitzt diese Eigenschaft. Mit
stereologischen Methoden wurde ein hippocampalarrdienverlust in der Region CAl
ermittelt (Calhoun et al., 1998). Die Ursache desifdnenverlustes bleibt jedoch unklar.
Wahrend im Modell APP23 der Neuronenverlust mitgB&ablagerungen korreliert und sich
bei weiblichen Mausen eine hdhere Anzahl an Pladuelen lasst (Sturchler-Pierrat and
Staufenbiel, 2000), zeigt das Mausmodell AFS1"14E einen Neuronenverlust an Stellen
der Amyloidablagerung aber auch dartuber hinausni@ehet al., 2004). Dies fuhrt zu der
Vermutung, dass zusatzliche Mechanismen am Neuvenlest beteiligt sein missen.

Ein weiteres Modell, welches diese Vermutung umiézs ist das Mausmodell
APP75F"PS1KI, das von Casas et. al. entwickelt wurde, e zunéchst ein PS1-knock-
in-Mausmodell (PS1KIl) mit den Mutationen M233T ub#a35P im endogenen Prasenilin-
Lokus erzeugten, welches daraufhin mit APPF8d4usen gekreuzt wurde (Casas et al.,
2004). Diese uberexprimieren humanes APRNd tragen neben der Londoner Mutation
(V7171) auch die schwedische Doppelmutation (K6M6I71L). Die knock-in-Mutationen
im Préasenilin-Gen wurden speziell gewahlt, da zingscihnen und dem sehr frilhen Auftreten
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des Krankheitshildes in der familiaren Form der h&laner-Erkrankung FAD ein
Zusammenhang gesehen wird. So macht man die Muta@35P fur das Auftreten der
Krankheit im Alter von ca. 29 Jahren, die Mutati®233T im Alter von ca. 35 Jahren
verantwortlich. Im so erhaltenen Mausmodell APPBS1KI zeigt sich einzigartig friih
bereits im Alter von zehn Monaten ein massiver Meanverlust in der hippocampalen
Region CA1/2, der mit intraneuronalenf Aind Thioflavin-S-positivem Material, aber nicht
mit extrazellularen R-Ablagerungen korreliert. Dieses Modell spiegeltdenn die
Neuropathologie der Alzheimer Erkrankung sehr gem@ader: mit zunehmendem Alter zeigt
sich eine steigende Anzahl an unterschiedlich gr&iirA342-Isovarianten und Dimeren, der
Neuronenverlust wird gefolgt von starker reaktigstrogliose. Interessanterweise berichteten
Casas et al. auch Uber einen GeschlechtseffekNdasonenverlustes: bereits im Alter von
sechs Monaten ist makroskopisch ein Neuronenverhest allen weiblichen Mausen
erkennbar, jedoch bei keiner der gleichaltrigen miéhen Mause. Diese Beobachtung wirft
die Frage auf, ob weibliche M&ause friher als m&heliMause von den neuropathologischen
Veranderungen bei AD betroffen sind, was besonidetdinblick auf Inzidenz und Préavalenz
dieser Erkrankung mit einem erhéhten Erkrankunigerifir Frauen interessant ist. Bislang
wurde dieser potentielle geschlechtsabhangige Meureerlust im Alter von sechs Monaten
bei APP753"PS1KI-M&usen noch nicht genauer untersucht. Zieseti Arbeit ist es, mittels
stereologischer Methoden den Neuronenverlust irhggyocampalen CAl-Region bei sechs
Monate alten Mausen des APP7H3S1KI-Modells zu quantifizieren und im Hinblick auf

einen Geschlechtsunterschied zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1. Mause

Folgende Mause wurden untersucht: sechs Monate ddigpeltransgene Mause des
Alzheimer-Modells APP751PS1KI, davon sechs Mannchen und vier Weibchen. Als
Kontrollgruppe dienten sechs Monate alte PS1KI-Mawtavon drei Mannchen und drei
Weibchen. Somit wurden insgesamtMB&use zu stereologischen Untersuchungen verwendet.
Der transgene Status der Tiere wurde mittels PORMiBisschwanz-DNA ermittelt. Alle

Tiere wurden gemal3 deutscher Richtlinien fir Tieusz behandelt.

2.2. Perfusion

Die Mause wurden mittels eines Narkotikums betarbt. Perfusion des Gehirns wurde mit
einer Kandle in die linke Herzkammer gestochen smdzunéchst ca. 5 bis 10 ml eiskaltes
0,01M PBS in den gro3en Kérperkreislauf eingebradbt rechte Vorhof des Herzens wurde
aufgeschnitten, um den Kreislauf zu entlasten. Alms@end wurde Uber die gleiche Kanle
ca. 5 bis 10 ml eiskaltes 4% Paraformaldehyd eaiiglbis die Maus fixiert war. Der Kopf
wurde mit einem Schnitt entlang der atlanto-axiakembindung abgetrennt und der Schadel
in anteriorer Richtung geoéffnet, nachdem Haut undskéln entfernt worden waren. Die
Schadeldecke wurde vorsichtig gedffnet und das r@edrithnommen. Entlang der Mittellinie
wurden die beiden Hemispharen voneinander getrddigt.linken Gehirnhalften wurden
anschlieRend zwei Stunden lang bei 4°C in Parafilolehgd inkubiert und danach in 30%ige
Saccharoselosung uberfuhrt, in der sie Uber Naeht4BbC zum Gefrierschutz inkubiert
wurden. Am nachsten Tag, nach Absinken der Hemrgphién der Zuckerlésung, wurden
diese auf Trockeneis eingefroren und bis zur wemt&ferwendung bei -80°C gelagert.

Die rechten Hemisphéaren wurden direkt nach der &mtre auf Trockeneis eingefroren und

bei —80°C gelagert.
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2.3. Arbeit am Kryostat

Microtom-Kryostat MICROM HM550
Einstellungen:
Schnittwinkel: 12°
Schnittdicke: 3Qm

Temperatur: -20°C (variabel, aber nicht zu kalt)

Abbildung 10: Kryostat

Gewebekleber: Tissue-Té®.C.T™ Compound, SAKURA Finetek Europe B.V.
Gefal3e: Straight-Side Wide-Mouth Jar PC, Size 15lalge Nunc International

Jede Hemisphare wurde am jeweiligen Abend vor deptagten Arbeitstag am Kryostat aus
—80°C in —20°C uberfihrt.

Am nachsten Tag wurde das Cerebellum etwa zur éda@figeschnitten und mit der so
entstandenen Flache auf dem Schneideblock mitiesud@Tek fixiert. Der Kleber wurde
pyramidenférmig in mehreren Lagen um das Gehirrurheaufgetragen, wobei nach jeder
Lage gewartet wurde, bis der Kleber trocken war.

Die linken Hemisphéaren der Gehirne wurden koronamvBulbus aus in 10er-Serien
geschnitten, wobei eine Schnittdicke von 8O gewahlt wurde. Alle GefalRe wurden bis zur

Farbung bei —80°C gelagert.

2.4. Nissl-Farbung

Alle gesammelten Schnitte aus einem beliebigen &Sefdrden mittels free-floating-Methode
(eiskaltes PBS) auf elektrostatisch geladene Otiglar (,Superfrost Plus*) gezogen und

Uber Nacht bei Raumtemperatur trocknen gelassamé@siens zwei Stunden).

Objekttrager: SuperfrodtPlus, 25 x 75x 1,0 mm, Menzel GmbH & Co KG, Brazmseig
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Fur die Nissl-Farbung, die Zytoplasma und Nuclea@un$irbt, bendétigt man unter anderem
Natriumacetat (Nr.A121), Cresylviolett (Nr.A103);itdbn X-100 (Nr.A197).

Farbeanleitung

1) Puffer:

1A (Stocklésung): 1M Natriumacetat (136,089 Atzetat-Trihydrat in 1 Liter Milli-Q)

1B (Arbeitslosung): 40 ml 1M Natriumacetat (1AP;6 ml Essigsaure konz., auffillen
auf 1 Lirait Milli-Q

2) Farbelosung ( am Vortag herstellen):

0,1 g Cresylviolett in 1 Liter der L6ésung 1B l6sen
30 min rahren,

Uber Nacht stehen lassen,

kurz vor Gebrauch filtern

3) Entfettungslésung:

3A (Stocklosung):  2%ige Triton X-100 (980 mlIMQ + 20 ml Triton X-100),
ungefahr 1h ermnlange haltbar)

3B (Arbeitslésung): 2,5 ml 3A + 50 ml Milli-Q #50 ml 100% Ethanol

Farbeprotokoll:

1. 2x 10 minin 1B (2 verschiedene Kivetten)
2. 20 minin 3B

2 x 10 min in 1B (2 verschieden Klvetten)
2 x 8 min in 2 (2 verschiedene Kivetten)

3 x 1 minin 1B (3 verschiedene Klvetten)
3 min in 100% Ethanol

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

2 X 5 min in Xylol

© © N o 0 &~ w

mit Corbit-Balsam einschlieRen und Uiber Naahtknen lassen
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2.5. Stereologische Untersuchung

Abbildung 11: Stereologie-Mikroskop

Die sogenannte ,Design Based Stereology” ist eta@istische Methode, die es ermdglicht,
morphologische Eigenschaften wie z.B. Volumen, Zadllen oder Dichte von
dreidimensionalen Strukturen auf der Grundlage zweidimensionalen Bildern oder diinnen
Schnitten zu beurteilen. Der Grund fir die Verl@bdleit der Ergebnisse dieser
Untersuchungen liegt darin, dass sie erwartunggitebiased”) sind.

Zur stereologischen Untersuchung wurde das PrograsBtereo Investigator 2000“
(MicroBrightField, Inc.) verwendet, wobei zur Besthung der Zellzahlen in der
hippocampalen CA1-Region das Programm ,Optical tivaator” genutzt wurde.

Grundlage jeder stereologischen Untersuchung ist stagenannte ,Systematic Random
Sampling“, eine unbefangene und effiziente Prozetiur Stichprobenerhebung. Dabei legt
man einen zufalligen Auswahlprozess fest, um ansrerollstandigen Schnittsequenz eine
geringe Anzahl gleichméfRig verteilter Schnitte amgihlen. ,Systematisch* ist hierbei die
Verteilung der Stichproben, wie zum Beispiel diestBnz zwischen den einzelnen
Stichproben. In vorliegenden Fall betragt die Digtawischen den einzelnen Stichproben
300um, da jeder zehnte Schnitt mit einer jeweiligen riittiicke von 3@m ausgewahlt
wurde. ,Zufallig“ dagegen ist die Entscheidung, m#lchem Schnitt die Auswahl begonnen
wird.

Zur Zellzahlbestimmung werden dreidimensionale éirhen, die sogenannten ,Counting
Frames" verwendet, die aus X-, Y- und Z-Achse dodge: sind. Unter Einhaltung bestimmter
Vorschriften (,Counting Rules®) innerhalb dieser hiahmen wird eine fehlerfreie

Bestimmung der Zellzahlen garantiert.
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Die Zahlregeln lauten folgendermal3en:

1) Nur Objekte, die sich innerhalb des dreidimensien Z&hlrahmens scharf stellen,
wahrend man von oben nach unten durch den Scluktisiert, werden gezahlt.
Stellen sich Zellen oberhalb des Zahlrahmens odedegssen oberer Grenze scharf,
darf man sie nicht mitzahlen. Eine Zelle, die sivherhalb des Z&hlrahmens scharf
darstellt und sich Uber dessen untere Grenze haratreckt, darf mitgezahlt werden.

2) Innerhalb des dreidimensionalen Zahlrahmens everdrei aneinandergrenzende
Seiten als Ausschluss-Begrenzungen angeseherchéibieise sind dies die Flachen
XY, YZ und XZ -, wahrend die drei tUbrigen Seiteniriee Grenzschicht darstellen.
Dies bedeutet, dass Objekte, die nur teilweiserhmile des Zahlrahmens liegen,
genau dann mitgezahlt werden dirfen, wenn sie kiineverbotenen Seiten kreuzen,

sondern eine oder mehrere der Ubrigen (siehe Ab. 1

Die stereologischen Untersuchungen wurden wie kilirdeschrieben durchgefiihrt (Van de
Berg et al., 2002). Auf allen Schnitten, die denppticampus zeigen, wurden die
Pyramidenzellschicht der CAl-Region als auch devagee Hippocampus markiert (siehe
Abb. 12, Abb. 13)
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Abbildung 13:Markierung des Hippocampus, zur besseren Ubersiehin der 1,25x VergroRerung dargestellt

Zur Markierung der Pyramidenzellschicht in der CRégion wurde das Objektiv mit der 10x
VergroRerung, zum Auszahlen der Neuronen das QOwbjekit der 100x Vergrol3erung
gewabhilt.
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Als weitere Parameter wurden gewahlt (siehe Abb.14)
»= Counting frame: 30,00 x 30,Q0n
= XY Placement of Counting Frames: X = 10006, Y = 150,00um
» Desired sampling sites: 1
= Distance from section top to 3D counting frame03)th
= 3D Counting frame height: 4,Q0n
= Section thickness: 30,30n
= Focus method: manual focus
= Refocus to top of section at each grid site
= Measure section thickness at each grid site
» Grid Rotation: 0,00 Degrees

o Stereo Investigator ;Iilﬁ[
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Abbildung 14: Einstellungen des Optical Fractiom&oogramms
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Zur Erfassung der Neuronenzahlen legt das ProgramrRaster Uber den markierten Bereich
des Hirnschnittes und ermittelt somit automatisehAhzahl und Lage der dreidimensionalen

Zahlrahmen, der sogenannten ,,Counting Frames*¢sidib.15).
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Abbildung 15: Vorschau auf die Anzahl und Vertegutter ,,Counting Frames* (hier sieben Stiick)
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Wahrend des Zahlvorgangs wechselt das Programmatiszh von einem Zahlrahmen zum
Nachsten. Hierbei gelten die bereits erwahntenrgghln (,Counting Rules®) : Neuronen, die
die griinen Linien des Counting Frames berihrenfedimitgezahlt werden, wohingegen

keine Neuronen gezahlt werden dtirfen, die die rbieien berthren (siehe Abb.16).
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Abbildung 16: Ein Zahlrahmen (,Counting Frame*) maten und griinen Begrenzungslinien.
Gemal der ,Counting Rules” wirde hier gelten:

- Die Zelle, auf die der rote Pfeil zeigt, darf nichtitgezahlt werden, denn sie kreuzt die rote

Begrenzung.
- Die Zelle, auf die der schwarze Pfeil zeigt, wirdgazahlt, denn sie liegt innerhalb des Zahlrahmens

- Die Zelle, auf die der gelbe Pfeil zeigt, wird efadls mitgezahlt, denn sie kreuzt die griine

Begrenzung.
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2.6 Berechnung der hippocampalen Neuronenzahl

Die Gesamtneuronenzahl der hippocampalen CAl-Regjimr Hemisphére ermittelt man in

drei Rechenschritten:

Zunéchst errechnet man anhand folgender Formelnf{fickand Hof, 2005) das
Produkt P:

P = asfx ssfx tsf

asf = ,sampling grid area (XY)"/ ,counting frameea (XY)*
= 15000um?/ 900 pm?
ssf =10 (jeder 10.Schnitt)
tsf = ,number weighted mean section thickness*igsdctor height (2)*

= jeweilige aktuelle Schnittdickem / 4um

Diese Daten kann man der Ergebnistabelle des Rnogsd'Optical Fractionator”

entnehmen, nachdem man Neurone eines Schnitteszinghat.

Die aus der obigen Formel errechnete Zahl P wirdder anhand des Programms
,Optical Fractionator” ermittelten Neuronenzahl otgl markers counted®)
multipliziert und man erhalt die Neuronenzahl detetsuchten SchnitteSsMnittx.

Nschnitex = P X total markers counted*

Die Gesamtneuronenzahl ¢\ der hippocampalen CAl1-Region einer

Hemisphére erhélt man nun, indem man die Neuromdgizaller Schnitte addiert.

Ngesamt= NSchnittl+ NSchnittZ"' NSchnitt3+---
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2.7 Berechnung des Volumens

Zur Berechnung des Volumens des gesamten Hippoaeiper Hemisphére verwendet man
die Formel “Cavalieri's Estimator of MorphometrioMme \¢” (Rosen and Harry, 1990):

Ve=d [z V) 1= ()Yrmax

d = Abstand zwischen den analysierten Schnitte@Gén
y; = Flache von Schnit{um?
t = jeweilige Schnittdickeym]

Ymax = groRte gemessene Flachenf]

Das Produkt(t)ymax wird zur Korrektur einer moglichen “Uberschéatzunvgh der

Basisformel d [Zn: (yi) ] subtrahiert.

i=1

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Datenanalyse erfolgte mit Hilfe gitistischen Programme ,SPSS 13.0 fir
Windows" und ,GraphPad Prism* (Version 4.02). Migteder explorativen Datenanalyse
ermittelte Ausreil3er wurden ausgeschlossen. Engabbei der anschlieRend durchgefihrten
univariaten Varianzanalyse (ANOVA) eine statistescBignifikanz, wurden anhand des
.Student’s t-Test" Unterschiede zwischen den emeelGruppen ermittelt. Es wurden p-

Werte < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

Im Zuge der Entwicklung adaquater Mausmodelle dehéimer Erkrankung entstand das
doppeltransgene Mausmodell APP7#IS1KI. Dafiir wurde zunachst ein PS1-knock-in-
Mausmodell (PS1KI) erzeugt und anschlieRend mit Z2HP-Mausen gekreuzt. Casas et al.
untersuchten dieses Modell auf Alzheimer-typischethplogische Verédnderungen und
berichteten von einem Neuronenverlust in der hippgzalen CAl-Region bereits im Alter
von 10 Monaten, was bislang als einzigartig frilgesmehen wird. Weiterhin berichteten
Casas et al. von einem interessanten Geschleatisefés Mausmodells APP73PS1KI:
bereits im Alter von sechs Monaten ist bei weilichMausen makroskopisch ein
Neuronenverlust feststellbar, wahrend dieser beiekader gleichaltrigen méannlichen Mause
zu finden ist (Casas et al., 2004). Aus dieser Bebtung ergibt sich die Frage, ob die
Alzheimer-typischen neuropathologischen Verandesanigei weiblichen Mausen bereits zu
frheren Zeitpunkten eintreten als bei méannlicheiudén. In der vorliegenden Arbeit wird
dieser potentielle geschlechtsabhangige Neuronkstdyei Mausen des Alzheimer-Modells
APP75F"PS1KI erstmals genauer quantifiziert, da diese Beliung auch in Bezug auf die
hohere Inzidenz und Pravalenz der Alzheimer-Erknagk bei Frauen im Vergleich zu

Mannern sehr interessant ist.
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3.1 Neuronenzahl

3.1.1 Modell APP751PS1KI

Mit Hilfe stereologischer Verfahren wurden die Nengnzahlen der hippocampalen CAl-
Region von sechs Mannchen und sechs Weibchen desn\aells APP75tPS1KI im
Alter von sechs Monaten ermittelt. Dabei ergabeh &lgende Werte:

APP/PS1KI Geschlecht
weiblich mannlich

Neuronenzahl 152871 262246
172050 270421
224579 270779
231242 292458
244375 295129
246604 355033

Mittelwert 211953 291011

Tabelle 3: Anzahl der Neuronen in der hippocamp@iat-Region des Modells APP73PS1KI

Bezuglich der Neuronenanzahl der hippocampalen R&dion ergab sich ein
Geschlechtseffekt mit signifikant geringeren Newmanzahlen bei den weiblichen Mausen
im Vergleich zu den mannlichen Mausen. Die staie Signifikanz der univariaten
Varianzanalyse (ANOVA) betrug hierbei p = 0,032. diaraufhin durchgefihrten ,Student’s
t-Test* ergab sich fur die hippocampale CAl-Neurameahl der weiblichen Mause ein
Mittelwert von 211.953 bei einer Standardabweichuog o =+39.664, fir die mannlichen
Mause ein Mittelwert von 291.011 bei einer Standawkichung vono =+33.996. Der
~Student’s t-Test" war signifikant mit p = 0,004.
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Abbildung 16: Anzahl der Neuronen bei Weibchen Mithnchen des Modells APP73®PS1KI

3.1.2 Modell PS1KI

Als Kontrollgruppe dienten Mause des Alzheimer-Maodells PS1KI. Dabei wurden die
Gehirne von drei Mannchen und drei Weibchen im rAlien sechs Monaten auf die gleiche

Weise stereologisch untersucht wie die Mause deseMoAPP753PS1KI. Es ergaben sich
folgende Werte:

PSI1KI Geschlecht
weiblich méannlich

Neuronenzahl 40733 231142
266980 244475
310304 391163

Mittelwert 336006 288927

Tabelle 4: Anzahl der Neuronen in der hippocamp@lad-Region des Modells PS1KI

Nachdem mittels der explorativen Datenanalyse kdinsreil3er gefunden wurden, wurde
eine univariate Varianzanalyse (ANOVA) durchgefilkir die hippocampale Neuronenzahl
der Weibchen des Modells PS1KI ergab sich ein Mte von 336.006 bei einer
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Standardabweichung vam=+84.849. Bei den Mannchen ergab sich ein Wert vah®2d
bei einer Standardabweichung v £88.790.
Im Gegensatz zu dem Modell APP7HRSI1KI zeigte sich bei der stereologischen

Untersuchung der Neuronenzahlen in der hippocamp@kl-Region des Modells PS1KI
somit kein Geschlechtsunterschied (p = 0,543).
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Abbildung 17: Anzahl der Neuronen bei Weibchen Mithnchen des Modells PS1KI

3.1.3 Vergleich der Modelle APP73PS1KI und PS1KI

Anschliel3end wurden beide Modelle geschlechtsspelifniteinander verglichen, um einen
maoglicherweise statistisch signifikanten Untersdider Neuronenzahlen zu detektieren.
Dieser Vergleich beider Modelle ergab bei den M&enckeinen statistisch signifikanten
Unterschied der Neuronenzahlen (p = 0,959).

Der Vergleich der Weibchen zeigte jedoch einenstisth signifikanten Unterschied mit
einer im Vergleich zum Modell PS1KI signifikant veinderten Neuronenanzahl im Modell
APP75F"PS1KI (p = 0,017).
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3.2 Volumen

3.2.1 Modell APP751PS1KI

Nachdem sich bei der Untersuchung des Modells APPPS1KI beziiglich der
hippocampalen Neuronenzahl ein signifikanter Gesdtisunterschied bereits im Alter von
sechs Monaten gezeigt hatte, stellte sich die Frabgesich der Neuronenverlust in einer
Volumenabnahme des Hippocampus mit ebenfalls giginfem Geschlechtsunterschied
widerspiegeln wirde. Die wahrend der stereologischimtersuchung ermittelten Daten
wurden zur Volumenberechnung verwendet. Sowoh\addsmen der hippocampalen CA1-
Region als auch des gesamten Hippocampus wurdecHmat und auf einen signifikanten
Geschlechtsunterschied untersucht.

Die Untersuchung der hippocampalen CA1l-Region des&zhedmer-Mausmodells
APP75F"PS1KI ergab folgende Werte:

APP/PS1KI Geschlecht
weiblich mannlich

VVolumen CAl 0,11 0,12
0,13 0,12
0,13 0,12
0,16 0,14
0,20 0,15
0,21 0,18

Mittelwert 0,16 0,14

Tabelle 5: Volumen-Werte der hippocampalen CAl1-Begies Modells APP754PS1KI [mn]

Fur das Volumen der hippocampalen CA1l-Region deribden des Modells
APP75F"PS1KI ergab sich ein Mittelwert von 0,16 rhivei einer Standardabweichung von
0 =+0,04 mni, bei den Mannchen ergab sich ein Mittelwert vod4dnn? bei einer
Standardabweichung vow =+0,02 mni. Es fand sich kein signifikanter Unterschied
(p = 0,4848).
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Die Untersuchung des gesamten Hippocampus des iAleh&lausmodells APP751PS1KI
ergab folgende Werte:

APP/PS1KI Geschlecht
weiblich méannlich
Hippocampus- 6,27 5,73
\VVolumen 6,59 6,15
7,61 6,99
7,72 7,05
8,60 8,08
11,52 8,09
Mittelwert 8,05 7,02

Tabelle 6 : Volumen-Werte des gesamten HippocardpasModells APP751PS1KI [mnd]

Fir das Volumen des gesamten Hippocampus der Waibdhs Modells APP7589PS1KI
ergab sich ein Mittelwert von 8,05 nirbei einer Standardabweichung vom +1,9 mni, bei
den Mannchen ergab sich ein Mittelwert von 7,02°n@i einer Standardabweichung von
o =+0,97 mni. Es fand sich hier ebenfalls kein signifikantettétachied (p = 0,3939).

Insgesamt konnte man bei Mausen des Alzheimer-NodgPP75"PS1KI im Alter von

sechs Monaten weder in der hippocampalen CAl-Regauh im gesamten Hippocampus
einen signifikanten Geschlechtsunterschied des ndehs feststellen. Somit lasst sich der
signifikant starkere Neuronenverlust der Weibchendéer hippocampalen CAl1-Region in
diesem frihen Alter noch nicht in einer signifikargtarkeren Volumenabnahme

wiedererkennen.

3.2.2 Modell PS1KI

Nachdem sich bei dem Alzheimer-Modell APP7#IS1KI weder in der hippocampalen
CA1-Region noch im gesamten Hippocampus ein signitier Geschlechtsunterschied des
Volumens gezeigt hatte, wurden nun auch die alstidbbgruppe dienenden Mause des
Alzheimer-Modells PS1KI hinsichtlich eines signdikken Geschlechtsunterschiedes des
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Volumens untersucht. Zur Volumenberechnung wurderedevum die wahrend der
stereologischen Untersuchung ermittelten Daten eedst. Sowohl das Volumen der
hippocampalen CAl1-Region als auch des gesamteroemoppus wurden berechnet.
Folgende Werte ergaben sich bei der Untersuchumghiggpocampalen CA1-Region des
Modells PS1KI:

PSI1KI Geschlecht
weiblich mannlich
VVolumen CA1l 0,30 0,32
0,50 0,33
0,53 0,66
Mittelwert 0,44 0,44

Tabelle 7: Volumen-Werte der hippocampalen CAl-Begies Modells PS1KI [mih

Fur das Volumen der hippocampalen CAl-Region deibéthen des Modells PS1KI ergab
sich ein Mittelwert von 0,44 mirbei einer Standardabweichung vor +0,12 mm, bei den
Mannchen ergab sich ein Mittelwert von 0,44 fbei einer Standardabweichung von

o =+0,19 mni. Es fand sich kein signifikanter Unterschied (p,868).

Bei der Untersuchung des gesamten Hippocampus deglld PS1KI ergaben sich folgende
Werte:

PSI1KI Geschlecht
weiblich méannlich
Hippocampus- 6,03 4,42
\VVolumen 6,32 5,73
6,97 8,58
Mittelwert 6,44 6,24

Tabelle 8: Volumen-Werte des gesamten Hippocampsadvtbdells PS1KI [mr)

Fur das Volumen des gesamten Hippocampus der Waibdes Modells PS1KI ergab sich
ein Mittelwert von 6,44 mr bei einer Standardabweichung vor-+0,48 mni , bei den
Mannchen ergab sich ein Mittelwert von 6,24 fnbei einer Standardabweichung von

o =+2,13 mni. Es fand sich kein signifikanter Unterschied (p,883).
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Somit fand sich auch bei den Mausen der KontratigeuPS1KI weder in der hippocampalen
CA1-Region noch im gesamten Hippocampus ein sigmtier Geschlechtsunterschied des

Volumens.

3.2.3 Vergleich der Modelle APP73PS1KI und PS1KI

Nachdem weder im Alzheimer-Mausmodell APP#®PB1KI noch im Modell PS1KI ein

Geschlechtsunterschied bezlglich der Volumina depdtampalen CAl-Region und des
Hippocampus festzustellen war, stellte sich dieg€raob sich ein Volumen-Unterschied
zwischen den beiden Modellen zeigen wirde. Dazuwarudie Mittelwerte der berechneten
Volumina sowohl der hippocampalen CAl-Region alshades gesamten Hippocampus
beider Modelle miteinander verglichen. Da kein #iganter Unterschied zwischen den
Geschlechtern beziglich der Volumina zu detektievan wurden die Werte der Weibchen

und Mannchen zusammengefasst:

Alzheimer-Mausmodell
APP75F'"PS1KI PS1KI

CAl 0,15 0,44
Hippocampugs 7,53 6,34

Tabelle 9: Volumen-Mittelwerte beider Mausmodelhevehl der CAl-Region als auch des gesamten

Hippocampus [mr}

Fur das Volumen der hippocampalen CAl-Region allietersuchten Tiere des Modells
APP75F"PS1KI ergab sich ein Mittelwert von 0,15 Mrbei einer Standardabweichung von
o =+0,03 mni, wahrend sich fiir das Volumen der CA1-Region alietersuchten Tiere des
Modells PS1KI ein Mittelwert von 0,43 nin bei einer Standardabweichung von
0 =+0,14 mni ergab. Der Vergleich der Volumenwerte der hippoualen CA1-Region
zeigte ein signifikant geringeres Volumen im MausielbAPP753-PS1KI mit p = 0,004.
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Abbildung 19: Volumen-Mittelwerte der CA1-Regioniteer Mausmodelle

Fur das Volumen des gesamten Hippocampus allerrautigten Tiere des Modells
APP75F"PS1KI ergab sich ein Mittelwert von 7,53 Mrbei einer Standardabweichung von
o =+1,53 mni, wahrend sich fiir das Volumen des gesamten Hipppuoa aller untersuchten
Tiere des Modells PS1KI ein Mittelwert von 6,34 farbei einer Standardabweichung von
o =+1,38 mni ergab. Im Bereich des gesamten Hippocampus zsiiiesomit zwischen den
beiden Alzheimer-Mausmodellen APP7H2S1KI und PS1KI kein signifikanter Unterschied

der Volumenwerte.

Hippocampus

Volumen Hippocampus
[mm?]
IS
[l

APP751°'PS1KI
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Abbildung 20: Volumen-Mittelwerte des gesamten Higgmpus beider Mausmodelle
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4. Diskussion

Die Neuronenzahlen der hippocampalen CAl-Regiordemurvon mir mittels der ,Design
Based Stereology* ermittelt. Dabei handelt es sitheine ,State of the Art“- Methode, deren
grof3er Vorteil in der Verlasslichkeit der Ergebeigsunbiased") liegt.

Die stereologische Untersuchung der hippocampalekl-Region von Mausen des
Alzheimer-Modells APP751PS1KI lieferte bereits im Alter von sechs Monatener
signifikanten Geschlechtsunterschied in der Neurpakl (p = 0,004). Es ergab sich eine
mittlere hippocampale CA1-Neuronenzahl von 291.b&ilden Mé&nnchen und von 211.953
bei den Weibchen. Betrachtet man Neuronenzahlererandtudien zum hippocampalen
Neuronenverlust, welche an Mausen im Alter von zWisi zehn Monaten durchgefuhrt
wurden, so lasst sich ein linearer Verlauf des Neenverlustes erkennen. Im Alter von zwei
bis sechs Monaten ergibt sich ein prozentualer dienverlust von 33,7%, im Alter von
sechs bis zehn Monaten ein Neuronenverlust von %6,8nstelle eines vermuteten
exponentiellen Verlaufmusters weist die Kurve eirerearen Zusammenhang zwischen

Neuronenanzahl und Alter der Mause auf (siehe 2Bh.

Dynamik des Neuronenverlustes
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Abbildung 22: Dynamik des Neuronenverlustes: lieeaferlauf (f = 0,9697)

Vergleicht man die von mir stereologisch ermitteltdeuronenzahlen der Mannchen und
Weibchen des Mausmodells APP75S1KI, erkennt man, dass weibliche Mause in der
hippocampalen CA1-Region bereits im Alter von sedlehaten ca. 27% weniger Neuronen

besitzen als ménnliche Mause desselben Alters. tSexistiert neben dem altersbedingten
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linear verlaufenden Neuronenverlust noch ein Gesti$effekt, der zu einer signifikant
reduzierten Neuronenzahl der weiblichen Tiere fuhrt

Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, wie sich diesgnifikante Geschlechtseffekt der
Neuronenanzahl begrinden lasst.

Hardy und Allsop formulierten im Jahre 1991 ihre rvatung zur Pathogenese der
Alzheimer-Erkrankung als sogenannte ,Amyloid-KaskadHypothese” (Hardy and Allsop,
1991). Diese besagt, dass die extrazellulare Akkaton von [3-Amyloid-Peptiden, vor
allem von A342, in sogenannten Amyloidplaques aufgrund eindirrEgulation der APP-
Prozessierung zu typischen neuropathologischennderéangen der AD fiihrt. Diese zeigen
sich als reaktive Astrozytose und Mikrogliose, Hiénformation und Tau-Phosphorylierung
und minden schlielBlich Gber Neuronenverlust und afgenfunktionsverlust in
Gehirnatrophie mit den klinischen Zeichen der Demen

Auf dieser Grundlage sollte man den Einfluss der ykidplagues auf den
geschlechtsspezifischen Neuronenverlust genaueachétn. Untersuchungen einiger AD-
Mausmodelle lieferten tatséchlich einen Geschleftakt beziglich der zerebralef-
Amyloid-Konzentration und der BxPlaqueablagerung. Uber diesen Geschlechtseffeidavu
bislang in den Alzheimer-Mausmodellen Tg2576 (Cella et al., 2001; Lee et al., 2002),
APP23 (Sturchler-Pierrat and Staufenbiel, 2000;eBa&y al., 2003) APP/PS1-doppeltransgen
(Wang et al., 2003) und APBTau’""-doppeltransgen (Lewis et al., 2001; Ribe et &105)
berichtet, welcher sich durch eine verstarkte exitalare 3-Amyloid-Akkumulation bei
Weibchen im Vergleich zu Mannchen aulert.

Das AD-Mausmodell Tg2576 wurde 1996 von Hsaio efHédiao et al., 1996) entwickelt und
ist bis heute das meist erforschte transgene ADskhadell. Mause dieses Modells
exprimieren Ubermafig die Isoform APP695 des humakmyloid-Vorlaufer-Proteins mit
der schwedischen Doppelmutation K670N/M671L undyeriim Alter von sechs bis zehn
Monaten zunehmende Konzentrationen an unléslich@h0Aund A342 (Kawarabayashi et
al., 2001) und im Alter von neun bis zwdlf Monatansteigende Mengen an Thioflavin-S-
positiven Amyloidplaques (Higgins and Jacobsen,320Bin Geschlechtseffekt lasst sich ab
dem Alter von zwdlf Monaten zunehmend deutlich kigeéeen. Callahan et al. quantifizierten
die Amyloidablagerungen in 15 und 19 Monate altearén und entdeckten signifikant
hohere Werte bei den Weibchen als bei den ManndnerAlter von 15 Monaten lag die
Menge der zerebralen Amyloidplaques bei den Weibhdogar um das Dreifache hoher als
bei den Méannchen. Mittels ELISA quantifizierten @abn et al. auch die Menge an

I6slichem und unléslichem 40 und A342. Hierbei entdeckten sie ebenfalls in 15 Monate



DISKUSSION 55

alten Tieren einen Geschlechtseffekt, der bei diisin und unléslichem [0, dem
vorherrschenden [BTyp in diesem Mausmodell, eine statistische Sikaifz erreichte
(Callahan et al., 2001). Die Autoren vermuten eifémfluss des Ostrogens, da sich die 15
Monate alten Weibchen in der Menopause befinden sicit eventuell beim Absinken des
Ostrogenspiegels signifikant hohere MengeBakmyloid im Gehirn ablagern im Vergleich
zu den mannlichen Tieren dieses Modells.

Mause des von Novartis Pharma (Basel) entwickeBaMausmodells APP23, das 1997
erstmals von Sturchler-Pierrat et al. beschrieberde; exprimieren humanes APP751 mit der
schwedischen Doppelmutation K670N/M671L unter dentfolle eines Thyl-Promoters. Sie
weisen ab einem Alter von ungeféhr sechs Monatea Amyloidplaque-Pathologie auf, die
sich mit zunehmendem Alter verstarkt (SturchlemRie and Staufenbiel, 2000).
Interessanterweise korreliert mit der Plaqueablaggbei 14-18 Monate alten Mausen dieses
Modells ein signifikanter Neuronenverlust in der LRegion des Hippocampus (Calhoun et
al., 1998). Ein Geschlechtseffekt wird auch besemr Modell deutlich, da Weibchen eine
ausgepragtere Amyloidplaque-Ablagerung aufweisen Ménnchen (Sturchler-Pierrat and
Staufenbiel, 2000). Man konnte spekulieren, dads dieser Geschlechtseffekt aufgrund der
Korrelation zwischen Plaqueablagerung und Neuroesust auch in einem starkeren
Neuronenverlust bei den weiblichen Tieren wiedeggit, was aber bislang nicht untersucht
wurde.

Ein weiteres AD-Mausmodell, welches einen Gesch$stfekt aufweist, ist das
doppeltransgene Modell APP/PS1. Mause dieses Modelben sowohl die schwedische
Doppelmutation K670N/M671L des humanen Amyloid-\Aorfer-Proteins als auch die
Prasenilin1-Mutation A246E. Sie weis@rAmyloid-Ablagerungen schon im Alter von neun
Monaten auf und zeigen einen altersabhdngigen démstowohl in der Anzahl der
Amyloidplaques als auch in den Gesamtkonzentratiore A340 und A342. Wang et al.
untersuchten dieses Modell im Bereich des Hippoceanguf einen Geschlechtsunterschied.
Sie entdeckten, dass weibliche M&ause im Alter vduirdd 17 Monaten eine hohere Anzahl an
Amyloidplaques und eine gréRere mit Plaques bedeEkiche aufweisen als Mannchen im
gleichen Alter. Mit zunehmendem Alter zeigt sich signifikanter Konzentrationsanstieg an
Gesamt-A40 und A342 bei den weiblichen APP/PS1-Mausen im Hippocampaei sind

zu jedem Zeitpunkt die Konzentrationen sowohl @4@als auch an @42 bei den Weibchen
signifikant hoher als bei den gleichaltrigen MarerthwWang et al. schlussfolgerten aus diesen

Daten, dass die extrazellulare Amyloid-Akkumulatioai weiblichen APP/PS1-Mausen zu
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friheren Zeitpunkten stattfindet und sie eine gréldenge ar3-Amyloid-Ablagerung im
Hippocampus aufweisen als gleichaltrige Mannchesseleen Modells (Wang et al., 2003).
Das vierte der bislang bekannten AD-Mausmodelle amtem Geschlechtseffekt ist das
doppeltransgene APPTau™"-Modell. Ribé et al. untersuchten Mause dieses AD-
Mausmodells im Alter von neun und 16 Monaten, um 8edeutung def-Amyloid-
Ablagerung sowohl fir die Tau-Pathologie als aunhden Neuronenverlust zu detektieren.
Wahrend die Mause im Alter von neun Monaten nue ejeringef-Amyloid-Ablagerung
aufweisen, zeigt sich in diesem Alter bereits eignifikanter Neuronenverlust im
entorhinalen Kortex. Interessanterweise findet siclAlter von 16 Monaten ein signifikanter
Geschlechtseffekt: Weibchen des APPau’"-Modells zeigen in allen untersuchten
Regionen mit Ausnahme der hippocampalen CAl-Regismgnifikant starkere
Amyloidablagerungen als Mannchen desselben Alfess(,01) (Ribe et al., 2005).

Wie bereits erwahnt, besagt die ,Amyloid-Kaskadepéthese® von Hardy und Allsop
(Hardy and Allsop, 1991), dass die extrazellulakkumulation von3-Amyloid-Peptiden in
Form von Amyloidplaques letztendlich zu Neuronefwsdr und anderen AD-typischen
pathologischen Veranderungen mit dem klinisched Bdr Demenz fuhrt.

Dennoch ist es bis zum heutigen Zeitpunkt nichtuiggén, einen direkten kausalen
Zusammenhang zwischen Amyloidplague-Ablagerung Nedronenuntergang herzustellen
(Urbanc et al., 2002). In verschiedenen transgé&i@iMausmodellen fanden Irizarry et &-
Amyloid-Ablagerungen, die denjenigen im AD-Patiententsprachen, jedoch keinen damit
korrelierenden Neuronenverlust (Irizarry et al.918; Irizarry et al., 1997b). In einem
anderen AD-Mausmodell zeigte sich sogar eine besadijte Neurodegeneration ohne

Amyloidablagerungen (Chui et al., 1999).

Schmitz et al. griffen diese Beobachtung Uber dahlehde Korrelation zwischen
Amyloidablagerung und Neuronenverlust auf und wuenten das doppeltransgene AD-
Mausmodell APB-PSM4®: um einen méglichen Zusammenhang zwischerBeemyloid-

Aggregation und deren Neurotoxizitat zu entdeckiglduse dieses Modells exprimieren
sowohl humanes Amyloid-Vorlaufer-Protein der IsafioAPP751 mit der schwedischen und
der London-Mutation als auch mutiertes humanes efitiis PS1. Die stereologische
Untersuchung dieses Modells zeigt einen signifieanhippocampalen Neuronenverlust an
Stellen der Amyloidablagerung und erstaunlicherevegaich dartber hinaus. So ist der

.Plaque-Load” durchschnittlich etwa 10% geringes der hippocampale Neuronenverlust



DISKUSSION 57

(Schmitz et al., 2004), was somit die lokale nemxisithe AB3-Aktivitat als einzigen
neuropathologischen Mechanismus der AD nicht higstat

Im bereits erwahnten doppeltransgenen Mausmodef*Xrau’"

gelang es Ribé et al.
ebenfalls zu keinem Zeitpunkt, eine Korrelation sohien derf3-Amyloid-Ablagerung und
dem Neuronenverlust zu beweisen. (Ribe et al., 2005

Somit kdnnen auch diese AD-Mausmodelle die ,Amyimskaden-Hypothese” von Hardy
und Allsop nicht beweisen.

Bei der Untersuchung der Gehirne von Alzheimerdpddin ergab sich ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen extrazellularer Amyloidallagg und Neuronenverlust (Gomez-
Isla et al.,, 1997). McLean et al. erkannten zude@ass die Schwere der Alzheimer-
Erkrankung mit der mittleren Menge des |0slichey Korreliert, aber nicht mit der Menge
des unloslichen B als MalR des gesamtenfAsehalts (McLean et al., 1999). Neuere
Untersuchungen hierzu zeigen, dass die neuronafiegifad des I6slichen B weniger von der
Menge als von der molekularen Zusammensetzung@stivird (Piccini et al., 2005).

Es verstarkt sich vielmehr die Vermutung, dass uber extrazellularef-Amyloid-

Ablagerung hinaus zuséatzliche Mechanismen am Nem@rlust beteiligt sein miussen.

Bereits im Jahre 1985 berichteten Masters et aks dvdhrend der Alzheimer-Pathogenese
Amyloid zunachst innerhalb der Neuronen und erstespim Extrazellularraum abgelagert
wird (Masters et al., 1985). Seitdem konzentriesch verschiedene Untersuchungen
verstarkt auf die potentielle Rolle des intrazélieh B-Amyloid bei der Alzheimer-
Pathogenese.

Beobachtungen an Gehirnen von AD-Patienten zedg@ss intraneuronalesBA2 bevorzugt

in den Pyramidenzellen des Hippocampus und desrrenéden Kortex akkumuliert. Da
gerade diese Gehirnregionen friilh von den pathabgis Veranderungen der Alzheimer-
Erkrankung betroffen sind und die Immunreaktivi@dgr intraneuronalen [B42-Peptide
interessanterweise mit Zunahme der Plaquebildund) kognitiver Dysfunktion abnahm,
vermutet man, dass die intraneuronal@2-Akkumulation ein friihzeitiges Ereignis in der
AD-Pathogenese darstellt (Gouras et al., 2000).

Auch an Mausmodellen der AD wurde diese Beobachturigrsucht: So weisen Mause des
doppeltransgenen MausmodelBP/PS1 bereits intraneuronal@-Akkumulation auf, bevor
sich Plaques erkennen lassen. Wirths et al. fanden diesen Mausen sowohl in
hippocampalen als auch in kortikalen Pyramidenmeléne erhohte intraneuronale-A

Immunreaktivitdt (Wirths et al., 2001ywahrend in einem weiteren APP/PS1-Mausmodell
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diese Beobachtung sogar noch starker ausgepraéBlesichard et al., 2003). Bei jungen
Mausen des letzteren Modells zeigt sich in Pyranddden eine ausgepragte A
Akkumulation, die mit zunehmendem Alter und zunehdex extrazellularer Plaque-
Akkumulation abnimmt (Wirths et al., 2002), was der bereits &mntén Beobachtung an
menschlichen Alzheimer-Gehirnen entspricht.

Mdogliche Auswirkungen der intrazellularer3Akkumulation beschrieben Takahashi et al..
So zeigten sie, dass die intraneuronaf@2Akkumulation hauptséachlich im Bereich der
Synapsen, genauer gesagt in multivesikularen Kirgenultivesicular bodies, MVBSs)
innerhalb pré- und postsynaptischer Kompartimeri@gt. Somit konnte die intraneuronale
Akkumulation unmittelbar im Zusammenhang mit eimeranderten Synapsen-Morphologie
stehen, welche der extrazellularen Plaque-Ablagereitlich vorausgeht (Takahashi et al.,
2002). Unterstutzt wird diese Beobachtung durch ARP/Tau/PS1-Tripel-transgenes-
Mausmodell (3xTg-AD), bei dem vor der extrazellelrPlaque-Ablagerung intraneuronale
AB-Akkumulation sowie Synapsen-Dysfunktion beobachterden konnen (Oddo et al.,
2003). Sheng et al. berichten weiterhin von einamafhmenhang zwischen intraneuronaler
B-Amyloid-Akkumulation und Neuroinflammation (Sheagal., 2003).

Die Frage, ob die intrazellularefAAkkumulation nun auch im Zusammenhang mit dem fur
die AD typischen Neuronenverlust stehen kdnntesuaren unter anderem Chui et al. zu
beantworten. Die Vermutung, dass der Prozess desroNenverlustes wéahrend der
Alzheimer-Erkrankung durch apoptotischen Zelluréeg induziert sein kénnte, konnten sie
untermauern, als sie Uber eine Korrelation zwiscimazellularen A-Ablagerungen und
Zellzerstérung sowie apoptotischem Zelluntergangcheeten (Chui et al., 2001). LaFerla et
al. hatten schon 1997 an zahlreichen Zellen, diensichtlich durch Apoptose zugrunde
gegangen waren, eingdAhnliche Immunreaktion beobachtet (LaFerla etl&97).
Verschiedene Zellkultur-Versuche konnten die pagdiet Apoptose-induzierende Rolle von
intraneuronalem B weiter unterstiitzen. So ist eine erhohte intraiaé A342-
Konzentration in Kkortikalen Ratten-Neuronen verlemd mit einer verminderten
Uberlebenszeit der Neurone und dem Auftreten vasptpischen Zellkernen. Nach Gabe
eines funktionelleny-Sekretase-Hemmers ist die Produktion des intnalZedn A342
vermindert, was sich gleichzeitig in einer sigmgitken Steigerung der Neuronen-
Uberlebenszeit auRert (Kienlen-Campard et al., 2002

Wie LaFerla bereits im Jahre 1995 vermutete, sthvanallem die intrazellular vorhandene
Menge an 842 bzw. das Verhaltnis vonp42 zu Gesamt-f ein wichtiger Punkt bezlglich

Neurotoxizitat zu sein (LaFerla et al., 1995). Sonmten Zhang et al zeigen, dass
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Mikroinjektionen von A42 in menschliche Neurone einen Zelluntergang znigd- hat,
wahrend die Injektion von B40 keinen toxischen Effekt zeigt (Zhang et al.,200

Die Erkenntnisse uber die potentiell toxischen Wingen von intrazellularem (A flhren
dazu, dass die urspriingliche Amyloid-Kaskaden-Hyps¢ von Hardy und Allsop nochmals
Uberdacht werden sollte.

Da auch Schmitz et al. am AD-Mausmodell RFFES1"1“®* erkannten, dass der hippocampale
Neuronenverlust nicht mit den extrazellularefi-Rlaque-Ablagerungen korreliert, liegt die
Vermutung nahe, dass intrazellulargs iA einem Zusammenhang mit der Neurodegeneration
stehen konnte (Schmitz et al., 2004).

So formulierten Wirths et al. eine modifizierte Aloig-Kaskaden-Hypothese, die die Rolle
des intrazellularen B bei der Alzheimer-Pathogenese bertcksichtigt. NatibBser
modifizierten Hypothese beginnt der neuropatholdgsProzess der Alzheimer-Erkrankung
mit erhodhten intraneuronalen BASpiegeln. Diese sind einerseits durch eine erhdhte
intrazellulare AB-Synthese, andererseits durch eine3-Wiederaufnahme aus dem
Extrazellularraum bedingt, was auch bereits Echievemd Cuello vermuteten (Echeverria
and Cuello, 2002). Aus der intrazellularer3-Akkumulation resultieren einerseits die
neurodegenerativen Veranderungen wie Synapsendygfunund Neuronenverlust bis hin
zur Atrophie verschiedener Gehirnregionen mit klohien Zeichen der Demenz, andererseits
die extrazellulare Amyloid-Plaque-Ablagerung Uberinee AB-Sekretion in  den
Extrazellularraum (Wirths et al., 2004).

Somit besteht gemald dieser Hypothese kein direkdiegsammenhang zwischen der
extrazellularen Ablagerung von Aymloidplagues uethdypischen Neuronenverlust.

Viele weitere Untersuchungen scheinen diese Hypethmu bestatigen. So spricht auch
Cuello bei der Alzheimer-Pathogenese von einem ikomfrlichen Prozess von der
intrazellularen A-Ablagerung bis hin zur extrazellularen BAggregation, welcher
schlie3lich in der Bildung der Amyloidplaques ungstiophischer Neurone kumuliert
(Cuello, 2005). Marchesi spricht von der Moglichikedlass ein Teil des intrazellular
gebildeten A& die Zellmembran niemals Uberwindet, sondern die nkian
membrangebundener Proteine beeinflusst. Dabei Bpdker sogar tber eine mdgliche
Beeinflussung degSekretase-Komplexes durch intraneuronal@gMarchesi, 2005).

Somit bestatigen neueste Erkenntnisse die Vermutlags es vielmehr die Akkumulation an
intraneuronalem B ist, die bei den typischen neuropathologischenan@erungen der

Alzheimer-Erkrankung wie Neuronenverlust eine unidhe Rolle zu spielen scheint.
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Da ich bei der Untersuchung des AD-Mausmodells AAPPS1KI einen signifikanten
Geschlechtseffekt beziglich des Neuronenverlugststellen konnte, bleibt nun die Frage,
ob man bereits bei der Akkumulation von intraneafem [(3-Amyloid von
geschlechtsspezifischen Unterschieden ausgehen kann

In einer bislang unveroffentlichten Arbeit unsedbeitsgruppe detektierten wir in dem
transgenen Mausmodell Thy-APP75%kinen Geschlechtseffekt bei der APP-Prozessierung,
der sich zeitlich vor einer offensichtlichen Plagpl@agerung, d. h. bereits im Alter von 14
Wochen zeigte. Untersucht wurden Mause beiden Gaddls im Alter von vier, acht und 14
Wochen. Obwohl sich eine konstante geschlechts@majipe APP-Expression zeigt, liegt bei
den Weibchen B40 zu jedem Zeitpunkt in einer hoheren Konzentratwor als bei den
Mannchen. Ein geschlechtsspezifischer Konzentrsitioterschied findet sich auch beziglich
des BACE-Produktes C99 im Alter von 14 Wochen.

Neben den Amyloidplaques und dem intrazellulargh kdnnen letztendlich noch weitere
Faktoren zu einem Geschlechtseffekt beitragen: &sitdt das Steroidhormon Ostrogen
vielfaltige protektive zerebrale Wirkungen, diersloei den weiblichen Mausen mit Eintritt in
die Menopause und dem daraus resultierenden matdstrogenmangel abschwachen und
somit eventuell indirekt zum Neuronenverlust bgéma konnen. Da die von unserer Gruppe
untersuchten weiblichen Mause des AD-Mausmodelis AMP75F" bereits im Alter von 14
Wochen erhéhte Konzentrationen sowohPBaAmyloid als auch an C99 im Vergleich zu den
Mannchen zeigen, scheidet der mogliche Einfluss oativen Ostrogenmangels als
Begriindung aus, da sich Mause #tigemeinen erst ab einem Alter von ungefahr 12
Monaten in der Menopause und somit einem relatiystnogenmangel-Zustand befinden

Eine weitere mogliche Erklarung fur erhdhte Konratindnen an 8 bzw. C99 ware ein
Ungleichgewicht zwischen ihrer Bildung und ihrem b&n (Hardy and Selkoe, 2002;
Kowalska, 2004). Laut Saido ist der Effekt eines 80r50% reduzierten [BxKatabolismus
gleichzusetzen mit einer PAUberproduktion wie man sie bei der familiaren Foder AD
aufgrund verschiedener Mutationen findet (Said®8)9Daher sollte man sowohl die an der
Synthese beteiligten Enzyme als auch die vielzéhligm Abbau beteiligten Proteasen wie
IDE (insulin-degrading-enzyme/Insulysin) oder NENeprilysin) auf einen Geschlechtseffekt
untersuchen. Dem geschlechtsspezifischen Untesemey3 und C99 kdnnte somit sowohl
eine verstarkte Synthese bzw. ein verminderter Abbai den Weibchen, als auch eine

verminderte Synthese bzw. ein verstarkter AbbawberiMannchen zugrunde liegen.
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Das Expressionsmuster der an d@-Produktion beteiligtefs-Sekretase (BACE1) zeigt mit
zunehmendem Alter als auch zwischen den Geschtecliter Tiere des Modells Thy-
APP75f" keinen Unterschied (Fukumoto et al., 2004). Wathrizloch bei zunehmendem
Alter die weiblichen Mause eine gleichbleibende BAELktivitat aufweisen, zeigt sich bei
den Mannchen eine Tendenz zur Aktivitats-Abnahma.d@r limitierende Faktor derA
Produktion in derp-Sekretase-Aktivitdt und nicht in dey-Sekretase-Aktivitat besteht
(Bodendorf et al., 2002), kbnnte die reduzierte EAGKtivitdt moglicherweise in geringeren
AB-Konzentrationen bei den Mannchen resultieren.

Die fur den A3-Abbau zustandigen Proteasen sind vielfaltig. lrgigset al. konnten zeigen,
dass unter anderem eine Uberexpression von IDEIlifirdegrading enzyme) oder auch von
NEP (Neprilysin) in APP-transgenen Mausen zu sikaift reduzierten zerebralenpA
Konzentrationen fuhrt und somit die Plaquebildungrzégert oder sogar vollstandig
verhindert (Leissring et al., 2003). Von dem EnzildE ist sogar ein Geschlechtseffekt
bekannt (Bian et al., 2004).

Alle bisherigen Erklarungsansatze haben sich auf d@nfluss spezieller, teilweise
hypothetischer Faktoren der Alzheimer-Pathogenesé d@en geschlechtsspezifischen
Neuronenverlust beschrankt. Jedoch méchte ich déenpellen Einfluss der Hormone im
AD-Patienten nicht unerwahnt lassen.

Nach der Menopause sinkt der Ostrogenspiegel laeieffr ab. Es wird diskutiert, dass unter
anderem dadurch die Entstehung neurodegenerativdaarikungen wie AD beglnstigt
werden konnte, da das Steroidhormon Ostrogen sdleezMzheimer-relevante zerebrale
Effekte besitzt, wie zum Beispiel eine antioxidatiwirkung (Niki and Nakano, 1990), die
einen Schutz vor den neurotoxisctgAmyloid-Fragmenten darstellt (Behl et al., 1994dp
eine Ostrogen-vermittelte Abschwéchung der inflatomgchen Prozesse durch neuritische
Plagues (Bauer et al., 1992). Da Ostrogene zudem dmyloidogenen APP-
Prozessierungsweg unterdricken koénnen, findet dudeh verminderte Bildung von
aggregationsfreudigen zytotoxischgitAmyloid-Peptiden die A-Akkumulation nur in
geringerem Ausmald statt (Smith and Levin-AllerhaBdd3). Aufgrund dieser und einer
Vielzahl weiterer positiver Effekte des Hormons 1Ogen ist denkbar, dass ein Zustand des
(relativen) Ostrogenmangels das Auftreten einerrotgenerativen Erkrankung wie der
Alzheimer-Demenz beglnstigen kdnnte.

In diesem Zusammenhang wird vielfach diskutiert, ofie postmenopausale

Hormonersatztherapie (HET) bei Frauen zur AlzheiP@@vention sinnvoll eingesetzt
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werden kann. Obwohl eine Meta-Analyse von zehni8tudrgab, dass das Risiko fur AD bei
Frauen mit postmenopausaler HET im Vergleich zwémna die niemals Ostrogen erhielten,
um 29% reduziert war (Yaffe et al., 1998), konntesitere Studien den Nutzen der HET
nicht bestatigen. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt emmgdaut Sherwin keinen Grund, die HET
als eine effektive Behandlungsmethode der AD armrséSherwin, 2003).

Neueste Studien konzentrieren sich auf andere Huwender Hypothalamus-Hypophysen-
Gondaden-Achse, die man bislang eher unbeachtetssgel hatte: die Gonadotropine
Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikel-stimukeides Hormon (FSH). Webber et al.
vermuten, dass vielmehr der postmenopausale Andéie@onadotropin-Konzentrationen als
das Absinken der Ostrogen-Konzentrationen fiir eimbltes AD-Risiko verantwortlich
gemacht werden kann (Webber et al., 2004). Es diedAufgabe zukunftiger Forschungen
sein, ihren potentiellen Einfluss auf die Alzheirkgkrankung in weiteren Studien genauer
zu untersuchen.

Der Geschlechtseffekt in der hippocampalen CAl-Neenanzahl wurde an Mausen des
AD-Mausmodells APP751PS1KI im Alter von sechs Monaten untersucht und als
signifikant quantifiziert, was einen bislang eiraig frihen Zeitpunkt darstellt. Aus
demselben Grund ist es in diesem Falle unwahrsitteirden hormonellen Einfluss als
maogliche Ursache des Geschlechtseffektes anzusdhedie Menopause bei M&ausen nach
vorherrschender Meinung erst ab einem Alter voretidty 12 Monaten eintritt und somit ein
solcher hormoneller ,Mangel“-Zustand bei den vorr mmtersuchten Tieren im Alter von

sechs Monaten noch nicht vorliegt.

Nach der Untersuchung der Neuronenanzahl, die €éschlechtsunterschied im Alzheimer-
Mausmodell APP751PS1KI aufdeckte, befasste sich diese Arbeit mit der
Volumenbestimmung in beiden Alzheimer-Mausmodellsowohl im Bereich der
hippocampalen CA1-Region als auch des gesamtenoempppus. Anhand der wahrend der
Neuronenauszahlung gewonnenen Daten war es mogdliehyolumina zu berechnen. Als
Konsequenz des Neuronenverlustes erwartete manindggrte Volumenwerte in den
entsprechenden Gehirnregionen, wobei zunéachst surtier werden sollte, ob man auch
bezuglich der Volumina einen mdglichen signifikan@eschlechtsunterschied finden wirde.
Anhand der errechneten Daten zeigte sich, dass isickem Alzheimer-Mausmodell
APP75F'PS1KI trotz des signifikanten Geschlechtsuntersigsie beziiglich der
Neuronenzahl weder in der hippocampalen CAl-Regiooh im Bereich des gesamten

Hippocampus einen signifikanter Geschlechtsuntéedcter Volumenwerte feststellen liel3.
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Es ist denkbar, dass der signifikant starkere Neemaerlust der Weibchen zu diesem friihen
Zeitpunkt der Untersuchung, namlich im Alter vorcls® Monaten, noch nicht stark genug
ausgepragt ist, um sich auch bereits in einer Almealder CAl- bzw. Hippocampus-
Volumina bemerkbar zu machen, andererseits konnteh adie Gruppengréf3e nicht
ausreichend gewesen sein.

Auch die Volumina der hippocampalen CA1-Regionaalsh des gesamten Hippocampus der
als Kontrollgruppe dienenden Mause des Modells RStitden berechnet. Hierbei ergab
sich ebenfalls weder in der CA1-Region noch im gésa Hippocampus ein signifikanter
Geschlechtsunterschied der Volumenwerte.

Vergleicht man die Mittelwerte aller Tiere des jéwgen Modells sowohl fir den Bereich der
hippocampalen CA1-Region als auch des gesamten otlpppus, ergibt sich ein
signifikanter Volumenunterschied im Bereich der GRdgion mit signifikant vermindertem
Volumen der Tiere des Modells APPPE2S1KI (p = 0,004) im Gegensatz zum Modell
PS1KI. Mdglicherweise konnte man eine Begriundunghdsehen, dass in dem Modell PS1KI
der ungunstige Einfluss der APP-Komponente des eloppsgenen Modells
APP75f'PS1KI fehlt. So fiihren APP-Mutationen, wie sie ilesém Modell verwendet
wurden, zu einer Uberproduktion von BA°eptiden, deren unginstige Effekte nach
intrazellularer Akkumulation wie zum Beispiel dieeMnderung der Synapsen-Morphologie
(Takahashi et al., 2002) oder apoptotischer Zedhgang (Chui et al., 2001) bereits im
vorangehenden Abschnitt des Neuronenverlustes tteskwurden. Denkbar wére ebenfalls,
dass der Phanotyp der Mause des Modells PS1KIitbemindlegend eine im Vergleich zu
anderen Modellen gréRere CAl-Region aufweist. $eidren APP-doppeltransgene Mause
verglichen mit PS1-Tieren ein geringeres KorpergbwiGreen, 1975). Bislang sind noch
keine phanotypischen Volumenunterschiede der bewd@nmir untersuchten Mausmodelle
im Bereich verschiedener Gehirnareale, besonderSA&-Region, publiziert worden.

Es bleibt unklar, welche genauen molekularen Meichaen fir den signifikanten
Geschlechtseffekt des Neuronenverlustes im von omtersuchten AD-Mausmodell
APP75F"PS1KI verantwortlich gemacht werden kénnen. Veeéme Erklarungsansatze
wurden dargelegt und diskutiert. So kénnten dieaaellularen A-Ablagerungen in Form
der Amyloidplaques als Ursache fir den Geschletfbideangesehen werden, wahrend die
neuere Forschung zeigt, dass die Begrindung niahn dalleine gesucht werden darf.
Stattdessen wird deutlich, dass sich kunftige Fansgsprojekte besonders auf die Rolle des

intrazellularen A& bei der Alzheimer-Pathogenese konzentrieren soliia sich auch hier
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geschlechtsspezifische Unterschiede gezeigt hdbemnoch scheint es offensichtlich, dass
man nicht eine einzige Ursache als Erklarung héeen kann, sondern dass man sich vor
Augen flhren muss, dass es sich immer um eine ahelzerschiedener Mechanismen

handelt, die an der komplizierten Pathogenese treAner-Erkrankung beteiligt sind.

Weitere Forschungen an geeigneten Alzheimer-Mausttesdwerden kinftig nétig sein, um
genaue Erkenntnisse Uuber den geschlechtsspeziis®euronenverlust und weitere
Geschlechtseffekte bei der AD erlangen zu kénnezsoBders im Hinblick auf erhéhte
Inzidenzzahlen der AD bei Frauen und den weiterfontschreitenden Anstieg der
Lebenserwartung ist es wichtig, das Risiko fir Erguan Alzheimer-Demenz zu erkranken,
abschatzen zu kénnen und die zugrundeliegendemiRatihanismen genau zu kennen, um

die Erkrankung dadurch therapierbar zu machen swigar vermeiden zu kénnen.
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