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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Krankheit

Die Alzheimer-Krankheit (lat.: Morbus Alzheimer), benannt nach dem deutschen Psychiater
Alois Alzheimer, ist eine neurodegenerative Erkrankung, von der vor allem Personen Uber
dem 65. Lebensjahr betroffen sind. Sie macht rund 75% der Demenzfalle aus
(QIU ET AL. 2009) und betrifft ca. 35,6 Millionen Menschen weltweit (ITTNER UND GOTZ
2011). Pro Jahr treten etwa 5 Mio. neue Falle auf. Dabei steigt die Rate der Inzidenzfalle mit
zunehmendem Alter bis 85 Jahren exponentiell an (Qiu ET AL. 2009). Neben der vor allem im
hoheren Alter sporadisch auftretenden Erscheinungsform machen genetisch bedingte Félle
etwa 2-5 % der Erkrankung aus (QIU ET AL. 2009), bei denen sich die Symptome bereits vor
dem 65. Lebensjahr manifestieren (BLENNOW ET AL. 2006).

Charakteristisch fur die Alzheimer-Krankheit ist der Verlust der Hirnleistung, was durch
mehrere Symptome gekennzeichnet ist. Neben einer zunehmenden Verschlechterung der
Kognition (Problemlésungs-, Rechen- und Abstraktionsvermégen) und einer gestorten
Merkfahigkeit (zuerst im Kurzzeitgedachtnis, spater auch im Langzeitgedédchtnis) sowie
Schwierigkeiten in der raumlichen Orientierung zeichnet sich die Alzheimer-Krankheit in
spateren Stadien durch Stdrungen in der Sprache (Wortfindungsstérungen), Depressionen,
Unruhe und Stimmungsschwankungen aus (HOUGHTON UND HOWES. 2005). Die Alzheimer-
Krankheit nimmt einen progredienten Verlauf und fihrt in der Regel nach sechs bis zwolf
Jahren zum Tod des Betroffenen, meist durch Sekundérerkrankungen, wie Lungen- und

Harnwegsinfektionen (MOLLER UND GRAEBER 1998).

Bereits vor dem sichtbaren Auftreten dieser spezifischen Symptome kommt es zur Bildung
von extrazelluléren, senilen Plaques und intrazellularen Neurofibrillen (NFTs; WALDAU UND
SHETTY 2008). Das gebildete fibrillare Amyloid-B (AB), welches kontinuierlich wéihrend des
Zellmetabolismus gebildet wird (GOTz ET AL. 2008), entsteht wéhrend der Endoproteolyse des
Amyloid-Vorlauferproteins (APP; LAFERLA ET AL. 2007). Das APP ist ein integrales
singlepass-Transmembranprotein mit einem grof3en extrazellularen, glykosylierten Amino-
(N-) Terminus und einem kirzeren, cytopasmatischen Carboxy- (C-) Terminus. Es tritt in
verschiedenen Isoformen auf, welche eine L&nge von 695 bis 770 Aminosauren aufweisen
konnen (MATTSON 2004). Die Abspaltung und Prozessierung von APP erfolgt entweder Gber
den nicht-amyloidogenen oder den amyloidogenen Weg (Abb. 1). Dabei spielen drei Enzyme

oder Enzymkomplexe eine entscheidende Rolle: die o-, p- und vy-Sekretase
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(LAFERLA ET AL. 2007). Uber den vorwiegend nicht-amyloidogenen Weg spaltet die
a-Sekretase innerhalb der APP-Sequenz, wobei eine groRe N-terminale Ektodoméne (sAPPa)
in das extrazelluldare Medium sezerniert wird und das C-terminale Fragment aus
83 Aminoséuren (C83) in der Membran zuriickbleibt. Das C83 wird anschliefend durch die
v-Sekretase gespalten, wobei ein kurzes Fragment (P3) entsteht. Uber diesen Weg bleibt die
Bildung von AP aus. Uber den alternativen amyloidogenen Weg spaltet die B-Sekretase zuerst
an der Position 99 des C-Terminus, womit sAPPp in den extrazelluldren Raum entlassen wird
und der C-terminale Rest aus 99 Aminosduren (C99) in der Membran verbleibt. Die
anschlieBende Spaltung des C99 durch die y-Sekretase setzt AP frei (LAFERLA ET AL. 2007),
welches anschlielend zu Oligomeren, Fibrillen und extrazellularen Plaques aggregiert
(WALDAU UND SHETTY 2008). In diesem Zusammenhang konnte in Alzheimer-Gehirnen
bereits eine erhohte Menge an [-Sekretase nachgewiesen werden (ZHAO ET AL. 2007,
O'CONNOR ET AL. 2008). AP kommt in verschiedenen Isoformen zwischen 38 und 43
Aminoséureresten vor. Neben dem vorwiegend auftretenden AP40 existieren auch langere
Formen, wie z.B. das AP42, das eine hohere Tendenz zur Aggregation besitzt und somit

vorwiegend zur Pathologie der Alzheimer-Krankheit beitragt (LAFERLA ET AL. 2007).

nicht-amyloidogen amyloidogen
SAPPa B i sAPPp
AB

Abb. 1: Proteolyse des Amyloid-

B Y Vorlauferproteins (APP). Das APP wird
— — = vorwiegend Uber den nicht-amyloidogenen
Weg mittels der a-Sekretase (o) gespalten,
wobei kein AP gebildet wird (links). Die
Spaltung Uber den amyloidogenen Weg mit
Hilfe  der  p-Sekretase () und
anschlieBenden y-Sekretase (y) setzt AP frei

(rechts; modifiziert nach LAFERLA ET AL
C83  APP APP C99 2007).

Der Abbau von AP erfolgt unter normalen Bedingungen im Parenchym durch Peptidasen, wie
durch das Insulin-abbauende Enzym, Neprilysin oder das Endothelin-konvertierende Enzym.
Weiterhin kann es mit Hilfe des low-density lipoproteine receptor-related Proteins (LRP)-1
oder des p-Glykoproteins direkt ins Blut aufgenommen werden. AP kann aber auch

perivaskuldr mit anderen geldsten Substanzen Uber den interstitiellen Strom entlang der
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Arterien- und Kapillarwéande abflieRen. Mit steigendem Alter werden diese Mechanismen
zunehmend fehlerhaft, wodurch das AP nicht mehr vollstindig eliminiert werden kann und
Ablagerungen entstehen (BLENNOW ET AL. 2006, WELLER ET AL. 2008). Es entsteht somit ein
Ungleichgewicht zwischen der Bildung und der Spaltung bzw. dem Abtransport von AB, was

letztendlich zur neuronalen Degeneration und Demenz fiihrt (BLENNOW ET AL. 2006).

Neben der Bildung von Amyloid-Plaques wird bei der Alzheimer-Krankheit eine Aggregation
des hyperphosphorylierten Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau zu NFTs beschrieben. Tau
als solches tritt unter normalen, physiologischen Bedingungen vorwiegend im Axon sowie in
geringeren Mengen in Dendriten auf. Es tragt zur Stabilisierung von Mikrotubuli und zur
Regulation des axonalen Transports bei (ITTNER UND GOTz 2011). Zusétzlich zu den beiden
charakteristischen Merkmalen der AB-Ablagerungen und Aggregation der NFTs werden fiir
die Alzheimer-Krankheit auch eine Neuroinflammation und zusétzliche Stérungen der
zelluldren Funktion durch eine Calcium-Dishomdostase und oxidativen Stress beschrieben

(MORRISSETTE ET AL. 2009).

Die am hdufigsten vertretene Hypothese fiir die Ursache von Alzheimer ist die Amyloid-
Kaskaden-Hypothese von HARDY UND SELKOE (2002). Sie besagt, dass aus einer
Punktmutation im Gen fur APP, Présenilin 1 (PS1) oder Prasenilin 2 (PS2) eine
Akkumulation von oligomeren AB-Peptiden erfolgt, die zu einer Hyperphosphorylierung von
Tau und somit zur Bildung von intrazelluldren Fibrillen fuhrt. Daraus resultiert ein
synaptischer und neuronaler Verlust (HARDY UND SELKOE 2002). Diese Hypothese kann
dadurch gestitzt werden, dass die in der familidren Form auftretenden Mutationen in den
beiden Genen fur das Substrat (APP) und das Schlusselenzym (Présenilin) vorkommen. Beide
Mutationen erhéhen die AP42-Produktion. Zusétzlich gibt es einen weiteren Aspekt, der den
Einfluss einer Uberexpression von APP als Trigger fiir die Ablagerung von A stiitzt: Am
Down-Syndrom (Trisomie 21) erkrankte Patienten, die ein zusatzliches, auf dem Chromosom
21 lokalisiertes APP-Gen besitzen, entwickeln in jungen Jahren Plaques und weisen haufig

eine Demenz auf (BLENNOW ET AL. 2006).

Trotz der bekannten Pathomechanismen, die der Alzheimer-Krankheit zugrunde liegen, ist die
Ursache nicht vollstdndig geklart (BURNS UND ILIFFE 2009). Da sie jedoch eine
multifaktorielle Erkrankung darstellt, werden mit ihr einige Risikofaktoren in Zusammenhang
gebracht. Wahrend ein hohes Alter das groRte Risiko darstellt, spielen die genetische
Prédisposition, psychosoziale und biologische Faktoren sowie Umwelteinfliisse eine

entscheidende Rolle (Qiu ET AL. 2009). Dazu zéhlen z.B. die Familienanamnese, der Status
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des Apolipoproteins (Apo) E4, mogliche Kopfverletzungen, Depressionen, Bluthochdruck,
Diabetes, ein hoher Cholesterinspiegel, Herzvorhofflimmern, Embolien im Gehirn sowie
wenig korperliche und kognitive Aktivitaten (BURNS UND ILIFFE 2009). Aus genetischer Sicht
ist Alzheimer eine heterogene Krankheit, die sowohl familiar als auch sporadisch auftritt
(BLENNOW ET AL. 2006). Fir die familidre, autosomal dominant vererbte Form der Alzheimer-
Krankheit (FAD) sind Mutationen in den Genen fiir das APP und flr das PS1 und PS2 auf
den Chromosomen 21, 14 bzw. 1 sowie fur das Apo E4 auf dem Chromosom 19
verantwortlich (BURNS UND ILIFFE 2009, QiU ET AL. 2009). Der einzige bisher bekannte
genetische Risikofaktor, Alzheimer im spéten Alter zu entwickeln, ist das ApoE (ein AB-
bindendes Protein). Vom ApoE existieren drei Genformen: das ApoE e2, ApoE e3 und
ApOE e4 (BURNS UND ILIFFE 2009, HASHIMOTO ET AL. 2012). Dabei wird der Besitz von nur
einem e4-Allel mit einem dreifach hoheren Risiko verbunden, Alzheimer zu entwickeln,
wéhrend homozygote Bedingungen ein achtfach hoheres Risiko mit sich bringen (BURNS UND
ILIFFE 2009). Im Vergleich zum verbreiteten ApoE €3/e3-Genotyp, ist die Vererbung von zwei
Kopien des ApoE &4-Allels mit einem mehr als zehnfachem Risiko assoziiert, Alzheimer
auszubilden (HASHIMOTO ET AL. 2012). Das €4-Allel tritt bei etwa 20 bis 25 % der Population
und bei 40 bis 50 % der spaten Alzheimer-Félle auf (NicHOL ET AL. 2009). Basierend auf
Zwillingsstudien konnte bereits gezeigt werden, dass das Ausmal} der Erblichkeit fir
sporadischen Alzheimer bei anndhernd 80 % liegt (BLENNOW ET AL. 2006). Dem gegeniiber
belegen einige Arbeiten, dass die Wahrscheinlichkeit zu erkranken, durch gezielte
Lebensweisen vermindert werden kann. Eine Einnahme von Homocystein-dhnlichen
Vitaminen (z.B. Vitamin B12 und Folate), Antioxidantien wie Vitamin C und E, ungeséttigte
Fettsduren und auch moderater Alkoholkonsum (vorzugsweise Wein) konnen das Risiko
reduzieren, an Alzheimer zu erkranken. Doch sind die Daten nicht aussagekraftig genug, um

generelle, diatische Empfehlungen einzurdumen (BLENNOW ET AL. 2006).

1.2 Mausmodell

Ein geeignetes Versuchsobjekt, das fiir die nachfolgenden Untersuchungen verwendet wurde,
ist die 5XFAD-Alzheimermaus (Tg6799), die 2006 von OAKLEY generiert wurde. Sie ist eine
doppelt transgene Maus und besitzt funf familiare Mutationen, wobei das humane APP (die
schwedische Mutation: K670N, M671L; die Florida Mutation: 1716V; die London Mutation:
V7171) und das Préasenilin PS1 (M146L; L286V) unter dem Neuronen-spezifischen Maus-
Thy-1 Promotor uberexprimiert werden (OHNO ET AL. 2007, OHNO 2009). Bei der 5xFAD-
Maus ist der Gehalt cerebraler AB-Peptide, spezifisch das neurotoxische AB42 erhoht. Die
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schwedische Mutation erhoht dabei den absoluten Gehalt an AP, wihrend die anderen vier
Mutationen fiir den spezifischen Anstieg der AP(1-42)-Bildung verantwortlich sind (OHNO
2009, DevI UND OHNO 2010A). Die 5xFAD-Maus bildet mit etwa zwei Monaten sehr friihe
und aggressive extrazellulare Amyloid-Plaques aus (OAKLEY ET AL 2006, OHNO ET AL 20086,
2007), jedoch entwickelt sie keine Neurofibrillen (OAKLEY ET AL 2006). Die Ap-Plagues
treten zuerst im Subiculum und Hippocampus sowie in der Schicht5 des Cortex auf.
AnschlieRend breiten sie sich sehr zlgig im Thalamus, Hirnstamm und im Riechkolben
(OAKLEY ET AL. 2006) bis zu einem Alter von sechs Monaten aus (KIMURA UND OHNO 2009).
Intrancuronale ApB-Aggregate werden bei der 5XxFAD-Maus mit einer Amyloid-Plaque-
Bildung, einer Neurodegeneration und mit einem Neuronenverlust in Zusammenhang
gebracht (OAKLEY ET AL. 2006, OHNO ET AL. 2007). Derweil konnte erst kirzlich gezeigt
werden, dass die kognitiven Beeintrachtigungen transgener 5XFAD-Méuse nicht mit dem
Zelltod, sondern mit einer funktionellen, synaptischen Unterbrechung und Neuorganisierung
innerhalb der corticalen Mikroverschaltungen zusammenhdngen, die mit der Ap-
Akkumulation korrelieren (LisoN ET 4L. 2014). Die 5xXFAD-Maus zeigt Hippocampus-
abhangige Erinnerungsdefizite sowie die Hauptpathologien und Verhaltenscharakteristiken
der Alzheimer-Krankheit (OAKLEY ET AL. 2006, OHNO ET AL. 2006, DEVI UND OHNO 2010A,
JAWHAR ET AL. 2012). Diese Beeintrachtigungen sollen im Rahmen einer ausfuhrlichen
Verhaltenscharakterisierung der 5xFAD-Mannchen mit Hilfe motorischer Tests als auch

mittels Lernexperimenten in Voruntersuchungen belegt werden.

1.3 Neurotransmittersysteme bei Alzheimer

Neben der oben aufgefiihrten Pathologieentwicklung bei Alzheimer Betroffenen werden auch
Veranderungen von Neurotransmittern und —modulatoren, deren synthetischer Enzyme sowie
Abweichungen in der Morphologie der produzierenden Neurone beschrieben (SELKOE 1991).
Abgesehen von einem Defizit der hippocampalen und corticalen Cholin-Acetyltransferase
(ChAT) konnen cholinerge Neurone, die dem Nucleus basalis (Meynert; Nbas) entstammen
(MARIEN ET AL. 2004) und ins basale VVorderhirn projizieren, schrumpfen oder verloren gehen
(SELKOE 1991). Bereits MARCHBANKS (1982) stellte einen Zusammenhang zwischen der
Plaquebeladung und der Abnahme der ChAT fest, d.h., ein cholinerges Defizit korreliert mit
dem Demenzgrad (MARCHBANKS 1982). Obwohl das cholinerge System bei der Alzheimer-
Krankheit die grofite Anomalitat zeigt, kénnen auch andere Transmitter betroffen sein, so z.B.
die Monoamintransmitter Noradrenalin, Serotonin (5-HT) und Dopamin sowie Glutamat, die

y-Aminobuttersdure (GABA), Somatostatin, das Neuropeptid Y, der Corticotropin releasing
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factor, die Substanz P (REINIKAINEN ET AL. 1990, SELKOE 1991, HOUGHTON UND HOWES
2005). Nach REINIKAINEN ET AL. (1990) ist die Dopaminkonzentration im temporalen und
hippocampalen Cortex sowie im Hippocampus bei Alzheimer-Patienten um 18-27 % gesenkt.
Daneben berichtete schon MARCHBANKS (1982) von einem Defizit an Catecholaminen als
auch von einem reduzierten Gehalt der B-Hydroxylase und somit von einer Abnahme von

Noradrenalin bei der Alzheimer-Krankheit.

1.4 Dopamin

Zu den Catecholaminen gehdért neben Noradrenalin und Adrenalin auch Dopamin (KANDEL ET
AL. 2000, S. 282, Review: ZEIss 2005). Kennzeichnendes Merkmal der Catecholamine sind der
Catecholkern (ein 3, 4-dihydroxylierter Benzolring) und eine Aminogruppe (Abb. 2;
THOMPSON 1994, S. 152).

NH; }Aminogruppe

C-a

C-p

SN

Abb. 2: Allgemeine Struktur der Catecholamine. > Catecholgruppe
Charakteristisch  ist die  Catecholgruppe (ein
Benzolring mit zwei benachbarten Hydroxylgruppen, HO
OH) und eine Aminogruppe, NH;, (nach THOMPSON OH
1994, S. 151). -

Catecholaminerge Neurone kommen im Hirnstamm (von der Medulla oblongata bis zum
Diencephalon), im Riechkolben und in der Retina vor (Zeiss 2005). Der catecholaminerge
Neurotransmitter Dopamin ist hochkonserviert und in Invertebraten, wie Drosophila
melanogaster und Caenorhabditis elegans als auch in allen Vertebraten prasent (VIGGIANO ET
AL. 2003). Die geschatzte Zahl mesodiencephaler Dopamin-Neurone variiert zwischen 20.000
und 30.000 bei der Maus, 40.000 und 45.000 bei der Ratte, 160.000 und 320.000 beim Affen
bis hin zu 400.000 und 600.000 beim Menschen (BJORKLUND UND DUNNETT 2007, VAN DEN
HEUVEL UND PASTERKAMP 2008). Obwohl in Bezug auf die Gesamtanzahl aller Nervenzellen
nur wenige Dopamin-Neurone im Gehirn vorkommen (<1/100.000 Gehirnneuronen), sind sie

essentiell fir die Regulierung grundlegender Funktionen (GIRAULT UND GREENGARD 2004).
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Dopamin spielt bei der Regulation des Blutdruckes, bei motorischen Funktionen, bei der
Aufmerksamkeit und Belohnung, bei der Motivation und Emotion sowie beim Lernen und
Gedéchtnis eine entscheidende Rolle (VIGGIANO ET AL. 2003, KNAB UND LIGHTFOOT 2010).
Im Besonderen ist es bei der Konsolidierung des Langzeitgeddchtnisses und der
Langzeitpotenzierung (LTP) beteiligt (MATTHIES 1989, REYMANN UND FREY 2007). Es
vermittelt viele positive Ereignisse und wird daher auch als des Gehirns ,,pleasure chemical*
bezeichnet (CANNON UND BSsEIKRI 2004). Dopamin kommt im Gehirn vor allem in den
basalen Nuclei und deren Projektionen vor. Im peripheren Nervensystem dient es zum
geringen Teil als Neurotransmitter, grof3tenteils fungiert es in den sympathischen Neuronen

und dem adrenalen System als VVorstufe von Noradrenalin und Adrenalin (Zeiss 2005).

Da Dopamin zahlreiche Funktionen hat, wird eine Vielzahl von Krankheiten mit
dopaminergen Dysfunktionen in Zusammenhang gebracht. Die am haufigsten mit Dopamin in
Verbindung gebrachte Krankheit ist die Parkinson-Krankheit, bei der ein Dopaminmangel
beschrieben wurde (ZEiss 2005, BEAULIEU UND GAINETDINOV 2011). In hoheren
Konzentrationen fiihrt Dopamin zur Hyperaktivitat (Zeiss 2005). Bei einer Dysregulation
kénnen Symptome auftreten, die bei der Schizophrenie, beim Tourette- sowie
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitats-Syndrom  (ADHS) und auch bei manischen
Depressionen bekannt sind. Daneben spielt Dopamin bei der Huntington-Krankheit eine Rolle
und es vermittelt den verstarkenden Effekt bei vielen suchterzeugenden Substanzen, sodass es
beim Drogenmissbrauch und Suchtverhalten von groRer Bedeutung ist (ZEiss 2005, BEAULIEU
UND GAINETDINOV 2011). Ferner werden andere Krankheiten mit einer anormalen
Dopamintransmission in Verbindung gebracht, wie beispielsweise bipolare Stoérungen,
Dyskinesien sowie verschiedene somatische Krankheiten, inklusive der Hypertension und

Nieren-Fehlfunktionen (BEAULIEU UND GAINETDINOV 2011).

1.4.1 Dopamin-Synthese

Dopamin wird im neuronalen Cytoplasma aus der Aminoséure L-Tyrosin synthetisiert, die mit
Hilfe eines membrangebundenen Aminosaure-Transporters in das Neuron transportiert wird.
Im Synthese-limitierenden Schritt wird L-Tyrosin mittels der Tyrosinhydroxylase (TH)
hydroxyliert, wobei L-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) entsteht (Zeiss 2005). Die TH
kommt in allen Catecholamin-produzierenden Neuronen vor (KANDEL ET AL. 2000, S.282).
Nach einer Decarboxylierung durch die L-Aminoséuredecarboxylase (AADC) entsteht
Dopamin (Abb. 3; Zeiss 2005), ein 3,4-Dihydroxy-Derivat von Phenylethylamin (MOLINOFF
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UND AXELROD 1971). Die ersten beiden Umsetzungen der Dopamin-Synthese erfolgen im
Cytosol der Zellen (KLEINE UND ROSSMANITH 2007, S. 88). Dopamin wird durch den
vesikularen Monoamintransporter 2 (VMAT-2) in synaptische Vesikel transportiert und darin
gelagert (Zeiss 2005). In noradrenergen und adrenergen Neuronen wird es durch die
Dopamin-B-Hydroxylase in Vesikeln zu Noradrenalin umgewandelt, welches mittels der

Phenylethanolamin-N-Methyl-Transferase zu Adrenalin umgebildet wird (Zeiss 2005).

Dopamin wird in den synaptischen Spalt entlassen, nachdem Calcium in die prasynaptischen
Terminalien eingestromt ist. AnschlieBend wird Dopamin durch Diffusion und
Wiederaufnahme mit Hilfe des membranstdndigen Dopamin-Transporters (DAT) aus dem
synaptischen Spalt entfernt und in die présynaptischen Endigungen aufgenommen (ZEISS
2005). Kokain, Amphetamine (AMPH) und andere Psychostimulanzien greifen hier ein,
indem sie mit dem DAT interagieren. Somit erhéhen sie die extrazellulare Konzentration an
Dopamin, z.B. in den Belohnungszentren des Gehirns und erzielen folglich stimulierende und

suchterzeugende Effekte. (VIGGIANO ET AL. 2003, ZEIss 2005).

Nachdem Dopamin seine Funktion erfillt hat, erfolgt die Eliminierung durch eine
intrazellulare Desaminierung oder O-Methylierung (LOFFLER 2005, S. 709) mittels der
Monoaminoxidase (MAQO) oder mit Hilfe der Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT) im
Cytoplasma der meisten Zellen, aber hauptsédchlich in der Leber und der Niere
(KANDEL ET AL. 1996, S. 309). Dabei entsteht 3-Methoxy-4-Hydroxyphenylessigséure
(Homovanillinséure), die tber den Urin ausgeschieden wird (MOLINOFF UND AXELROD 1971).
Sowohl die COMT als auch die MAO bewirken eine Inaktivierung der Catecholamine, doch
keines der Enzyme ist maRgebend fiir die Terminierung der physiologischen Funktion. Eine
schnelle Inaktivierung der Catecholamine erfolgt vorwiegend durch die Aufnahme in
prasynaptischer Nervenendigungen, in denen sie bis zur Wiederverwendung gespeichert

werden (MOLINOFF UND AXELROD 1971).
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Abb. 3: Synthese von Dopamin. Tyrosin wird durch die Tyrosinhydroxylase (TH) in L-Dihydroxyphenylalanin
(L-DOPA) umgewandelt, aus welchem mittels der Aromatischen L-Aminosauredecarboxylase (AADC)
Dopamin gebildet wird. Dopamin selbst dient als Vorstufe von Noradrenalin und Adrenalin; mit Hilfe der
B-Hydroxylase wird Noradrenalin gebildet, welches durch die Phenylethanolamin-N-Methyl-Transferase zu
Adrenalin umgebildet wird (modifiziert nach KANDEL ET AL. 2000, S. 282-283).
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1.4.2 Dopamin-Signaltransduktion

Dopamin ist kein einfacher exzitatorischer oder inhibitorischer Neurotransmitter. Vielmehr
stellt es einen Neuromodulator dar, der je nach funktioneller Beschaffenheit seiner
Zielneurone erregenden oder hemmenden Einfluss ausiibt (GIRAULT UND GREENGARD 2004).
Die modulatorischen Funktionen von Dopamin werden durch funf Dopamin-Rezeptoren
vermittelt, die basierend auf ihrer Sequenzhomologie und Pharmakologie als D1-Typ-
Rezeptoren (D1-, D5-Rezeptoren) und D2-Typ-Rezeptoren (D2-, D3-, D4-Rezeptoren)
klassifiziert werden (VIGGIANO ET AL. 2003, PIERCE UND KUMARESAN 2006, BEAULIEU UND
GAINETDINOV 2011). Dopamin-Rezeptoren sind im Gehirn und in der Peripherie weit
verbreitet (BEAULIEU UND GAINETDINOV 2011), doch differieren sie in ihrer anatomischen
Lokalisation auf den Neuronen, variieren in ihrer Dichte in den spezifischen Hirnregionen und
koénnen in Abhéngigkeit vom Gewebe und/oder den Neuronen sowohl pra- als auch
postsynaptisch lokalisiert sein. Weiterhin unterscheiden sie sich in ihrer Affinitat zu ihrem
naturlichen Liganden Dopamin, aulRerdem in ihrer Rezeptor-Aktivitat und infolgedessen in
ihrer physiologischen Aktivitdt (KNAB UND LIGHTFOOT 2010). Dopamin-Rezeptoren werden
in fast allen Hirnbereichen exprimiert. Der Expressionsgrad der Dopamin-Rezeptoren kann
durch den Dopamingehalt im System, durch eine pharmakologische Stimulation und durch
andere externe Stimuli, die das Verhalten tber das Belohnungssystem vermitteln, wie
beispielsweise eine sexuelle Aktivitat oder kdrperliche Betatigungen, beeinflusst werden. Dies

wirkt sich letztlich auf das Verhalten aus (KNAB UND LIGHTFOOT 2010).

Alle finf Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelt (Guanosin-Triphosphat bindend) und
modulieren eine Vielzahl intrazellularer Signalkaskaden, die die neuronale Aktivitat
beschleunigen oder inhibieren (WALL ET AL. 2011). Rezeptoren des D1-Typs sind an
heterodimere G-Proteine gekoppelt, die die Gas-Untereinheit in den meisten Geweben bzw.
die GogUntereinheit im Striatum oder Riechkolben enthalten (CALLIER ET AL. 2003,
WALL ET AL. 2011). Sie aktivieren die Adenylyl-Zyklase, induzieren die unmittelbare friihe
Genexpression und die Modulation von lonenkandlen, die die neuronale Erregbarkeit
beschleunigen und die LTP exzitatorischer Synapsen erleichtern (FREY ET AL. 1990,
WALL ET AL. 2011). Dagegen sind D2-Typ-Rezeptoren an heterodimere G-Proteine gekoppelt,
die die Gj,-Untereinheit beinhalten (WALL ET AL. 2011). Eine Aktivierung der D2-Rezeptoren
resultiert typischerweise in einer Inhibierung der Adenylyl-Zyklase, in der Aktivierung von
Kalium-Kanélen und in der Modulation vieler anderer lonenkandle, die die neuronale

Erregbarkeit dampfen und die Langzeitdepression exzitatorischer Synapsen beginstigen.
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Diese Funktionen gelten generell, kdnnen aber in Abhangigkeit vom Zelltyp und von der
Hirnregion variieren (WALL ET AL. 2011). Dopamin-Neurone kdnnen zudem auch D2-Typ-
Rezeptoren exprimieren, die als Autorezeptoren fungieren, z.B. im ventralen Tegmentum
(VTA). So wird das durch Dopamin beeinflusste Verhalten reguliert, indem die
Autorezeptoren die Membran hyperpolarisieren (VIGGIANO ET AL. 2003). Diese negative
Rickkopplung an den prasynaptisch lokalisierten D2-Autorezeptoren fuhrt zu einer
kurzzeitigen Regulierung der neuronalen Feuerungsrate, der Synthese und der
Neurotransmitterfreisetzung durch Anderungen des extrazellularen Dopamingehaltes
(BEAULIEU UND GAINETDINOV 2011). Zusatzlich wird diese Kkurzzeitige Regulation der
Dopaminfreisetzung durch die exzitatorischen und inhibitorischen Eingdnge von Neuronen
der Raphe Nuclei (5-HT), vom Locus coeruleus (Noradrenalin), von GABA-Interneuronen
der VTA, von mittleren dornigen Neuronen (spiny neurons) des Nucleus accumbens (Nacc)

und von frontalen, glutamatergen Neuronen kontrolliert (VIGGIANO ET AL. 2003).

Dopamin-Neurone weisen im gesunden Gehirn unterschiedliche Arten der Aktivierung auf:
das tonische und phasische Feuern (AGGARWAL ET AL. 2012). Das tonische Feuern ist minimal
mit unregelmaRiger Rate. Dies ist vor allem bei intrinsischen Mechanismen beobachtbar. Sie
wird, ahnlich wie ein Schrittmacher, durch eine Depolarisation mit langsamer und grofer
Amplitude angetrieben, die in Einzelspikes endet und von einer Hyperpolarisation gefolgt
wird. Diese Schrittmacher-&hnliche  Aktivitat unterliegt dem hohen reguldren
Feuerungsmuster, wie sie in Dopamin-Neuronen und in in vitro-Hirnschnittpraparaten
beobachtet werden kann (AGGARWAL ET AL. 2012). Das phasische Feuern indes tritt zwar in
einem Teil der Neurone auf, ist aber in der Mehrheit der Neurone durch synaptische Inputs
gestort. Ein inhibitorischer Input verursacht eine Verzdgerung oder Verhinderung von
Aktionspotentialen durch ein Zuriicksetzen des Membranpotentials (AGGARWAL ET AL. 2012).
Die inhibitorische Kontrolle der Dopamin-Nervenzellen ist weitaus wichtiger als die
exzitatorische. Einzelne dopaminerge Neurone in der Substantia nigra pars compacta (SNc)
empfangen tber 8000 bis 9000 Synapsen, wovon etwa 65-70 % GABAerg und 30 %
glutamaterg sind. Dies ist sehr viel hoher als in anderen Hirnregionen (AGGARWAL ET AL.
2012). Neben den extrinsischen Inputs verschiedener Nuclei auf die Dopamin-Neurone
existieren in der VTA sowie in der SNc auch GABAerge Interneurone, die von Natur aus eine
hemmende Wirkung austiben. Diese Interneurone zahlen aber zu einer relativ kleinen Fraktion
GABAerger Neurone, die auf Dopamin-Neurone wirken. Zusammenfassend zeigen diese
Befunde, dass die Aktivierung dopaminerger Neurone auf zwei Ereignissen basiert: ein

Anstieg exzitatorischer Inputs und ein Abfall inhibitorischer Inputs (AGGARWAL ET AL. 2012).
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1.4.3 Dopamin-Systeme

Die Zellkorper der Dopamin-Neurone sind im gesamten ventralen Teil des Gehirns verteilt.
Obwohl auch einzelne Zellen identifiziert werden kénnen (VIGGIANO ET AL. 2003), durchzieht
die Mehrheit mesodiencephaler Dopamin-Neurone drei bedeutende, anatomisch und
funktionell verschiedene Bahnen: das nigrostriatale, das mesocorticale und das mesolimbische
Dopamin-System (Abb. 4; VAN DEN HEUVEL UND PASTERKAMP 2008). Der nigrostriatale
(oder mesostriatale) Weg umfasst hauptsachlich die lateralen A9-Neurone, die der SNc
entspringen und in das dorsale Striatum projizieren (VAN DEN HEUVEL UND PASTERKAMP
2008). Daneben innervieren sie auch corticale und limbische Gebiete (BJORKLUND UND
DUNNETT 2007). Dieses Dopamin-System ist in Bewegungsvorgéange involviert und hat eine
profunde Bedeutung bei der Parkinson-Krankheit. Hier spielt es eine kausale Rolle bei den
auftretenden, motorischen Defekten, die durch eine Degeneration der SNc-Neurone
verursacht werden und fur diese Krankheit kennzeichnend sind (VAN DEN HEUVEL UND
PASTERKAMP 2008). Das mesocorticale und mesolimbische System werden durch die
medialen A8- und A10-Neurone definiert, welche dem retrorubalen Feld (A8-Neurone) und
der VTA (A10-Neurone) entstammen. Sie innervieren vor allem das ventromediale Striatum
und den prafrontalen Cortex (PFC) sowie Teile des limbischen Systems (VAN DEN HEUVEL
UND PASTERKAMP 2008), zu dem unter anderem der Nacc, der Riechhiigel, die Amygdala, das

Septum und der Hippocampus zéhlen (ALCARO ET AL. 2007).

Abb. 4: Verteilung und hauptsachliche Projektionen der dopaminergen A8-, A9- und A10-Neurone im
Nagergehirn (Sagittalschnitt). Hpc - Hippocampus, Nacc - Nucleus accumbens, OB - Riechkolben,
PFC - Préfrontaler Cortex, SNc - Substantia nigra (pars compacta), VTA - Ventrales Tegmentum (modifiziert
nach HAUBER 2010)
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Neben den drei hauptsachlichen Dopamin-Systemen existieren auch andere dopaminerge
Zellgruppen (A11-A14) in der mediobasalen Region des Hypothalamus, die die Eminantia
mediana und die Hypophyse innervieren und die Entwicklung und Erhaltung der Hypophyse
sowie die Genexpression und den Metabolismus der Hypophysen-Hormone modulieren
(KoBAYASHI 2001). So unterbindet Dopamin aus den hypothalamischen Zellgruppen die
Prolaktinausschiittung aus den laktotropen Zellen der Hypophyse (KLEINE UND
RossMANITH 2007, S.90). AuBerdem wurden dopaminerge Neurone im olfaktorischen
Tuberkel (A15) und Riechkolben (A16) sowie in der Retina (A17) identifiziert (KANDEL ET
AL. 2000, S. 893).

Die Grenzen zwischen den einzelnen Dopamin-Systemen sind nicht eindeutig definiert. Die
Dopamin-Zellen der SNc und der VTA gehen stufenlos ineinander uber und projizieren zu
benachbarten und sich tberlappenden, terminalen Feldern (Wise 2004). Da ebenso erhebliche
Uberschneidungen zwischen den VTA-Zellen existieren, werden das mesocorticale und
mesolimbische Dopamin-System zum mesocorticolimbischen (Belohnungs-) System
zusammengefasst (WISE 2004). Dieses System ist wichtig bei Fragestellungen, die im
Zusammenhang mit Drogensucht, Depression und Schizophrenie stehen (VAN DEN HEUVEL
UND PASTERKAMP 2008). Es ist entscheidend an Gedéchtnisvorgangen (KANDEL ET AL. 2000,
S. 1009) sowie an der Regulation von Emotionen und von Belohnungsprozessen beteiligt
(VAN DEN HEUVEL UND PASTERKAMP 2008). Als wichtiges Nervenfaserblindel des
Belohnungssystems gilt das mediale Vorderhirnbiindel (mVb). Es entstammt dem Mittelhirn
und projiziert in den ventrolateralen Teil des Telencephalons. Das mVb beinhaltet
mesodiencephale (und nicht-mesodiencephale) Dopamin-Projektionen zu den verschiedenen
Vorderhirnregionen, wie dem Striatum und dem cerebralen Cortex (VAN DEN HEUVEL UND
PASTERKAMP 2008). Das Belohnungssystem erfullt drei grundlegende Funktionen des
Verhaltens: Erstens hat es eine appetitive und zum Teil aufmerksamkeitssteigernde Funktion.
Zweitens dienen appetitive Stimuli als positive Verstarker, indem sie die Wahrscheinlichkeit
bestimmter Verhaltensreaktionen erhéhen sowie das dadurch gelernte Verhalten speichern
und selbiges vor einer Extinktion bewahren. Drittens haben appetitive Reize eine emotionale
Funktion, welche durch die Aktivierung subjektiver Geflhle, wie Vergnigen und Lust

verursacht werden. Aversive Stimuli haben einen direkt gegenteiligen Effekt (ScHULTZ 1997).
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1.4.4 Die Rolle von Dopamin beim Lernen

Dopamin als wichtigster Botenstoff des Belohnungssystems kann Lernen induzieren
(ScHULTZ 1997). Lernen ist eine mehr oder weniger permanente Anderung des Verhaltens,
welche aus der Erfahrung heraus resultiert. Nach Kandel sind Lernen und Erinnern (also das
Gedéachtnis) kontinuierliche Prozesse, wobei das Lernen die Akquise von Wissen und das
Erinnern die Kodierung, Speicherung und Abrufung des akquirierten Wissens darstellt
(SHARMA ET AL. 2010). Lernen dient demnach der Modifizierung von anschliellendem
Verhalten, wéhrend das Gedéchtnis die Fahigkeit darstellt, sich an friihere Erfahrungen zu
erinnern (SHARMA ET AL. 2010). Auf neuronaler Ebene beruht Lernen und Erinnern auf einer
Veranderung der Proteinsynthese, die auf einer Anderung der Genexpression basiert
(WINGER ET AL. 2005). Vom Lernen abgegrenzt ist die Kognition, die einen weitldufigen
Begriff beschreibt, der Prozesse wie beispielsweise das Gedachtnis, Assoziationen, Sprache,
Aufmerksamkeit, Konzeptbildung und Problemlésung umfasst (SHARMA ET AL. 2010). Der
Lernprozess und die Erinnerung als solches kdnnen nicht direkt beobachtet werden. Sie
kénnen nur aus den Anderungen des Verhaltens gefolgert werden (HEISE 1984).

Lernen ist auf verschiedenen Wegen mdoglich. Man unterscheidet das nicht-assoziative
Lernen, wie z.B. die Habituation und das assoziative Lernen, welches (ber
Assoziationsprozesse erfolgt, die Uber das Prinzip der Konditionierung untersucht werden
konnen (HeIse 1984). Das assoziative Lernen wird in zwei Grundtypen unterteilt: Die
einfachste Form ist die klassische oder Pawlow’sche Konditionierung (Abb. 5). Ein zun&chst
neutraler oder uneffektiver Reiz wird gemeinsam mit einem unkonditionierten,
reaktionsauslésenden Reiz (US) dargeboten. Nach geniigendem Training wird der neutrale
Reiz zu einem bedingten, konditionierten Reiz (CS) und I6st dieselbe, konditionierte Reaktion
(CR) aus wie der unkonditionierte Reiz (HEISE 1984, FANSELOW UND PouLos 2005). Die
Pawlow sche Konditionierung beinhaltet die drei Phasen der Akquisition, der Konsolidierung
und des Abrufens (ACHAT-MENDES ET AL. 2007). Sie wird fur gewohnlich angewandt, um
Reaktionen zu erlernen, denen ein erkennbarer Stimulus zuverldssig vorangeht und die
automatisch oder reflexiv sind, wie z.B. das Augenzwinkern (KIRSCH ET AL. 2004). Erstmals

wurde diese Art des assoziativen Lernens 1927 von Pawlow beschrieben (DICKINSON 1981).
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Abb. 5: Prinzip der klassischen Konditionierung. Ein urspriinglich neutraler Reiz wird zusammen mit einem
unkonditionierten Reiz (US) présentiert und wird somit zum konditionierten Reiz (CS), der eine konditionierte
Reaktion (CR) auslést (modifizierte Graphik nach GATTERMANN).

Uber das Prinzip der operanten (oder instrumentellen) Konditionierung wird das Verhalten
zum Instrument des Erfolges (Abb. 6). Es erfolgt die Verbindung zwischen einem
urspriinglich neutralen Reiz und der Verhaltensantwort nach der Befriedigung eines Triebes,
sodass schlieBlich allein der anfanglich neutrale Reiz ein gerichtetes Appetenzverhalten
auslost. Die Wahrscheinlichkeit eines Verhaltens wird durch die Darbietung eines positiven
Verstarkers (z.B. Futter) bzw. durch die Eliminierung eines aversiven Stimulus (z.B. ein
FuBschock) erhoht (Helse 1984). Umgekehrt wird die Wahrscheinlichkeit durch die
Présentation eines negativen Stimulus bzw. durch die Entfernung eines positiven Reizes
verringert (DICKINSON 1981). Die operante Konditionierung belangt eher aktives Verhalten
und seine Konsequenzen an (HOLMES ET AL. 2010). Sie unterscheidet sich zudem von der
klassischen Konditionierung, bei welcher die Présentation des unkonditionierten Reizes
(Futter oder Schock) nicht von der Verhaltensantwort des Tieres auf den konditionierten
Stimulus abhéngig ist (HEISE 1984).
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Abb. 6: Prinzip der operanten Konditionierung. Es entsteht eine Verkniipfung zwischen einem urspriinglich
neutralen Reiz und der Verhaltensantwort des Tieres, wodurch nach hinreichendem Training der jetzt
konditionierte Reiz das konditionierte Appetenzverhalten verursacht (modifizierte Graphik nach GATTERMANN).

Es besteht ein breiter Konsens, dass Dopamin sowohl bei der Pawlow'schen als auch
instrumentellen Konditionierung eine wichtige Rolle spielt (STARK ET 4L. 2004, DI CHIARA
UND BASSAREO 2007, ToMIE ET AL. 2008, HAzY ET AL. 2010, CLARK ET AL. 2012, ILANGO ET
AL. 2012, HOLMES UND FAM 2013). Dabei sind sowohl D1- als auch D2-Rezeptoren
entscheidend, wobei D1-Rezeptoren bedeutender sind als D2-Rezeptoren (LEX UND HAUBER
2008). Eine spezifische Blockierung der D1- und D2-Rezeptoren unterbindet die
Aufrechterhaltung einer spaten LTP, die ein Modell der zugrunde liegenden Mechanismen der
Gedachtnisbildung darstellt, und kann somit die Konsolidierung klassisch konditionierten
Verhaltens storen (FREY ET AL. 1989, FREY ET 4L. 1991, REYMANN UND FREY 2007). Das
bedeutet, Dopamin ist auch in der Festigung des Gedéachtnisses involviert (ACHAT-MENDES ET
AL. 2007). Weiterhin ist mesocoticolimbisches Dopamin wichtig bei Verhaltensreaktionen auf
eine primdre Belohnung und bei motivationsabhdngigen Reaktionen auf konditionierte
Stimuli. Die Présentation konditionierter Stimuli ist mit der neuronalen Aktivitat oder der
Dopamin-Freisetzung in den terminalen Regionen des mesocorticolimbischen Systems,
inklusive des Nacc, der Amygdala und des PFC verbunden (STARK ET AL. 1999, ZELLNER UND
RANALDI 2010). Die Aktivitat in der VTA, als Ursprung mesolimbischen Dopamins,
korreliert ebenso mit der Darbietung konditionierter Reize und ist zweifellos eine wichtige
Bedingung zur Reaktion auf konditionierte Stimuli. Sie scheint mit der Darbietung der
Stimulus-Belohnung-Abhangigkeit erworben zu sein, wobei die zugrunde liegenden,
neurobiologischen Prozesse noch immer nicht eindeutig geklart sind (ZELLNER UND RANALDI
2010).
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Ein sehr effektiver Test zur Untersuchung konditionierter Reaktionen ist die Pawlow'sche
Angstkonditionierung, das sog. Fear conditioning (PEzze UND FELDON 2004). Ein emotional
neutraler, konditionierter Stimulus (CS, z.B. ein diskreter Stimulus, wie ein Ton und/oder ein
kontextabhéngiger Reiz, wie eine bestimmte Umgebung) wird wéhrend der Akquise mit
einem aversiven, unkonditionierten Reiz (US, beispielsweise einem Fullschock) gepaart. Als
Ergebnis verursacht der konditionierte Stimulus aversiv verstarkende Eigenschaften und 16st
konditionierte Angstreaktionen (CR) aus und zwar auf dem gleichen Wege wie der
unkonditionierte Fullschock selbst (PEzze UND FELDON 2004). Neben der Option, die
Magnitude des Erschreckens (startle response) zu messen, ist es mdglich, die CS-US-
Assoziation Uber das konditionierte "Freezing"-Verhalten (dt.: Einfrieren) zu quantifizieren.
Dies ist durch die immobile Korperhaltung beobachtbar (PEzze uND FELDON 2004).
Unvermeidbare Angststimuli, wie ein Ton oder ein Kontext, die unmittelbar mit dem
FuBschock verbunden wurden, induzieren normalerweise ein konditioniertes Freezing, was
eine schitzende Antwort darstellt, denn Pradatoren reagieren besonders auf Bewegungen und
attackieren diese bevorzugt (PEzzé UND FELDON 2004). Das Fear conditioning wird
favorisiert zur Untersuchung emotionaler Mechanismen angewandt, denn Angst wird schnell
erlernt und lange erinnert. Zudem ist sie leicht induzierbar, modulierbar und quantifizierbar.
Dopamin ist zudem ein potentieller Neuromodulator von Angstverhalten und Angstlichkeit.
Infolgedessen ist das Fear conditioning ein ausgezeichnetes Paradigma, um die dem Lernen
und Erinnern zugrunde liegenden Prozesse und Mechanismen zu entschlisseln (PEzze UND
FELDON 2004). Das Fear conditioning wurde bereits von OHNO (2009) erfolgreich zur
Messung der konditionierten Angst bei der 5xFAD-Maus angewandt, wobei diese
Verhaltenseigenschaft bei transgenen Madusen blicherweise ab sechs Monaten reduziert ist
(OHNO 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wird das Fear conditioning als ein zentraler Lerntest

verwendet.

Der zweite Lerntest, der in den Untersuchungen Anwendung findet, ist das Morris
water maze. Das Morris water maze ist ein populdrer und weit verbreiteter Verhaltenstest, um
raumliches Lernen und Erinnern von Nagern zu untersuchen. Ublicherweise wird es
verwendet, um neurokognitive F&higkeiten von Tiermodellen oder die Effizienz von
Medikamenten und anderen Behandlungen zu untersuchen (LI ET AL. 2011). Mit Hilfe des
Water maze sind Beeintrachtigungen des Gedéchtnisses und damit Defizite im Hippocampus
demonstrierbar (LEE ET AL. 2011). Es kdnnen Ruckschlisse auf die neuronalen Hintergriinde
des rdumlichen Lernens und auf das Arbeitsgedéachtnis gezogen werden (MoRRIS 1984). Das

Water maze ist ein sehr sensitiver Test beziglich kognitiver Fehlfunktionen (MYHRER 2003).
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Der Test per se basiert auf dem Prinzip, dass das Versuchstier eine Plattform aufsuchen soll,
welche sich unter der Wasseroberflache in einem mit getribtem Wasser gefillten Bassin
befindet. Um die Plattform rdumlich zu orten, orientiert sich das Tier ausschlieBlich an
rdumlichen Landmarken in der unmittelbaren Umgebung des Wasserbassins. Nach
entsprechendem Training wird die Plattform von gesunden Tieren direkt und ohne Umwege
aufgesucht. (MoRRIS 1984). Das rdumliche Lernen im Water maze wird durch verschiedene
Neurotransmitter beeinflusst, wobei Dopamin neben Glutamat und GABA die bedeutendste
Rolle spielt (MYHRER 2003). Hinsichtlich dieser Tatsche ist dieses Lernparadigma besonders
geeignet, um eine Beeinflussung des Lernens ber das Dopamin-System zu demonstrieren.
Dopamin ist demnach sowohl beim prozeduralen Gedéachtnis (Fahigkeiten, Gewohnheiten) als
auch bei motivationalen Prozessen von Bedeutung, was diesen Transmitter sehr wichtig fir
das Lernen und Gedé&chtnis macht (SCHEICH ET AL. 1997, MYHRER 2003, STARK ET 4L. 2000,
2004, ROTHE ET AL. 2009, SHUMAKE ET AL. 2010, SCHICKNICK ET AL. 2012).

1.5 Stimulation des Dopamin-Systems

Da Dopamin beim Lernen und Gedéachtnis von entscheidender Bedeutung ist, kénnte eine
Stimulation des Dopamin-Systems einen positiven Einfluss auf das Lernen und Gedéchtnis
haben. Defizite, wie sie bei Alzheimer auftreten, kdnnten durch die Anregung des Dopamin-
Systems reduziert werden. Dies kdnnte zu einer Erhaltung, unter Umstanden sogar zu einer
Verbesserung der Lebensqualitat der von Alzheimer betroffenen Patienten fiihren. Zudem
leistet eine Steigerung der Lebensqualitat auch einen denkbar wirtschaftlichen Beitrag. Allein
in den Mitgliedstaaten der Europdischen Union beliefen sich die geschatzten Kosten fir
Demenz-Erkrankungen im Jahre 2008 auf 160 Billionen Dollar (22000 Dollar je Patient im
Jahr, WimMo ET AL. 2010). 2011 wurden die jahrlichen Kosten in Deutschland auf 13.080 Euro
je Patient geschatzt. Am kostenintensivsten war dabei die (Langzeit-) Pflege, die Uber 43 %
der Gesamtkosten ausmachte. Weiterhin ist ein zunehmendes Fortschreiten der Krankheit mit
héheren Unkosten verbunden (REeSE ET AL. 2011). Doch abgesehen vom Gkonomischen
Beitrag ist die Selbststandigkeit bzw. die Verzégerung der Pflegeabhéngigkeit der von
Alzheimer-betroffenen Patienten von ausschlaggebenderer Wichtigkeit. Denn Patienten, die
langer ohne Pflege auskommen, haben eine gesteigerte Lebensqualitat und nicht zuletzt hangt
die Lebensqualitat von den zunehmenden Beeintrachtigungen des Lernens und Gedachtnisses
ab.
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Um das Erinnerungsvermdégen und/oder das Lernen aufrecht zu erhalten, soll im Rahmen der
folgenden Untersuchungen gepruft werden, ob das vom Alzheimer-betroffene Gedéchtnis
dadurch positiv beeinflusst werden kann, indem der extrazellulare Dopamingehalt im
synaptischen Spalt mittels einer pharmakologischen Stimulation erhoht wird. Die
Konzentration an Dopamin im synaptischen Spalt basiert auf einem dynamischen
Gleichgewicht zwischen Dopaminfreisetzung und -abbau. Wéhrend die Freisetzung von
Dopamin ganzlich vom Aktionspotential abhéngt, erfolgt der Dopaminabbau durch die
Wiederaufnahme mit Hilfe des DAT (BENOIT-MARAND ET AL. 2011). Pharmakologisch kann
eine Erhéhung des Transmittergehaltes durch D1-Agonisten oder D2-Antagonisten erzielt
werden  (BENOIT-MARAND ET AL. 2011). Allgemein werden Dopamin-Agonisten
beispielsweise zur Behandlung von Hypokinesien bei der Parkinson-Krankheit angewendet,
wéhrend Dopamin-Rezeptor-Antagonisten  z.B. zur effektiven Behandlung von
Halluzinationen und Wahnvorstellungen bei Schizophrenie-Patienten Anwendung finden
(DzIEDZICKA-WASYLEWSKA 2004). Psychostimulanzien, wie Kokain, AMPH oder
Methylphenidat (MPH) werden als nitzliche Medikation eingesetzt, um diverse Krankheiten
zu behandeln, die unter anderem das dopaminerge System betreffen (HAN UND Gu 2006).
MPH (auch bekannt unter dem Namen Ritalin, Abb. 7) wird dabei sehr haufig als
Therapeutikum  bei ADHS  (JEZIERSKI ET AL. 2007, BALCIOGLU ET AL. 20009,
BETHANCOURT ET AL. 2009, 2011) und Narkolepsie verwendet (FERREIRA ET AL. 2010).
Pharmakologisch dhnlich den AMPH und Kokain (YANO UND STEINER 2007, DOw-EDWARDS
ET AL. 2008) stimuliert es die Freisetzung der Catecholamine Dopamin und Noradrenalin und
blockiert deren Wiederaufnahme. Dabei bindet es an die zugehorigen Transporter und
inhibiert hauptséchlich die Aufnahme von Dopamin (FERREIRA ET AL. 2010). Somit wird der
Gehalt an extrazellularem Dopamin im PFC (KoDA ET AL. 2010), Putamen und Nacc erhoht
(KUCZENSKI UND SEGAL 1997), was mit verstarkenden Eigenschaften in Verbindung gebracht
wird (FERREIRA ET AL. 2010). Dabei wird der Dopamingehalt im PFC durch MPH effektiver

erhoht als in striatalen Strukturen (ARNSTEN 2011).

O
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Abb. 7: Struktur von Methylphenidat (nach Y ANO UND
STEINER 2007)
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MPH wird jedoch nicht nur zur Therapie von Krankheiten angewandt, sondern auch von
Collegestudenten in den USA benutzt, um ihre akademische Leistung zu verbessern (MARCO
ET AL. 2011, SADASIVAN ET AL. 2012). Die jahrliche Prévalenz zur Nutzung von MPH stieg in
den letzten Jahren beachtlich an. Oftmals wird MPH zur Aufmerksamkeitsfokussierung, zum
Gewichtsverlust oder zur Erzeugung euphorischer Effekte konsumiert. Die Mehrheit der
Collegestudenten in den USA missbraucht es derweil, um leistungssteigernde Effekte zu
erzielen (MARcCO ET AL. 2011). Weiterhin konnte bereits durch Einzelfallstudien an
Demenzpatienten gezeigt werden, dass MPH das Verhalten beeinflusst, besonders die
Apathie, Willenlosigkeit und Unlust (GALYNKER ET AL. 1997). Bei einem 78-jahrigen, an
familidaren Alzheimer erkrankten Patienten konnten nach der Einnahme von MPH (5 bis
10 mg, b.i.d.) neben einer Senkung der Apathie ein verbessertes Schlafverhalten und eine
wiedererlangte Mimik festgestellt werden (KITTUR UND HAUSER 1999). Auch beim Nager
konnte ein Einfluss von MPH auf das Verhalten nachgewiesen werden. So ist bekannt, dass
die Exploration und Lokomotion gesteigert, die Angstlichkeit hingegen gesenkt wurde
(MCFADYEN-LEUSSIS ET AL. 2004, MIORANZZA ET AL. 2010, Numi ET AL. 2011). Auch das
Lernen im Morris water maze konnte positiv beeinflusst werden (MCFADYEN-LEUSSIS ET AL.
2004). Indessen gibt es bisher keine Literaturbefunde zum Einfluss von MPH auf Lern- und

Gedéachtnisdefizite bei einem Alzheimer-Tiermodell.

1.6 Ziel der Arbeit

Ausgehend von der Theorie, dass Dopamin eine wesentliche Rolle beim Lernen und
Gedachtnis spielt und MPH sowohl anregend auf die Produktion und gleichzeitig hemmend
auf den Abbau von vor allem Dopamin wirkt, sollen mittels einer pharmakologischen
Stimulation durch MPH Verhaltensdefizite reduziert werden, um so eine verbesserte Merk-
und Lernféhigkeit zu verursachen. Dadurch konnten Alzheimer-typische Lern- und
Gedachtnisdefizite, wie sie beim 5xFAD-Mausmodell postuliert sind, reduziert werden. Es ist
jedoch zu betonen, dass die Untersuchung keine Kausaltherapie darstellen soll, d.h., nicht die
Ursachen der Alzheimer-Krankheit sollen behoben werden, sondern vielmehr sollen
Symptome unterbunden und ggf. verbessert werden. Dazu soll die pharmakologische
Stimulation in unterschiedlichen Altersstufen erfolgen. Einerseits wird behandelt, sobald die
Verhaltensdefizite bei der 5xFAD-Maus phéanotypisch erstmals sichtbar werden (mit
6 Monaten), andererseits wenn sie vollends ausgebildet sind (mit 9 Monaten). Die
pharmakologische Behandlung transgener 5xFAD-Tiere konnte ein verbessertes

Lernverhalten im Morris water maze erkennen lassen und/oder wieder eine vermehrte
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Angstreaktionen im Fear conditioning aufweisen. Denkbar ware ein Ergebnis, dass sich auf
einem Niveau zwischen nicht stimulierten transgenen Tieren und Wildtypen (d.h. nicht-
transgenen Geschwistertieren) ansiedelt. In den Untersuchungen werden ausschliellich
Mannchen betrachtet, um einen moglichen Effekt des Ostrogenstoffwechsels auf den
Dopaminhaushalt auszuschlieen (HRUSKA UND NOWAK 1988, LEVESQUE UND DI PAoLO

1989, KUPPERS ET AL. 2000, IVANOVA UND BEYER 2003, JOHNSON ET AL. 2010).

Zu Beginn der Arbeit werden die Versuchstiere grundlegend charakterisiert. Dazu werden
phanotypische als auch immunhistochemische Untersuchungen angestellt. Es folgen
Verhaltensversuche ohne pharmakologische Stimulation, womit die Auspragung der Lern-
und Gedachtnisdefizite bei den 5XxFAD-Ménnchen eruiert werden soll. Zur Etablierung eines
geeigneten Verhaltenstests wird das Verhalten nicht-transgener und transgener 5xFAD-
Ménnchen in unterschiedlichen Altersstadien von 3, 6 und 9 Monaten analysiert. Dabei wird
eine Batterie von Experimenten durchgefihrt, die sowohl einfache motorische Tests, wie das
Elevated plus maze und das Open field als auch Lernversuche, wie das Morris water maze
und das Fear conditioning involviert. Da ein positives Ergebnis im Fear conditioning sowohl
als "Angstverhalten" als auch als "Lernen" interpretiert werden kann, werden die zuvor
angestellten Tests fur eine eindeutige Interpretation herangezogen. Nachdem die
Verhaltensuntersuchungen unbeeinflusster Versuchstiere abgeschlossen sind, werden
dieselben Verhaltenstests bei den pharmakologisch behandelten Tieren angewandt.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt auf der wesentlichen Frage, ob und inwiefern Lern-
und Gedachtnisdefizite bei der etablierten 5xFAD-Alzheimermaus durch eine
pharmakologischen Stimulation mittels MPH in vivo beeinflusst werden kénnen. Dabei sttzte
sich der experimentelle Teil auf folgende Fragestellungen:
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Die Entwicklung der Alzheimer-Pathologie bei der 5xFAD-Maus

>

Wie und in welchem Umfang erfolgt die Auspriagung und Verteilung der AB-Plaques
bei der 5xFAD-Maus?

Ab wann sind phanotypischen Unterschiede zwischen transgenen und nicht-transgenen
5xFAD-Méusen sichtbar?

Inwieweit unterscheidet sich der Nestbau der beiden Genotypen?

Gibt es Unterschiede in der Sensomotorik bzw. sensorischen Perzeption bei
transgenen und nicht-transgenen Mausen?

Wie ist die Angstlichkeit von 5XxFAD-Mannchen in den verschiedenen Altersstufen
von 3, 6 und 9 Monaten und zwischen den Genotypen ausgepragt?

Gibt es Verédnderungen im Lokomotions- und Explorationsverhalten mit
zunehmendem Alter bei transgenen oder nicht-transgenen 5XxFAD-Mannchen?
Inwiefern unterscheidet sich das rdumliche Lernverhalten und Gedé&chtnis zwischen
den Altersstufen und Genotypen?

Konnen die altersabhdngigen Unterschiede in der Konditionierung des
Angstverhaltens laut Literatur bestétigt werden?

Wie unterscheiden sich die untersuchten Parameter vom B6SJLF1/J-

Hintergrundstamm und zur Literatur zu den 5xFAD-Weibchen?

Pharmakologische Stimulation mannlicher 5xFAD-Alzheimermause

>

Bis zu welchem Alter sind die Voraussetzungen fir eine pharmakologische
Stimulation gegeben? Kann ein Abbau von funktionellen Dopamin-Neuronen bei alten
bzw. transgenen 5XxFAD-Ménnchen beobachtet werden?

Hat eine pharmakologische Stimulation in vivo mittels MPH einen Einfluss auf die
Angstlichkeit oder auf die Lokomotion bzw. Exploration bei 6 bzw. 9 Monate alten
5xFAD-Mannchen?

Kann das raumliche Lernverhalten der 5XxFAD-Mannchen durch MPH beeinflusst
werden?

Beeinflusst MPH die Angst-Konditionierung?

Was koénnen mdogliche Ursachen fir die MPH-Effekte bei den 5xFAD-Mannchen
sein? Weist der Dopamin-Transporter quantitative Verdnderungen zwischen

transgenen und nicht-transgenen Tieren auf?
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2 Material und Methoden

2.1 Puffer und Ldsungen

Substanzinjektion

Natriumchlorid 0,9 %
Methylphenidat (Hydrochlorid)
(3 mg/kg, 10 mg/kg; geldst in 0,9 % NacCl)

Verhaltensversuche

Iso-Propanol
Seifenlauge

Magermilchpulver (3g/l)

Gehirnpraparation

Halothan (2-Brom-2-chlor-1,1,1-trifluorethan)
PBS (0,1 M, pH 7,4)

Losung 1 (saurer Bestandteil)
NaCl 182¢g
NaH,PO, x H,O 2,739
(ad 200 ml Aqua dest.)

Losung 2 (basischer Bestandteil)
NaCl 7,26 ¢
Na,HPO, x 2 H,0O 14,259
(ad 800 ml Aqua dest.)

- Titration mit saurer Losung auf pH 7,4

PFA (Paraformaldehyd-Ldsung)
Paraformaldehyd 4049
PBS (0,1 M) 1000 ml
- Erhitzen der L6sung bis sie klar ist
- Filtration mittels Faltenfilter
- ggf. 1 Tropfen 1 N NaOH (MERCK) zugeben
Saccharose (30 %ig)

30 g Saccharose

HERSTELLER

BRAUN
SIGMA

PROCURA
BODE
SALITER

SIGMA

SIGMA-ALDRICH
ROTH

SIGMA-ALDRICH

ROTH

MERCK

ROTH
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ad 100 ml PBS (0,1 M)

Aufarbeitung der Gehirne

Kryoprotektionsldsung (CPS)

Ethylenglycol 250 ml ROTH
Glycerin 250 ml ROTH
PBS0,1M 500 ml

- Lagerung bei Raumtemperatur (ca. 23 °C)
Immunhistochemie
DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindol, dihydrochlorid) MOBITEC
DNS (Eselserum) SIGMA
PBS/TritonX-100 0,5 %
5 ml Triton X-100 (C34Hg,011) ROTH

ad 1000 ml PBS (0,1 M, pH 7,4)

- mit dem Rihrkern vermischen
Entwéssern
DPX FLUKA
2-Propanol (Optal) ROTH
Rotisol ROTH
Xylol ROTH
Tab. 1: Verwendete Primarantikorper
Primarer Antikorper Verdunnung | HERSTELLER
Maus anti-Amyloid-B 1:250 IBL
Ziege anti-Aromatische Aminoséuredecarboxylase 1:500 SANTA CRUZ
Kaninchen anti-Dopamin-Transporter 1:1500 MILLIPORE
IB4 (Cy3-konjugiert) 1:500 VECTOR
STL-FITC (Solanum tuberosum Lectin, Fluoreszin-konjugiert) | 1:100 VECTOR
Kaninchen anti-Tyrosinhydroxylase 1:1000 MILLIPORE

Die Sekundéarantikorper (DIANOVA) stammen aus Esel. Sie waren Cy2-, Cy3- oder Cy5-

konjugiert und wurden in einer Verdiinnung von 1:500 angewandt.
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2.2 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Zuchtlinie 5XFAD (Tg6799) stammte aus der hauseigenen Zucht des DZNE (Deutsches
Zentrum fur Neurodegenerative Erkrankungen, Standort Magdeburg). Die Stammtiere waren
Nachkommen der Lieferung von JACKSON LABORATORY. Die Zucht und Haltung der Tiere
erfolgten in einem klimatisierten Zuchtraum bei 20 °C £ 2 °C, bei einer relativen Luftfeuchte
von 55 + 10 % und einem Licht-Dunkel-Wechsel von L:D 12:12 mit Licht an ab 6:00 Uhr
(MEZ). Die Tiere wurden in Gruppen (maximal 5 Tiere eines Wurfes) in einem 1VC-Kafig
(39 x 19 x 12 cm, TECNIPLAST) gehalten. Wasser und Futterpellets (SNIFF) standen den Tieren
ad libitum zur Verfligung. Zusétzlich wurde Nestbaumaterial zur Verfugung gestellt. Am
Zuchtk&fig wurden fir die Tiere die Zuchtlinie, die Eltern, die Anzahl der im Kafig
befindlichen Mé&use, das Geburts- und Absetzdatum sowie flr die laufende Tiernummer die
Ohrmarkierung, der Genotyp und Bemerkungen wie die Fellfarbe vermerkt. Tiere, die sich im
Versuch befanden, wurden einzeln in einem MacrolonkafigTyp Il (EBECO) gehalten. Sie
wurden kodiert und erhielten eine substituierte Tierkarte, sodass keine Rickschlusse auf den
Genotyp gemacht werden konnten. Daneben wurden lediglich noch die Zuchtlinie sowie das
Geburtsdatum, die  Ohrmarkierung und die Fellfarbe festgehalten. Fir die
Verhaltensexperimente wurden die Tiere aus ihren Haltungskafigen in die Versuche
genommen und nach Beendigung des Versuches wieder in die Heimké&fige zurlickgesetzt,
damit sie moglichst wenig Stress ausgesetzt waren. Fir die Untersuchungen (ausgenommen
der phéanotypischen Charakterisierung und der immunhistochemischen Farbungen der
Plaques) wurden ausschliellich Méannchen verwendet. Alle Tierversuche wurden von der
Ethikkommission des Bundeslandes Sachsen-Anhalt genehmigt und gehen mit den Deutschen

Richtlinien fir Tierversuche konform.

2.3 Phanotypische Charakterisierung

Zur Charakterisierung der 5xFAD-Maus wurden die transgenen und nicht-transgenen
Geschwistertiere phénotypisch untersucht. Neben einer Einschatzung der Motorik und
Agilitat wurde die Haltung der VVorder- und Hinterpfoten beobachtet. Zudem wurden die Tiere
auf ihre Fallreflexe hin untersucht, indem sie am Schwanz festgehalten und kontrolliert auf
die Tischplatte zubewegt wurden. Ein Ausstrecken der Pfoten indizierte dabei gesunde
Reflexe, wéhrend ein Faustballen (sog. Clasping) motorische Stérungen aufzeigte. Weiterhin
erfolgte eine quantitative Analyse des Nestbaus vor sdmtlichen Verhaltensversuchen, indem

analog zu FILALIET AL. (2011B) die fiinf folgenden Kategorien festgelegt wurden: das
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Nestbaumaterial wurde 1 = gar nicht angeriihrt; 2 = teilweise gerissen; 3 = meist geschreddert,
aber auf keiner identifizierbaren Seite platziert; 4 = zu einem flachen Nest verarbeitet; 5 = zu

einem perfekten Nest verarbeitet.

2.4 Substanzinjektion

Fur die pharmakologische Stimulation wurde Methylphenidat (Hydrochlorid, MPH) in den
Konzentrationen von 3 mg/kg bzw. 10 mg/kg oder Natriumclorid (NaCl; 0,9 %) als Kontroll-
und Trégersubstanz sowohl den transgenen als auch den nicht-transgenen Geschwistertieren
intraperitoneal (i.p.) 45 min vor den Verhaltensuntersuchungen injiziert. Dabei erfolgte die
Injektion einmalig vor dem Elevated plus maze-Test, vor dem ersten Trial des Open field-
Tests, vor jedem Trainingstag im Morris water maze und vor der ersten Habituation im Fear

conditioning.

2.5 Verhaltensuntersuchungen

Zur Etablierung eines geeigneten Verhaltenstests wurde das Verhalten von zunédchst
unstimulierten, transgenen und nicht-transgenen 5XxFAD-M&usen erforscht. Zuerst erfolgten
Analysen im Adhesive removal test und im FuBschocksensitivitatstest. Anschliefend wurden
andere  Versuchstiere hinsichtlich ihrer  Angstlichkeit, ihres Explorations- und
Lokomotionsverhaltens sowie ihres rdumlichen Gedéachtnisses und konditionierten
Angstverhaltens auch im Vergleich zum Hintergrundstamm B6SJLF1/J untersucht. Dazu
wurden drei, sechs und neun Monate alte Tiere verwendet. Nach der grundlegenden
Charakterisierung erfolgten dieselben Tests mit pharmakologisch stimulierten 5XxFAD-Tieren
im Alter von sechs und neun Monaten. Die wesentlichen Verhaltensversuche, die fur die
Auswertung relevant waren und die im Zusammenhang mit der pharmakologischen
Stimulation durchgeflihrt wurden, waren das Elevated plus maze, das Open field, das Morris
water maze und das Fear conditioning. Dabei durchlief jedes Versuchstier eine spezifische
Abfolge der Tests (Tab. 2).

Die Beobachtungen der Versuchstiere im Elevated plus maze, Open field und Morris
water maze wurden mit dem Video-Aktivitats-Messsystem ,,Video Mot 2“ (Version 5.76,
TSE SysTems, Bad Homburg, Deutschland) durchgefiihrt. Eine Uber den Apparaturen
angebrachte Kamera zeichnete die Bewegungen des Tieres auf. Mit Hilfe der zugehdrigen
Software konnten dann die dem Test entsprechenden Parameter ausgewertet werden. Die
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Reinigung der Versuchsapparaturen erfolgte nach jedem Durchgang mit 70 %igem
2-Propanol (ausgenommen das Water maze und der Trial 3 des Fear conditioning), um eine

olfaktorische  Beeinflussung der einzelnen Versuchstiere zu vermeiden. Alle

Verhaltensuntersuchungen wurden zwischen 8:00 Uhr und 17:00 Uhr (MEZ) durchgefihrt.

Tab. 2: Paradigma fur die Verhaltensuntersuchungen. Die Spritze symbolisiert eine einmalige i.p.-
Verabreichung von MPH (3 mg/kg bzw. 10 mg/kg) oder NaCl (0,9 %).

Tagl Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
W Elevated Open field Open field
plus maze
0
c| A A
h p—
e
1 ]
1 | 24 h
4h
W Water maze Water maze Water maze Water maze Water maze
c
: (DY D D A
e
: U\ N\
Fear Fear Fear
W conditioning conditioning conditioning
0
C
h
e
3
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2.5.1 Elevated plus maze

Das Elevated plus maze diente der Messung der natiirlichen Angstlichkeit. Gesunde Méuse
verbringen mehr Zeit in den geschlossenen Armen und vermeiden die offenen Arme, um sich
zu schitzen. Die aus Kunststoff bestehende Apparatur (TSE SysTems, Bad Homburg,
Deutschland, Hohe 60 cm) bestand aus vier Armen (B x L: 5 x 28 cm), die plusférmig im
90 °-Winkel voneinander angeordnet waren. Zwei sich gegenuberliegende Arme waren offen,
die anderen beiden sich gegentberliegenden geschlossen, indem sie durch Wande (Hohe
15,5cm) an den drei AuBenseiten umgeben wurden. Zu Beginn wurde die Maus in das
Zentrum des Maze gesetzt. Die Explorationszeit im Elevated plus maze betrug 5 min. Die Zeit
und die Anzahl der Kreuzungen in den offenen bzw. geschlossenen Armen sowie die
Aufenthaltsdauer in der Mitte der Apparatur wurden protokolliert. Wenn die Maus von einem
offenen Arm herunterfiel, galt der Versuch als nicht gultig und die Daten dieses Tieres

wurden in der Auswertung nicht berlicksichtigt.
2.5.2 Open field

Im Open field konnte die lokomotorische Aktivitat und das Explorationsverhalten analysiert
werden. Gesunde Mause explorieren im Feld und richten sich an den Wénden als Zeichen der
Agilitat auf. Das Zentrum des Feldes wird fiir gewohnlich gemieden. Das Versuchstier wurde
in die Mitte des leeren Feldes (B x L: 40 x 40 cm, TSE SYSTEMS) eingesetzt und explorierte
5 Minuten ohne Einfluss von Stérfaktoren. Lichtschranken an zwei sich gegentber liegenden
Seiten dienten der Messung einer vertikalen Aktivitat, d.h. wenn sich das Versuchstier
aufrichtete (Rearings). Das Open field wurde imaginar in 4x4-Unterfelder unterteilt, sodass
eine rdumliche Trennung der Versuchsapparatur in ein Zentrum (die vier zentralen Felder)
und ein Randgebiet (die das Zentrum umgebenden Felder) entstand. Diese Einzelfelder
konnten mit Hilfe des Analyseprogrammes separat ausgewertet werden. Aus den Protokollen
wurden die zuriickgelegte Strecke, die Kreuzungen der Felder (Crossings), die Summe des
Aufrichtens (Rearings), sowie die Zeit im Zentrum des Versuchsfeldes fir jeden Versuchslauf
analysiert. Wenn die Lichtschranken durchbrochen wurden, weil das Tier zu gro8 war oder
der Schwanz senkrecht ausgerichtet war, wurden die Rearing-Werte dieses Tieres aus der
Auswertung ausgeklammert. Mittels der Habituation im Open field-Tests war es moglich,
Rickschlisse auf das Erinnerungsvermégen der Tiere zu machen. Nach der Akquise wurden
die Versuchstiere 4 Stunden (Recall) und 24 Stunden (Re-recall) spater noch einmal getestet.
Die zuriickgelegte Strecke und die Anzahl der Rearings dienten dabei als Parameter. Waren
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die Tiere beztglich der Lokomotion und Exploration dhnlich aktiv wie in der Akquise, wurde
dies als Beeintrachtigung des Kurzzeitgedachtnisses (4 h, Recall) bzw. Langzeitgedachtnisses
(24 h, Re-recall) gewertet. Dieses Paradigma wurde zusétzlich in den Versuchen der

pharmakologischen Stimulation angewandt.

2.5.3 Adhesive removal test

Der Adhesive removal test diente der Untersuchung sensomotorischer Féhigkeiten. Angelehnt
an die Ausfihrungen von FRERET ET AL. (2009) wurde der Maus an der Unterseite beider
Vorderpfoten Klebeband (0,6 x 0,6 cm) befestigt. AnschlieRend wurde das Tier in eine Box
(B x Lx H: 19 x 29 x 19 cm) platziert und die bendtigte Zeit, bis beide Tapes von den Pfoten
entfernt waren, wurde dokumentiert. Nach maximal 120 s wurde der Versuch beendet.

2.5.4 Morris water maze

Das Morris water maze diente der Durchfiihrung von Experimenten zum raumlichen Lernen
und Gedéachtnis. Die Versuchstiere lernten eine nicht sichtbare Plattform in einem
Wasserbecken (TSE SysTems) zu lokalisieren. Dazu wurde das Wasser in einem
Kunststoffbecken (@ 120 cm, Hohe 60 cm, V =333 L) mit Milchpulver (3 g/l; SALITER)
getribt. Aller zwei Tage erfolgte ein Wechsel des Milchwassers. Die Wassertemperatur
betrug 20 + 2 °C, um eine Hypo- bzw. Hyperthermie der Maus zu vermeiden. Die Plattform
(Durchmesser: 10 cm, Hohe 29 cm) wurde in einem der vier definierten Quadranten fixiert
und befand sich 0,5 cm unter der Wasseroberflache. Vier Landmarken, welche zur raumlichen
Orientierung dienten, wurden an die das Maze umgebenden Paravents angebracht. In der
Akquisitionsphase wurden die Tiere vier Tage in je vier Experimenten (Trials) mit einem
Inter-Trial-Intervall von 30 min trainiert (Trial 1-16). Die Startposition wurde bei jedem
Durchgang (sowohl zwischen den Trials an einem Tag als auch zwischen den Versuchstagen)
randomisiert, um zu vermeiden, dass das Tier die Wegstrecke bis zum Ziel lernte. Die
Plattform sollte innerhalb von 120 s lokalisiert werden, wohingegen der Trial beendet war,
wenn die Maus die Plattform erreicht hatte, auf der sie anschlieBend weitere 10 s verharrte.
Erreichte das Versuchstier das Ziel nicht in der vorgegebenen Zeit, wurde es zur Plattform
geflihrt. Anschliefend wurde die Maus im Kafig unter Rotlicht (Typ HP3643, PHILIPS)
getrocknet. In der Akquisitionsphase wurde die Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattform
registriert. Am flnften Tag (Trial 17) erfolgte der Testlauf 24 Stunden nach dem letzten

Training. Dazu wurde die Plattform aus dem Becken entfernt und das Versuchstier wurde in
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das Bassin im gegeniberliegenden Quadranten der ursprunglich lokalisierten Plattform
eingesetzt. Die Testdauer betrug fir jedes Versuchstier 120 s, wobei die Maus wahrend dieser
Zeit frei im Wasser schwamm. Flr die Auswertung wurden die Latenzzeit bis zum Erreichen
der Plattformregion, die gesamte, geschwommene Strecke, die Besuche der Plattformregion
und des Zielquadranten, die Zeit in der Plattformregion und im Zielquadranten sowie die

Schwimmgeschwindigkeit festgehalten.

2.5.5 FuRschock-Sensitivitatstest

Fur die Bestimmung der Sensitivitat auf einen Fullschock wurde sich der Methode von
PAMPLONA ET AL. (2010) bedient. In einem isolierten Kompartiment einer Shuttle Box
(B xLxH:17x 15 x 19 cm, HASOMED, Magdeburg, Deutschland) wurde der Schwellenwert
durch Hoch- und Herunterregulation der Stromstérke ermittelt. Mit Hilfe des Learning
Analysis Systems (LAS; HASOMED) erfolgte die Konfiguration der Versuchseinstellung. Nach
einer Habituationszeit von 1 min wurde eine Serie von FuRschocks (fur je 1 s) in einem 10 s-
Intervall Uber ein Metallgitter verabreicht. Die Schockintensitaten erstreckten sich von
0,02 mA bis 0,6 mA mit einer sukzessiven Zunahme um 0,02 mA. Als erster Indikator auf
den nozizeptiven Stimulus wurde ein Zusammenzucken des Tieres gewertet. Dieses
Zusammenzucken ist fir gewohnlich die erste Reaktion auf einen aversiven Fuschock und
wurde als Antwort auf den entsprechenden Schwellenwert interpretiert. Mit zunehmenden
Intensitaten andern sich die Verhaltensweisen Utber eine Lautgebung (z.B. quieken) bis hin zu
Spriingen oder der Freezing-Reaktion (Ausbleiben jeglicher Bewegung, auer der Atmung).
Nach der schrittweisen Steigerung der Stromintensitat bis auf das Maximum von 0,6 mA
wurde diese im gleichen Muster wieder gesenkt, um den exakten Schwellenwert der

Stromstarke zu manifestieren.

2.5.6 Fear conditioning

Das Fear conditioning-Paradigma sollte als schneller und erfolgreicher Test zur Messung
klassisch konditionierter Angstreaktionen Anwendung finden (Abb. 8). Die vier AuRenwande
der Versuchsbox (B x L x H: 17 x 15 x 19 cm) bestanden an der Vorder- und Hinterseite aus
Acrylglas (Kontext). Die Konfiguration der Versuchseinstellungen erfolgte tiber das Learning
Analysis System (LAS, HAsoMmED). Im Trial 1 wurde das Tier Uber einen aufklappbaren
Deckel in die Box gesetzt. In diesem ersten Kontext wurde dem Tier nach einer

Habituationszeit von 3 min ein Ton (1-2 kHz; 99 dB) fur 20 s iber Lautsprecher présentiert.
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Diesem schloss sich ein FuRschock (I =500 pA, wahrend der letzten 2 s der Tondarbietung)
an, welcher Uber einen aus Metallstaben bestehenden FulRboden gegeben wurde. Es folgte
eine Pause von 40 s. Die Darbietung der Stimuli wurde insgesamt drei Mal wiederholt. Bei
Tieren ab einem Alter von 6 Monaten wurde die Konditionierungsphase auf flnf
Wiederholungen erhoht, um eine bessere Erinnerungsfestigung zu gewaéhrleisten
(KIMURA UND OHNO 2009). Der Fulischock fuhrte zum Freezing des Tieres, welches notiert
wurde. Nach der letzten Darbietung des Fullschockes verblieb das Versuchstier fir weitere
30s in der Versuchsapparatur, um eine Assoziationsbildung zwischen dem aversiven
FuBschock und dem Experimentator zu vermeiden. 24 Stunden spater (Trial 2) wurde in der
gleichen Umgebung die Summe der Freezing-Reaktionszeit innerhalb von 3 min ohne die
Présentation des Tones oder Fullschockes gemessen. Diese Reaktionszeit galt als Mal? fir die
konditionierte Angst-Reaktion. 48 Stunden nach dem Training (Trial 3) erfolgte die Messung
der Freezing-Zeit in einer anderen Umgebung (bedeckter Glaszylinder (&: 20 cm, H: 20 cm),
China-Ol zur Geruchsveranderung). Das Versuchstier erhielt keinen FuRschock,
ausschlieRlich der Ton, der nach der Habituationszeit von 3 min fur 3x 20 s ertonte, war der
Maus bekannt. Zwischen den Ténen wurde eine Pause von 40 s dargeboten. Die Reinigung

des Glaszylinders erfolgte ausschlie3lich mit Seifenlauge.

Trial 1 Trial 2 Trial 3
B L Box) | |- (Glaszylinder) _ .
Habituation (3 min) Habituation (3 min) Habituation (3 min)
! ! !
Ton (18 s) ) kein Ton Ton (20 s) )
! kein Schock
Ton + Schock (2 s) 3.5y ! \3x
!
Pause (40 s) Pause (40 s)
J J
> 6-8 min > 3 min > 6 min

Abb. 8: Fear conditioning-Paradigma. Wahrend des ersten Trials erfolgte nach einer Habituationszeit von drei
Minuten die Konditionierung des Versuchstieres auf die Umgebung und den Ton. Der Test zur Konditionierung
auf die Umgebung erfolgte 24 Stunden, der zur Konditionierung auf den Ton 48 Stunden nach dem Training.
Ton: 1-2 kHz; | = 3x 500 pA (3 Monate alte Tiere); 5x 500 pA (ab 6 Monate alte Tiere)
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2.5.7 Aktivitat im Heimkafig und Laufrad

Um die Wirkungsdauer von MPH in vivo zu analysieren, wurden 9 Monate alte transgene und
nicht-transgene Mause Uber den Zeitraum von einer Woche unter pharmakologischer
Stimulation im Heimkafig beobachtet. Am Kaéfig selbst war ein Infra Mot-System (TSE
SysTEMS) installiert, welches die Aktivitat des Tieres im Heimkéfig mittels der Software
,PhenoMaster“ kontinuierlich erfasste. Die Registrierung erfolgte durch einen
Bewegungssensor, der aus einem 180° aus einzelnen Segmenten zusammengesetzten
Facettenauge bestand. Das Infra Mot-System indizierte eine Aktivitat, sobald neben der
Bewegung auch die Korperwarme des Tieres erfasst wurde. Ferner erhielten die Méause freien
Zugang zu einem im Kafig befindlichen Laufrad. Die Aktivitat im Laufrad wurde (ber einen
zweiten Computer mit demselben Programm , PhenoMaster” analysiert. Nach einer
Habituationszeit von drei Tagen erhielten die Versuchstiere fiir vier Tage einmal am Tag
zwischen 12:00 Uhr und 13:00 Uhr entweder eine MPH-Injektion (10 mg/kg) oder als
Kontrollsubstanz NaCl (0,9 %). Fur die Auswertung wurden die datierte Aktivitat und die
gelaufene Strecke im Laufrad jeweils in einer separaten CSV-Datei gesichert. Es wurde der
Durchschnitt der Aktivitdten der vier Injektionstage gebildet und anschlielend die erste

minimale Aktivitat nach der Injektion sowie der maximale Effekt von MPH abgelesen.

2.6 Gehirnpréaparation

Fur die immunhistochemischen Analysen wurden die Tiere perfundiert und die Gehirne
entnommen. Dazu wurden die Mause zuerst mit einem Gemisch, bestehend aus
Distickstoffmonoxid und Sauerstoff (1:1) sowie Halothan (2-3 %) betdubt. Nach der
anschlieBenden Freipraparation des Herzens wurden mit Hilfe einer Flexule Uber einen
Katheter 30 ml PBS (0,1 M, pH 7,4) und 30 ml 4 %iges PBS-PFA in die linke Herzkammer
eingespllt. Durch Anschneiden der rechten Vorkammer wurde der Blutkreislauf gedffnet,
sodass ein Durchspllen desselbigen gewéhrleistet wurde. Nach der Dekapitation wurde der
Schédel freiprapariert, die Schadeldecke abgelost und das Gehirn heraus prapariert. Im
Anschluss wurden die Gehirne nochmals fur eine Stunde in PFA nachfixiert. Fir weitere
2x 3 Tage wurden sie in 30 %iger Saccharose-Losung gelagert, um das restliche Wasser aus
den Zellen zu substituieren. Im Anschluss wurde die Gehirne bis zur Weiterverarbeitung
bei -80 °C eingefroren. Vor den immunhistochemischen Untersuchungen wurden die Gehirne
geschnitten. Dazu wurden sie 24 Stunden vor dem Schneiden von -80 °C in -20 °C tberftihrt.

Mit einem Kryostaten (LEicA CM3050) wurden bei einer Kammertemperatur von -16 °C und
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Objekttemperatur von -11 °C 30 um dicke Coronalschnitte angefertigt. Zur Lagerung wurden
die Schnitte in CPS tberfihrt.

2.7 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen der coronalen Gehirnschnitte erfolgten nach der
indirekten Methode (Abb. 9). Die Gehirnschnitte wurden mit PBS 3x 5 Minuten gewaschen.
Im Anschluss wurde fir 2 Stunden mit Hilfe von PBS/0,5 % TritonX-100 und 10 %
Eselserum bei Raumtemperatur (21-23 °C) geblockt. Die Inkubation mit dem spezifischen
Primarantikorper erfolgte tiber Nacht bei 4 °C in PBS/0,5 % TritonX-100 und 5 % Eselserum.
Am darauf folgenden Tag wurden die Gehirnschnitte 3x 5 Minuten in PBS gewaschen. Der in
PBS verdunnte, sekundéare Antikérper wurde fur mindestens 2 Stunden im Dunkeln inkubiert,
um ein Ausbleichen des Chromophors zu vermeiden. Dabei wurden aus Esel gewonnene
Cy2-, Cy3- und Cy5-konjugierte Farbstoffe (1:500) verwendet. Danach wurden die Schnitte
fur 3x 5 Minuten in PBS gewaschen und zur Farbung der Zellkerne fir maximal 15 Minuten
mit DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindol, dihydrochlorid; 1:10000) inkubiert. Nach drei
weiteren Waschschritten (3x 10 Minuten) in PBS wurden die Gehirnschnitte in einem
Gemisch aus Aqua dest. + PBS (1:1) + TritonX-100 auf Objekttrager aufgezogen und im
Dunkeln luftgetrocknet. Im Anschluss wurden die Schnitte in einer aufsteigende Alkoholreihe
(je 5 Minuten 50 %, 70 %, 90 %, 100 % Rotisol, Optal (2-Propanol), Xylol I/I1) entwéssert

und mit DPX eingedeckelt. Nachdem das Einbettmedium erhartet war, erfolgt die konfokale

— Fluorochrom-konjugierter Sekundarantikorper

J k Priméarantikorper

-h- ﬁ Antigen

Abb. 9: Prinzip der indirekten Immunhistochemie. Der primére Antikorper bindet spezifisch an das Antigen
der zu untersuchenden Probe. Der Chromophor enthaltende sekundére Antikdrper bindet spezifisch an den
priméren Antikorper. Der Farbstoff erscheint bei der konfokalmikroskopischen Analyse je nach Markierung grin
(Cy2), rot (Cy3) oder purpur (Cy5).

Auswertung der Farbungen.
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2.8 Mikroskopische Auswertung und Zellzéhlung

Die konfokale Analyse der immunhistochemischen F&arbungen wurde mit Hilfe des
Konfokalmikroskopes LSM 5 Pascal Exciter (CARL ZEiss, Jena) und der Software
LSM 5 Pascal v4.0 durchgefuhrt. Das Konfokalmikroskop verfligte tber drei Laser (Argon
Aem = 450-530 nm, Helium/Neon Agm = 543 nm, Helium/Neon Agm = 633 nm) sowie eine
Diode (Aem = 405 nm) zur Anregung der Fluorochrome. Die Schnitte wurden im
Multitracking-Verfahren gescannt, um eine Uberlappung der Kanale zu vermeiden. Fir die
Aufnahmen der Plagues im Hippocampus wurde die 10-fache VergréfRerung, EC Plan
Neofluar (NA 0,3) und in den restlichen Hirnregionen die 20-fache Vergrof3erung, Plan-
Apochromat (NA 0,8) verwendet. Einzelne Plaques wurden in der 63-fachen VergroRerung,
Plan-Apochromat (NA 1,4; Ol)) dargestellt.

Die Zellzdhlung der TH- (Tyrosinhydroxylase-) und AADC- (Aromatische
Aminoséuredecarboxylase-) positiven Zellen in der VTA in 40-facher Vergrélierung, EC Plan
Neofluar (NA 1,3; OI) und der DAT- (Dopamin-Transporter) positiven Zellen im PFC in
63-facher VergroRerung, Plan-Apochromat (NA 1,4; Ol) erfolgte mittels des Programmes
ZEN 2012 (CARL ZEISS). TH-positive Neurone wurden bestimmt, um die Gesamtzahl positiv
gefarbter Zellen in der VTA zu analysieren. AADC-positive Zellen wurden beriicksichtigt,
um auf die Anzahl funktioneller Dopamin-Neurone zu schlieBen. Fur die DAT-Z&hlung im
PFC dienten als Referenz DAPI-positive Zellen. Je Gehirnschnitt wurden vier Bilder
aufgenommen, d.h. je zwei auf der linken und rechten Hemisphare. Eine Aufnahme in der
40-fachen VergrolRerung umfasste ein quadratisches Feld von 200 um x 200 um
(Gesamtflache 0,04 mm?Bild = 0,16 mm?/Schnitt). In der 63-fachen VergréRerung ergab sich
ein quadratisches Feld von 130um x 130 pm (Gesamtflache 0,0169 mm?%/Bild =
0,0676 mm?/Schnitt). Ergaben sich mehrere Schnitte pro Tier, wurde der Mittelwert der Werte
gebildet.

2.9 Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Der Mann-Whitney Rank Sum
Test fand bei dem Vergleich der beiden Genotypen Anwendung und der Kruskal Wallis
ANOVA Test diente der Gegenuberstellung der verschiedenen Altersstadien und der
unterschiedlich stimulierten Gruppen eines Genotyps (Sigma Plot, Version 12.3). Die Zwei-

Wege ANOVA mit wiederholter Messung wurde bei der Varianzanalyse der Latenzzeiten im
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Morris water maze und der Analyse der Aktivitaten im Heimké&fig und Laufrad angewandt
(GraphPad Prism 6 (Version 6.01). Zusatzlich wurden die Area under curves (AUC) zur
Analyse der Lernkuven im Morris water maze und der Aktivitatskurven im Heimkéafig und
Laufrad bestimmt. Die Rangkorrelation nach Spearman wurde zur Uberpriifung eines
Zusammenhanges zwischen der Aktivitat im Heimkafig und Laufrad bei transgenen bzw.
nicht-transgenen 5xFAD-Mausen benutzt. Den statistischen Analysen wurde eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 zu Grunde gelegt. Mogliche ,,Ausreiler” wurden je
nach StichprobengroRe mit Hilfe des Ausreilertests nach Grubb (groRer Stichprobenumfang)
oder nach Dean-Dixon (kleine Stichprobengréf3e) bestimmt und aus der statistischen Analyse

ausgeklammert.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der 5xFAD-Maus

3.1.1 Immunhistochemische Farbung der Plaques

Mittels der immunhistochemischen Analyse der Plaques (Abb. 10) wurde nachgewiesen, dass
sich bei transgenen 5xFAD-Ma&usen mit etwa 11 Wochen (~2,5 Monate) kleine diffuse
Plaques, zuerst im PFC und Subiculum bildeten. Im Anschluss entstanden Plaques ab etwa
13 Wochen (~3 Monate) in der Amygdala und im Cortex in der Schicht 5 sowie im
Cerebellum und ab ca. 17 Wochen (~ 4 Monate) im Hippocampus. Im Putamen des Striatums
traten die ersten Plaques erst mit 36 Wochen (~ 8,3 Monate) auf. Der Nucleus basalis
(Meynert) als wichtigster Acetylcholin-produzierender Kern wies in den Gehirnen der

untersuchten 5XxFAD-Maus keine Plaque-Ablagerung auf.

Aus den kleinen diffusen Plaques bildeten sich spéater grof3e und sehr dichte Plaques (Abb. 11)
mit ihrer Wagenrad-ahnlichen Struktur (Abb. 12). Zudem wurde im Zusammenhang mit der
Untersuchung der Farbungen beobachtet, dass Weibchen im Vergleich zu Mannchen eher
Plagues bildeten. Die Darstellung der Ubersichtsfarbungen wurde jedoch nicht nach

Geschlecht unterschieden.

Mit der Plaque-Beladung ging eine Ansammlung von Mikroglia um die Plaques (rot) einher.
Die aktivierten Mikroglia traten erstmals in der 13. Woche im Subiculum, in der 17. Woche
im PFC, Hippocampus, in der Amygdala und in der Schicht 5 des Cortex auf. Ab der 38.
Woche (~8,5 Monate) waren die Mikroglia auch im Putamen beobachtbar. Im Cerebellum
war keine Ansammlung von Mikroglia um die Plaques in den hier untersuchten Altersstadien

auszumachen.
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Alter in
Wochen
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Abb. 10: Plaque-Farbung in verschiedenen Gehirnregionen der 5xFAD-Maus in Abhangigkeit vom Alter.
Ab ca. 11 Wochen begann die Plaque-Beladung im PFC und Subiculum (weiRer Kasten) und breitete sich bis zur
17. Woche in die Amygdala, in die Schicht 5 des Cortex, ins Cerebellum und in den Hippocampus aus. Im
Putamen begann die Plaque-Beladung in der 36. Woche. Im Nucleus basalis entstanden keine Plaques. Zudem
war ab der 13. bzw. 17. Woche eine deutliche Anh&ufung von Mikroglia um die Plaques (rot) zu erkennen.
PFC — Préafrontaler Cortex, Put — Putamen im Striatum, Nbas — Nucleus basalis (Meynert), Hpc — Hippocampus,
Sub - Subiculum, Amy - Amygdala, Ctx L5 — Cortex Schicht 5, Cer — Cerebellum, B6 - C57BL/6J;
STL-FITC, 1B4, Abeta, DAPI (Ma3stab 100 pm)
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11 Wochen 13 Wochen 17 Wochen 19 Woche

¢

24 Wochen 36 Wochen 38 Wochen

Abb. 11: Plaque-Entwicklung im prafrontalen Cortex. Aus kleinen, diffusen Plaques entstanden grof3e, dichte
Plaques. Ab der 17. Woche war eine Mikrogliose erkennbar (rot angeférbt). STL-FITC, IB4, Abeta, DAPI
(MaRstab 50 um)

STL-FITC

Abb. 12: Plaque eines 39. Wochen alten Tieres. Erkennbar war die typische Wagenrad-ahnlichen Struktur,
kolokalisiert mit Mikroglia (Mafistab 50 pum).
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3.1.2 Phanotypische Charakterisierung

Mit Hilfe der phénotypischen Verhaltensuntersuchung der transgenen und nicht-transgenen
(Wildtyp-) 5xFAD-Méuse wurden bis zu einem Alter von einschlie}lich 8 Monaten keine
Auffalligkeiten zwischen den beiden Genotypen festgestellt. Die Tiere waren agil und wiesen
eine gewohnliche Motorik und normale Reflexe auf. Mit steigendem Alter (8,5 Monate)
zeigten transgene Méuse erste Verénderungen, wie beispielsweise motorische Probleme, eine
Rigiditat der Pfoten und beginnende fehlende Reflexe, welche ab 9 Monate bereits deutlich
sichtbar waren. Ab 12 Monaten waren diese Beeintrachtigungen sehr weit fortgeschritten
(Abb. 13A). Mit fortschreitendem Alter war das Fell zudem z.T. ungepflegt, was auf ein
fehlendes bzw. reduziertes Putzverhalten zurlickzufuhren war. Zusatzlich waren bei
transgenen Tieren Verénderungen in der Haltung der Vorder- und Hinterpfoten zu erkennen,
die sich in einer Art Faustballen (Clasping) widerspiegelten (Abb. 13B). Gelegentlich wurden
Stereotypien beobachtet, die sich in Salto-Schlagen, Kreislaufen, Auf-und-Ab-Springen oder
sehr schnelles Umherlaufen im Heimkafig &uBerten. 9 von 139 Madusen zeigten diese
Stereotypien, was 6,5 % der Versuchstiere ausmachte. Dabei waren 4 Tiere transgen (2,9 %)
und 5 nicht-transgen (3,6 %).

() [

nicht- transgen

Abb. 13: Phéanotypische Beschreibung der 5xXFAD-Maus. (A) Bei alten, transgenen 5xFAD-Tieren
(> 12 Monate, links) waren im Vergleich zu gleichaltrigen nicht-transgenen Geschwistertieren (rechts) deutliche
Beeintrachtigungen der Reflexe und (B) der Haltung der Pfoten zu erkennen.



Ergebnisse 40

3.1.3 Nestbau alter 5xFAD-Mause

Mit zunehmendem Alter wurde ein Unterschied im Nestbau (Abb. 14A) zwischen transgenen
(rechts) und nicht-transgenen Geschwistertieren (links) beobachtet. Im Alter von 9 Monaten
war der Nestbau transgener Tiere (2,93 + 0,25 Punkte) im Vergleich zu gleichaltrigen nicht-
transgenen Mausen (4,78 + 0,10 Punkte, p < 0,001) und zu 3 Monate alten transgenen
5xFAD-Mausen (4,67 £ 0,21 Punkte, p = 0,009) signifikant minderwertiger (Abb. 14B), was
sich in einer geringeren Verarbeitung (Schreddergrad) und mangelhafter Anordnung
(Nestform) widerspiegelte. Daneben zeigten nicht-transgene Mause im Alter von 6 Monaten
einen signifikant schlechteren Nestbau (3,38 + 0,31 Punkte), verglichen mit 9 Monate alten

nicht-transgenen Tieren (p = 0,001).
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Abb. 14: Nestbau der 5xFAD-Maus. (A) Die Verarbeitung des Nestbaumaterials war bei transgenen 5xFAD-
Mausen (rechts) ab einem Alter von 9 Monaten deutlich minderwertiger als bei gleichaltrigen nicht-transgenen
Tieren (links). (B) Quantitative Analyse: transgene 5xXFAD-Méause zeigten einen signifikant schlechteren
Nestbau als gleichaltrige nicht-transgene Tiere und 3 Monate alte transgene Maéuse (*p <0,05;
**p < 0,005***p < 0,001). Nicht-transgene 5xFAD (FAD wt; weil; n=4 (3Mo); n=13 (6 Mo); n=18
(9 M0)), transgene 5xFAD (FAD tg, hellgrau; n = 6 (3 Mo); n =10 (6 Mo); n = 27 (9 Mo))
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3.1.4 Untersuchung zur Sensomotorik — Adhesive removal test

Im Adhesive removal test (Abb. 15) benétigten die transgenen Versuchstiere im Alter von
9 Monaten signifikant mehr Zeit (49,33 £ 12,83 %), um das Klebeband von den Vorderpfoten
zu entfernen als ihre nicht-transgenen Geschwistertiere im selben Alter (13,17 + 4,01 %,
p =0,008). Ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Altersstufen von

3,6und 9 Monaten wurde bei transgenen und nicht-transgenen 5xFAD-Mausen nicht
festgestellt (p > 0,05).

100
80
60
40
20

1 1 1 )
*

Zeit [%]

3 Mo 6 Mo 9 Mo

OFADwt BFAD tg

Abb. 15: Adhesive removal test bei der 5XxFAD-Maus. 9-monatige transgene 5XxFAD-Mause bendtigten im
Vergleich zu nicht-transgenen Tieren signifikant mehr Zeit, um das Klebeband von den Vorderpfoten zu
entfernen (*p < 0,05). Nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt; weil3; n=7 (3 Mo); n=4 (6 Mo); n=5 (9 Mo)),
transgene 5XFAD (FAD tg, hellgrau; n =10 (3 Mo); n =8 (6 Mo); n =5 (9 Mo))
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3.1.5 Untersuchung zur Sensorik — FuBschock-Sensitivitatstest

Die Reaktionen der Tiere auf einen StromstoR im FuBschock-Sensitivitatstest waren von der
Intensitdt des Fullschocks abhéngig. Die Stromstarke war bei den transgenen
(0,24 £ 0,02 mA) und nicht-transgenen 5xFAD-Mausen (0,28 + 0,004 mA) im Alter von
6 Monaten signifikant hoher als bei C57BL/6J-Kontrolltieren (0,16 + 0,02 mA, p <0,001;
Abb. 16). Demnach benétigten sowohl transgene, aber auch nicht-transgene 5xFAD-Tiere
eine hohere Stromstarke, um den FuBschock zu registrieren als gleichaltrige, gesunde
C57BL/6J-Méause. Dies spiegelte sich auch in der verwendeten Stromstarke im Fear
conditioning wider (siehe Fear conditioning-Versuche).
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Abb. 16: FuBschock-Sensitivitétstest bei 6 Monate alten 5XxFAD-Tieren. Sowohl transgene (FAD tg, n = 5)
als auch nicht-transgene (FAD wt, n = 5) 5XxFAD-Versuchstiere bendtigten eine signifikant hohere Stromstérke
zur Registrierung des FuBschocks, verglichen mit C57BL/6J-Méausen (B6, n = 5; ***p < 0,001).
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3.2 Verhalten der 5xFAD-Maus ohne pharmakologische Stimulation

3.2.1 Elevated plus maze ohne pharmakologische Stimulation

Im Elevated plus maze wurde gezeigt, dass 9 Monate alte transgene 5XFAD-Tiere signifikant
mehr Zeit in den offenen Armen verbrachten (56,18 + 6,94 %) als gleichaltrige nicht-
transgene Geschwistertiere (16,29 + 3,44 %, p = 0,031) und 3 Monate alte transgene 5xFAD-
Méuse (20,32 + 5,92 %, p = 0,002; Abb. 17A). Gleichzeitig besuchten 9-monatige transgene
5xFAD-Mause die offenen Arme signifikant hdufiger (61,89 = 6,36 %) als 9 Monate alte
nicht-transgene Versuchstiere (30,76 = 3,25 %, p = 0,002) und als 3-monatige transgene
Mause (29,77 = 6,81 %, p=0,002; Abb. 17B). Bereits 6 Monate alte transgene Méuse
besuchten die offenen Arme signifikant haufiger (57,62 + 6,27 %) als 3 Monate alte transgene
Tiere (p = 0,026). Demgegentber hielten sich die 9-monatigen transgenen Tiere signifikant
weniger im geschlossenen Arm auf (23,20 + 4,16 %), verglichen mit 9-monatigen nicht-
transgenen Tieren (52,30 £3,20 %, p = 0,004) bzw. 3-monatigen transgenen Tieren
(43,01 +£4,81 %, p = 0,029; Abb. 17C). Zudem besuchten die 9 Monate alten transgenen
Méuse die geschlossenen Arme auch signifikant weniger (38,11 + 6,36 %) als 9-monatige
nicht-transgene Geschwistertiere (69,24 * 3,25 %, p = 0,002) bzw. 3-monatige alte transgene
5xFAD-Maduse (70,23 + 6,81 %, p = 0,002; Abb. 17D). Schon im Alter von 6 Monaten
besuchten die transgenen 5xFAD-Mé&use die geschlossenen Arme signifikant weniger
(42,38 + 6,27 %) als 3-monatige transgene Méause (p = 0,026). Zuletzt waren die 9 Monate
alten transgenen 5xFAD-Tiere (20,62 + 3,62 %) signifikant weniger im Zentrum des Maze,
im Vergleich zu 9 Monate alten nicht-transgenen Tieren (31,41 + 2,56 %, p = 0,026) und zu
3 Monate alten transgenen 5XFAD-Tieren (36,67 = 6,94 %, p = 0,012; Abb. 17E). Im
Vergleich zum B6SJLF1/J-Stamm wurden keine signifikanten Unterschiede der 5xFAD-

Mause beobachtet.
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Abb. 17: Elevated plus maze-Test bei der 5XFAD-Maus ohne pharmakologische Stimulation. Der Vergleich
alter, transgener Tiere (9 Mo) zu alten nicht-transgenen Tieren (9 Mo) und zu jungen, transgenen Tieren (3 Mo)
zeigte, dass die Aufenthaltsdauer und die Besuche in den offenen Armen signifikant erhéht und im
geschlossenen Arm bzw. im Zentrum signifikant erniedrigt waren (*p < 0,05; **p < 0,005). (A) Zeit in den
offenen Armen, (B) Besuche der offenen Arme, (C) Zeit in den geschlossenen Armen, (D) Besuche der
geschlossenen Arme, (E) Aufenhaltsdauer in der Mitte. Nicht-transgene 5xFAD (FAD wt, weif3; n =6 (3 Mo);
n =6 (6 Mo); n =15 (9 Mo)), transgene 5XxFAD (FAD tg, hellgrau; n =6 (3 Mo); n =6 (6 Mo); n =13 (9 Mo)),
B6SJLF1/J-Hintergrundstamm (B6SJL, dunkelgrau; n = 6 (3 Mo); n =6 (6 Mo); n =10 (9 Mo))
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3.2.2 Open field ohne pharmakologische Stimulation

Im Open field-Test wurde beobachtet, dass transgene 5xFAD-Vesuchstiere in einem Alter von
9 Monaten (2111,60 + 274,54 cm) im Vergleich zu 9-monatigen nicht-transgenen
Geschwistertieren (2827,07 £ 188,00 cm) eine signifikant geringere Strecke liefen (p = 0,008;
Abb. 18A). Parallel dazu kreuzten die 9-monatigen transgenen 5XFAD-Tiere das Feld
signifikant weniger (134,13 = 15,36) als 9 Monate alte nicht-transgene Geschwistertiere
(185,53 £ 11,71, p = 0,039; Abb. 18B). Weiterhin richteten sich 9 Monate alte transgene
5xFAD-Mause (25,88 + 4,81) auch signifikant weniger auf als 9 Monate alte nicht-transgene
Méuse (60,40 + 5,52, p = 0,002; Abb. 18C). Verglichen mit den B6SJLF1/J-Mé&usen zeigten
die 5xFAD-Mause keinen Unterschied in den untersuchten Parametern.
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Abb. 18: Open field-Test bei der 5xFAD-Maus ohne pharmakologische Stimulation. 9 Monate alte transgene
5xFAD-Mause legten eine signifikant geringere Strecke zuriick, kreuzten das Feld signifikant weniger und
richteten sich signifikant weniger auf, verglichen mit 9 Monate alten nicht-transgenen Tieren (*p < 0,05;
**p < 0,005). (A) zuriickgelegte Strecke, (B) Anzahl der Kreuzungen im Feld, (C) Anzahl der Rearings, (D) Zeit
im Zentrum. Nicht-transgene 5xFAD (FAD wt; weil}; n=6 (3 Mo); n=6 (6 Mo); n=15 (9 Mo)), transgene
5xFAD (FAD tg, hellgrau; n=6 (3 Mo); n=8 (6 Mo); n=17 (9 Mo)), B6SILF1/J-Hintergrundstamm
(B6SJL, dunkelgrau; n =6 (3 Mo); n =6 (6 Mo); n =10 (9 Mo))



Ergebnisse 46

3.2.3 Morris water maze ohne pharmakologische Stimulation

Im Morris water maze zeigte der Vergleich der Latenzzeiten zwischen transgenen und nicht-
transgenen 5xFAD- und den B6SJLF1/J-Mdusen in einem Alter von 3 (Abb. 19A) und
6 Monaten (Abb. 19B) keinen signifikanten Unterschied, jedoch war eine tendenzielle
Erhéhung der Latenzzeit bei den transgenen 5XFAD-Tieren zu beobachten. Ab 9 Monaten
war die Latenzzeit der transgenen 5xFAD-Mause im Vergleich zu gleichaltrigen nicht-
transgenen Versuchstieren signifikant erhoht (F(1, 14) =5,940; p = 0,026; Abb. 19C). Im
Vergleich zu dem B6SJLF1/J-Stamm wurde bei transgenen 5XFAD-Tieren im Alter von

9 Monaten kein signifikanter Unterschied beobachtet.
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Abb. 19: Latenzzeiten im Morris water maze-Test (Trial 1-17) bei der 5xFAD-Maus ohne
pharmakologische Stimulation. Die Latenzzeit transgener Tiere war im Vergleich zu den nicht-transgenen
Tieren im Alter von 9 Monaten signifikant erhéht (*p < 0,05 FAD wt vs. FAD tg). (A) 3 Monate, (B) 6 Monate,
(C) 9 Monate alte Tiere. Nicht-transgene 5xFAD (FAD wt, Rauten; n = 8 (3 Mo); n =15 (6 Mo); n =9 (9 Mo)),

transgene 5xFAD (FAD tg, Kreise; n =6 (3 Mo); n =12 (6 Mo); n=7 (9 Mo)), B6SJLF1/J-Hintergrundstamm
(B6SJL, Dreiecke; n =12 (3 Mo); n =6 (6 Mo); n =10 (9 Mo))
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Die Berechnung der Flache unter den Kurven (Area under curve, AUC) fir die Latenzzeit
erbrachte eine signifikant groliere Flache der 9-monatigen transgenen 5xFAD-Versuchstiere
(1251,74 + 182,72), verglichen mit 9 Monate alten nicht-transgenen 5xFAD-Tieren
(628,13 £ 163,79; p = 0,026; Abb. 20), nicht jedoch im Vergleich zu 9-monatigen B6SJLF1/J-

Tieren.
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Abb. 20: Area under curve (AUC) fur die Latenzzeit im Morris water maze bei der 5xFAD-Maus ohne
pharmakologische Stimulation. Die AUC 9 Monate alter 5XFAD-Mé&use war signifikant hoher als die nicht-
transgener Tiere im selben Alter (*p < 0,05). Nicht-transgene 5xFAD (FAD wt, weil}; n=8 (3 Mo); n=15
(6 Mo); n=9 (9 Mo)), transgene 5xFAD (FAD tg, hellgrau; n=6 (3 Mo); n=12 (6 Mo); n=7 (9 Mo)),
B6SJLF1/J-Hintergrundstamm (B6SJL, dunkelgrau; n = 12 (3 Mo); n =6 (6 Mo); n =10 (9 Mo))

Im Gedéachtnis-Test (Trial 17) wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
transgenen und nicht-transgenen 5XFAD-Méusen beobachtet. Jedoch war die Latenzzeit
(Abb. 21A) der transgenen Tiere im Alter von 9 Monaten im Vergleich zu gleichaltrigen
nicht-transgenen Geschwistertieren und B6SJLF1/J-Mé&usen tendenziell erhoht, wéhrend die
Besuche der Plattformregion (Abb. 21C) und des Zielquadranten (Abb. 21E) oder die Zeit in
der Plattformregion (Abb. 21D) und im Zielquadranten (Abb. 21F) tendenziell reduziert
waren. Daneben wurde nachgewiesen, dass die geschwommene Strecke der 3-monatigen
B6SJLF1/J-Tiere signifikant niedriger war (1858,80 £ 180,98 cm) als die 3-monatiger nicht-
transgener 5XFAD-Tiere (2484,02 £ 135,42 cm, p=0,023) und als die 6 Monate alter
B6SJLF1/J-Méuse (2561,86 + 317,76 cm, p = 0,044; Abb. 21B). Des Weiteren besuchten die
3-monatigen B6SJLF1/J-Versuchstiere die Plattformregion (2,42 + 0,78; p = 0,038) bzw. den
Zielguadranten (6,75 = 0,80; p = 0,001) signifikant weniger als gleichaltrige nicht-transgene
5XFAD-Mduse (5 + 0,73 bzw. 11,63 £ 0,73; Abb. 21C und E). Zudem schwammen die
3-monatigen B6SJLF1/J-Mannchen (15,67 + 1,48 cm/min) signifikant langsamer im
Vergleich zu 3 monatigen nicht-transgenen 5xFAD-Méusen (20,78 £ 1,14 cm/min, p = 0,023)
und zu 6-monatigen B6SJLF1/J-Tieren (21,42 £ 2,66 cm/min, p = 0,044; Abb. 21G).
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Abb. 21: Morris water maze-Test (Trial 17) bei der 5XxFAD-Maus ohne pharmakologische Stimulation.
Transgene 5XFAD-Tiere wiesen eine tendenziell hdhere Latenzzeit und eine tendenziell reduzierte Anzahl der
Besuche der Plattformregion und des Zielquadranten sowie eine tendenziell kiirzere Zeit in der Plattformregion
und im Zielquadranten im Vergleich zu gleichaltrigen nicht-transgenen Tieren im Alter von 9 Monaten auf.
3-monatige B6SJLF1/J-Méuse unterschieden sich in der Distanz, in den Besuchen der Plattformregion und des
Zielquadranten und in der Schwimmgeschwindigkeit signifikant von 3 Monate alten nicht-transgenen 5xFAD-
Tieren. Zudem schwammen sie weniger und langsamer als 6 Monate alte B6SJLF1/J-Tiere (*p < 0,05;
**p < 0,005). (A) Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattformregion, (B) geschwommene Strecke; (C) Besuche
der Plattformregion, (D) Zeit in der Plattformregion, (E) Besuche des Zielquadranten, (F) Zeit im
Zielquadranten, (G) Schwimmgeschwindigkeit. Nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt, wei3; n=8 (3 Mo); n=15
(6 Mo); n=9 (9 Mo)), transgene 5xFAD (FAD tg, hellgrau; n=6 (3 Mo); n=12 (6 Mo); n=7 (9 Mo)),
B6SJLF1/J-Hintergrundstamm (B6SJL, dunkelgrau; n = 12 (3 Mo); n = 6 (6 Mo); n = 10 (9 Mo))

«—
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3.2.4 Fear conditioning ohne pharmakologische Stimulation

Mit Hilfe der Fear conditioning-Versuche wurde in den relevanten Tests zum kontext- und
tonabhangigen Angstgedachtnis (Abb. 22B und C) keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Versuchsgruppen oder Altersstufen nachgewiesen.

(A)\?so—
2 60 - :
<
E40-
2 20 -
g o . .
3 Mo 6 Mo 9 Mo
B =g | ™ ]
EGO_ ] Ll
5
v 40 -
=
£ 20 -
d
r O . =
3 Mo 6 Mo 9 Mo
(C)'O\E'8O_
an— nn l n
S N v
S .7/ “7 7
3 Mo 6 Mo 9 Mo

OFADwt BFADtg mEB6SJL

Abb. 22: Fear conditioning-Test bei der 5XxFAD-Maus ohne pharmakologische Stimulation. Es bestanden
keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen oder Altersstufen. (A) Freezing
wahrend des Trainings, (B) Freezing in Abhédngigkeit der Umgebung (contextual fear conditioning) mit
dazugehoriger Freezing-Zeit wahrend der Habituationsphase (diagonal gestreift), (C) Freezing in Abhdngigkeit
vom gelernten Ton (cued fear conditioning) mit dazugehériger Freezing-Zeit wahrend der Habituationsphase
(diagonal gestreift); Fullschock | =500 pA, Ton =1-2 kHz. Nicht-transgene 5xFAD (FAD wt, weil}; n=9
(3 Mo); n=14 (6 Mo); n =5 (9 Mo)), transgene 5xFAD (FAD tg, hellgrau; n =12 (3 Mo); n =13 (6 Mo); n=8
(9 Mo)), B6SJILF1/J-Hintergrundstamm (B6SJL, dunkelgrau; n = 6 (3 Mo); n = 6 (6 Mo); n =7 (9 Mo))
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3.3 Immunhistochemische Farbung und Quantifizierung Tyrosinhydroxylase-

(TH-) und Aminosauredecarboxylase- (AADC-) positiver Neurone

Als unabdingbare Voraussetzung fiir die pharmakologische Stimulation galt es zu prifen, ob
eine hinreichende Anzahl TH- als auch AADC-positiver, d.h. funktionstichtiger,
dopaminerger Neurone existierten. Es wurde zundchst gezeigt, dass sowohl TH- (rot) als auch
AADC- (griin, weille Pfeile) positive Neurone in der VTA transgener und nicht-transgener

5xFAD-Mause in einem Alter von 3, 6 und 9 Monaten vorhanden waren (Abb. 23).
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Abb. 23: Farbung TH- und AADC-positiver Zellen in der VTA in unterschiedlichen Altersstufen. TH-
(rot) und AADC- (grun, weiRe Pfeile) positive Zellen wurden bei nicht-transgenen und transgenen 5xFAD-
Tieren bis ins Alter von 9 Monaten detektiert. 1. Zeile links: Lokalisation der VTA mit Hilfe des Maus-Atlas
(FRANKLIN UND PAXINOS 2007), rechts: Antikorperkontrollfarbung (K), ab 2. Zeile oben: 3 Monate, Mitte:
6 Monate, unten: 9 Monate; links: nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt), rechts: transgene 5xFAD (FAD tg).
Aromatische Aminosduredecarboxylase, Tyrosinhydroxylase, DAPI (Maf3stab 100 pum)
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Die Quantifizierung der TH- und AADC-positiven Neurone (Abb. 24) zeigte, dass sich deren
Anzahl sowohl bei transgenen als auch nicht-transgenen Tieren mit zunehmendem Alter bis
9 Monate nicht &nderte. Fir die folgenden Untersuchungen zur pharmakologischen
Behandlung des dopaminergen Systems bedeutete dies, dass die Vorassetzung funktioneller,
dopaminerger Neurone fir eine Stimulation bis ins hohe Alter von 9 Monaten bei der 5xFAD-

Maus gegeben waren.
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Abb. 24: Quantifizierung TH- und AADC-positiver Zellen in der VTA (0,16 mm? Flache). Die Zellzahl
doppelt positiv markierter, dopaminerger Zellen (TH+ und AADC+) &nderte sich in der VTA bis zu einem Alter
von 9 Monaten nicht. Tyrosinhydroxylase-positive Zellen (TH+; gefullte Balken), Aminosduredecarboxylase-
positive Zellen (AADC+; gestreift), nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt, weif3; n=4 (3 Mo); n=4 (6 Mo); n=5
(9 Mo)), transgene 5xFAD (FAD tg, hellgrau; n = 4 (3 Mo); n =4 (6 Mo); n =7 (9 Mo))
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3.4 Pharmakologische Stimulation der 5xFAD-Maus zum Zeitpunkt

beginnender Verhaltensdefizite

3.4.1 Elevated plus maze 6 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer

Stimulation

Im Elevated plus maze verdeutlichte der Vergleich der pharmakologisch behandelten
6-monatigen Versuchstiere, dass nicht-transgene, mit 10 mg/kg MPH stimulierte Tiere
signifikant mehr Zeit im geschlossenen Arm verbrachten (44,89 + 3,14 %) als nicht-transgene
Versuchstiere, die 3 mg/kg MPH erhielten (32,29 + 4,05 %, p = 0,009; Abb. 25C). Weiterhin
wurde beobachtet, dass sich nicht-transgene Vehikeltiere signifikant mehr in der Mitte des
Maze aufhielten (32,22 + 3,16 %) als transgene Kontrolltiere (23,55 + 2,26 %, p = 0,038;
Abb. 25E). Andere Effekte waren bei 6 Monate alten 5xFAD-Mausen durch MPH nicht

nachzuweisen.
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Abb. 25: Elevated plus maze-Test 6 Monate alter 5XFAD-Mause nach pharmakologischer Stimulation.
Sowohl 3 mg/kg als auch 10 mg/kg MPH hatten bei 6 Monate alten Tieren keinen signifikanten Einfluss auf das
Verhalten im Elevated plus maze. (A) Zeit in den offenen Armen, (B) Besuche der offenen Arme, (C) Zeit in den
geschlossenen Armen, (D) Besuche der geschlossenen Arme, (E) Aufenhaltsdauer in der Mitte. Kontrollsubstanz
(Veh, weil}), MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt; n =18 (Veh);
n=15 (3 mg/kg); n=13 (10 mg/kg)), transgene 5XFAD (FAD tg; n=14 (Veh); n=14 (3 mg/kg); n=11
(10 mg/kg))
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3.4.2 Open field 6 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer

Stimulation

Im Open field wurde beobachtet, dass die Verabreichung von MPH die zurlickgelegte Strecke
der 6 Monate alten Versuchstiere beeinflusst (Abb. 26A). Bei den nicht-transgenen 5xFAD-
Tieren war die Strecke nach der Gabe von 3 mg/kg MPH (3651,36 + 190,43 cm, p = 0,003)
bzw. von 10 mg/kg MPH (4189,29 + 272,55 cm, p < 0,001) im Vergleich zu den nicht-
transgenen Kontrolltieren (2671,09 + 174,71 cm) signifikant erhéht, wéhrend bei den
transgenen Versuchstieren 10 mg/kg MPH eine Erhéhung der Distanz (3393,93 + 277,96 cm)
bewirkten, verglichen mit transgenen, mit NaCl-behandelten 5xFAD-Mausen
(2603,63 £ 179,02 cm, p =0,006). Gleichzeitig kreuzten die nicht-transgenen Versuchstiere
nach der Verabreichung von 3 mg/kg (233,33 + 10,90; p =0,003) bzw. 10 mg/kg MPH
(273,54 £ 15,80; p < 0,001) das Feld signifikant haufiger als nicht-transgene Kontrolltiere
(173,61 = 12,71). Bei den transgenen Tieren bewirkte die Injektion von 3 mg/kg
(206,79 £ 12,12; p =0,033) bzw. 10 mg/kg MPH (222,77 £ 19,06; p = 0,005) ebenso eine
signifikante Steigerung der Crossings im Vergleich zu den transgenen NaCl-Tieren
(164,36 £ 12,33; Abb. 26B). Auch das Rearing wurde durch MPH beeinflusst (Abb. 26C).
Nicht-transgene Tiere richteten sich im Vergleich zu den nicht-transgenen Kontrolltieren
(48,81 + 5,24) signifikant haufiger auf, nachdem sie 3 mg/kg (72,00 £ 9,37; p = 0,024) bzw.
10 mg/kg MPH erhielten (66,67 £ 4,60; p = 0,018). Die Anzahl der Rearings transgener
Versuchstiere war bezlglich der transgenen Vehikeltiere (46,21 +6,99) nach der
Administration von 3 mg/kg (59,36 + 4,45; p =0,034) bzw. 10 mg/kg MPH (70,08 + 7,90;
p = 0,023) ebenso signifikant erhoht. Dahingegen war die Zeit im Zentrum bei den nicht-
transgenen 5xFAD-Madusen nach der Injektion von 10 mg/kg MPH vermindert
(6,71 £ 0,97 %), verglichen mit den nicht-transgenen Kontrolltieren (15,33 + 2,45 %,
p=0,015) und nicht-transgenen Tieren, die 3 mg/kg MPH appliziert bekamen
(12,89 £ 1,54 %, p = 0,009). Auch transgene Versuchstiere hielten sich nach der Injektion von
10 mg/kg MPH signifikant weniger im Zentrum des Feldes auf (5,81 + 1,38 %) als transgene
Kontrolltiere (13,76 £ 1,83 %, p = 0,004) bzw. transgene Mause, denen 3 mg/kg MPH
injiziert wurden (14,30 + 0,98 %, p < 0,001; Abb. 26D).
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Abb. 26: Open field-Test (Trial 1) 6 Monate alter 5XFAD-Mause nach pharmakologischer Stimulation.
MPH bewirkte eine Erhéhung der Distanz bei transgenen (10 mg/kg) und nicht-transgenen Tieren (3 mg/kg bzw.
10 mg/kg). Die Anzahl der Crossings und Rearings waren bei beiden Genotypen nach der Injektion von 3 mg/kg
sowie 10 mg/kg MPH erhoht. Die Zeit im Zentrum war bei beiden Genotypen nach der Verabreichung von
10 mg/kg MPH signifikant gesenkt (*p <0,05; **p < 0,005; ***p <0,001). (A) zuriickgelegte Strecke,
(B) Anzahl der Kreuzungen im Feld, (C) Anzahl der Rearings, (D) Zeit im Zentrum. Kontrollsubstanz (Veh,
weil), MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-transgene 5xFAD (FAD wt; n =17 (Veh); n=15
(3 mg/kg); n = 13 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD (FAD tg; n = 14 (Veh); n = 14 (3 mg/kg); n = 13 (10 mg/kg))
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Bezuglich der Habituation im Open field wurde bei 6 Monate alten M&usen im Recall-Test
beobachtet, dass sowohl 3 mg/kg (1838,89 + 187,04 cm, p = 0,026) als auch 10 mg/kg MPH
(2235,37 + 370,33 cm, p = 0,008) einen signifikant steigernden Einfluss auf die gelaufene
Strecke der nicht-transgenen 5XFAD-Tiere im Vergleich zu den Vehikeltieren
(1247,25 + 122,01 cm) hatten (Abb. 27A). Im Re-recall-Test war die zuriickgelegte Strecke
der nicht-transgenen Versuchstiere nach der Gabe von 10 mg/kg MPH signifikant hoher
(1612,35 + 223,82 cm) als die der nicht-transgenen Vehikeltiere (892,10 + 118,49 cm,
p = 0,008).

Hinsichtlich der Anzahl der Rearings (Abb. 27B) wurde im Recall-Test bei den nicht-
transgenen Tieren, die 10 mg/kg MPH appliziert bekamen, eine signifikante Erhohung
(35,83 £ 5,79) im Vergleich zu nicht-transgenen Vehikeltieren (21,06 + 3,19) beobachtet
(p =0,019). Im Re-recall-Test war die Anzahl der Rearings bei den nicht-transgenen Tieren
nach der Verabreichung von 10 mg/kg MPH (29,17 + 4,01) gegentber den nicht-transgenen
Kontrolltieren (16,75 £ 2,91; p =0,018), den nicht-transgenen Tieren, die 3 mg&kg MPH
erhielten (14,80 £ 3,60; p = 0,02) und gegeniiber den transgenen, mit 10 mg/kg MPH
stimulierten Tieren (16,42 + 3,31; p = 0,035) signifikant erhoht. Bei den transgenen Tieren
bewirkten im Re-recall-Test 3 mg/kg MPH eine signifikante Steigerung der Rearings
(23,14 £ 3,40) im Vergleich zu den nicht-transgenen Tieren, die 3 mg/kg MPH bekamen
(p =0,04).
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Abb. 27: Habituation im Open field-Test (Trial 2 und 3) 6 Monate alter 5xFAD-Mause nach
pharmakologischer Stimulation. AusschlieBlich bei den nicht-transgenen Mausen wurde eine signifikante
Erhohung der zuriickgelegten Strecke und der Anzahl der Rearings im Recall-Test und im Re-recall-Test nach
der Injektion von 10 mg/kg MPH gegenlber den nicht-transgenen Kontrolltieren nachgewiesen (*p < 0,05).
(A) zuriickgelegte Strecke, (B) Anzahl der Rearings. Nicht-transgene 5xFAD-Vehikel (FAD wt_Veh, weiB,
n =17), nicht-transgene 5xFAD-MPH 3 mg/kg (FAD wt_3 mg/kg, grau, n = 15), nicht-transgene 5xFAD-MPH
10 mg/kg (FAD wt_10 mg/kg, schwarz, n=14), transgene 5xFAD-Vehikel (FAD tg_Veh, kariert, n=14),
transgene 5xFAD-MPH 3 mg/kg (FAD tg_3 mg/kg, diagonal gestreift, n=14), transgene 5xFAD-MPH
10 mg/kg (FAD tg_10 mg/kg, horizontal gestreift, n = 12)
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3.4.3 Morris water maze 6 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer
Stimulation

Der Vergleich 6-monatiger Versuchstiere im Morris water maze veranschaulichte, dass es
weder einen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen Genotypen der

Kontrolltiere gab, noch 3 mg/kg oder 10 mg/kg MPH Einfluss auf die Latenzzeit hatte
(Abb. 28A und B).
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Abb. 28: Latenzzeiten im Morris water maze-Test (Trial 1-17) 6 Monate alter 5xFAD-M&use nach
pharmakologischer Stimulation. Die Latenzzeit wurde bei 6 Monate alten 5xFAD-Tieren durch MPH nicht
beeinflusst. (A) MPH 3 mg/kg (gefiillte Symbole), (B) MPH 10 mg/kg (gefullte Symbole mit schwarzem
Rahmen). Kontrollsubstanz (Veh, offene Symbole), nicht-transgene 5xFAD (FAD wt, Rauten; n =18 (Veh);
n =15 (3 mg/kg); n = 12 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD (FAD tg, Kreise; n = 14 (Veh); n = 14 (3 mg/kg); n = 13
(10 mg/kg))
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Auch die Berechnung der Area under curve (AUC) fir die Latenzzeit der 5XxFAD-Mé&nnchen
im Alter von 6 Monaten ergab weder einen signifikanten Unterschied zwischen den
Genotypen, noch zwischen den unterschiedlich behandelten Gruppen (Abb. 29).

1500 -
1200 -
Q 900 - 0 Veh
< 600 - m 3 mg/kg
300 - 10 mg/kg
0

FAD wt FAD tg

Abb. 29: Area under curve (AUC) fir die Latenzzeit im Morris water maze 6 Monate alter 5XFAD-Mause
nach pharmakologischer Stimulation. Die AUC der mit MPH behandelten 5xFAD-Mause war im Vergleich
zu den Vehikeltieren nicht verandert. Kontrollsubstanz (Veh, weil), MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg
(schwarz), nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt; n=18 (Veh); n=15 (3 mg/kg); n =12 (10 mg/kg)), transgene
5XFAD (FAD tg; n = 14 (Veh); n = 14 (3 mg/kg); n = 13 (10 mg/kg))

Im Morris water maze-Test (Trial 17) der 6 Monate alten Versuchstiere war die Latenzzeit
der transgenen 5xFAD-Tiere (28,51 + 8,52 s) nach der Verabreichung von 10 mg/kg MPH im
Vergleich zu den transgenen Vehikeltieren (62,94 + 12,50 s) signifikant reduziert (p = 0,043;
Abb. 30A). Die Ubrigen Parameter wurden durch MPH bei 6 Monate alten 5xFAD-Mausen

nicht beeinflusst.



62

Ergebnisse

) T T T T T
o O O O o o o
o O O O o o
o N O 1 o uw
o N N i —
- [wo] zueisia
o)
N—r

*

) T T T

o o o o o
o] (o] < N

. [s] 119zzuare

<

FAD tg

FAD wt

FAD tg

FAD wt

[96]
_WwJogreld 43p yne 1ez

(D

O IO T MO N 1 O
__luojne|d J48p ayansag

(C

FAD tg

FAD wt

FAD tg

FAD wt

40 -

o o o
o (9} —
[%]

0

_Usueapenbjalz wi 1197

(F

14

(E)

O 00 © < N
—
usueapenbjalz
sap ayonsag

o

FAD tg

FAD wt

FAD tg

FAD wt

OVeh
®3 mg/kg
10 mg/kg

(G)

o L0 o Lo

N — —
[urwiywio]

Haxb1puIMyIseD

o

FAD tg

FAD wt



Ergebnisse 63

Abb. 30: Morris water maze-Test (Trial 17) 6 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer
Stimulation. Die Latenzzeit wurde nach der Verabreichung von 10 mg/kg MPH bei den transgenen 5xFAD-
Tieren im Vergleich zu den transgenen Vehikeltieren signifikant gesenkt. (A) Latenzzeit bis zum Erreichen der
Plattformregion, (B) geschwommene Strecke; (C) Besuche der Plattformregion, (D) Zeit in der Plattformregion,
(E) Besuche des Zielquadranten, (F) Zeit im Zielquadranten, (G) Schwimmgeschwindigkeit. Kontrollsubstanz
(Veh, weil}), MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt; n = 18 (Veh);
n=15 (3 mg/kg); n=12 (10 mg/kg)), transgene 5XFAD (FAD tg; n =14 (Veh); n=14 (3 mg/kg); n=13
(10 mg/kg))

<«
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3.4.4 Fear conditioning 6 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer

Stimulation

Wéhrend des Trainings im Fear conditioning bei 6 Monate alten Mausen (Abb. 31A) war das
Freezing nicht-transgener Versuchstiere, die 10 mg/kg MPH erhielten (10,22 + 2,98 %) im
Vergleich zu den nicht-transgenen Kontrollen (39,72 + 4,22 %, p < 0,001) und zu den nicht-
transgenen Tieren, die 3 mg/kg MPH appliziert bekamen (32,24 + 4,32 %, p <0,001)
signifikant reduziert. Zudem zeigten auch transgene, mit 10 mg/kg MPH behandelte Tiere
(9,28 £ 2,83%) ein signifikant geringeres Freezing als transgene Kontrolltiere
(38,50 £5,17%, p<0,001) und mit 3 mg/kg MPH behandelte transgene Tiere
(29,67 + 5,32 %, p = 0,002).

In der ersten Habituationsphase (Abb. 31B, diagonal gestreift) zeigten transgene Kontrolltiere
ein signifikant geringeres Freezing (0,40 = 0,28 %) als nicht-transgene Kontrollen
(4,88 £2,48 %, p = 0,03; unterbrochene Linie). Gleichzeitig war das Freezing der nicht-
transgenen mit 3 mg/kg (0,19 + 0,09 %, p = 0,044; unterbrochene Linie) bzw. 10 mg/kg MPH
behandelten Gruppe (0 £ 0 %, p = 0,005, unterbrochene Linie) im Vergleich zu den nicht-
transgenen Vehikeltieren signifikant reduziert. Im relevanten Test des kontextabhangigen
Fear conditioning (Abb. 31B) war das Freezing nach der Gabe von 10 mg/kg MPH bei den
nicht-transgenen Versuchstieren (49,17 + 8,43 %) im Vergleich zu den nicht-transgenen
Kontrolltieren (69,53 + 6,17 %, p = 0,01) und zu den nicht-transgenen, mit 3 mg/kg MPH
behandelten Tieren (66,56 = 5,67 %, p = 0,037) signifikant gesenkt.

Im dritten Trial wurde in der Habituationsphase vor dem tonabhangigen Test (Abb. 31C,
diagonal gestreift) ein signifikant geringeres Freezing der nicht-transgenen, mit 10 mg/kg
MPH behandelten Gruppe (6,34 + 2,38 %) im Vergleich zu der nicht-transgenen
Kontrollgruppe (25,85 + 6,66 %, p = 0,014; unterbrochene Linie) und zu der nicht-transgenen,
mit 3 mg/kg MPH behandelten Gruppe (33,63 £ 5,37 %, p < 0,001; unterbrochene Linie)
beobachtet. Transgene Tiere, die 10mg/kg MPH erhielten, zeigten in dieser
Habituationsphase ein signifikant geringeres Freezing (15,64 + 6,04 %) als transgene
Kontrolltiere (29,05 + 5,74 %, p = 0,044, unterbrochene Linie). Bezliglich des tonabhangigen
Tests war ein signifikant niedrigeres Freezing der transgenen 10 mg/kg MPH-Gruppe
(38,76 = 7,58 %) im Vergleich zu den transgenen Kontrolltieren (60,44 + 4,78 %)
beobachtbar (p = 0,013).
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Abb. 31: Fear conditioning-Test 6 Monate alter 5xXFAD-M&use nach pharmakologischer Stimulation. Im
relevanten Test des kontextabh&ngigen Fear condtioning war das Freezing nach der Gabe von 10 mg/kg MPH
bei den nicht-transgenen 5xFAD-Tieren signifikant gesenkt. Im tonabhéngigen Fear conditioning wurde eine
signifikante Minderung des Freezing bei den transgenen 5xFAD-Mausen nach der Verabreichung von 10 mg/kg
MPH beobachtet (*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,001; Signifikanz in der Habituationsphase: unterbrochene
Linie). (A) Freezing wahrend des Trainings, (B) Freezing in Abhéngigkeit der Umgebung
(contextual fear conditioning) mit dazugehdriger Freezing-Zeit wéhrend der Habituationsphase (diagonal
gestreift), (C) Freezing in Abhéngigkeit vom gelernten Ton (cued fear conditioning) mit dazugehdoriger
Freezing-Zeit wéhrend der Habituationsphase (diagonal gestreift); Fullschock | =500 pA, Ton =1-2 kHz.
Kontrollsubstanz (Veh, weil), MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-transgene 5xFAD
(FAD wt; n =18 (Veh); n =15 (3 mg/kg); n = 12 (10 mg/kg)), transgene 5XxFAD (FAD tg; n = 14 (Veh); n=14
(3 mg/kg); n = 13 (10 mg/kg))
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3.5 Pharmakologische Stimulation der 5xFAD-Maus zum Zeitpunkt

bestehender Verhaltensdefizite

3.5.1 Elevated plus maze 9 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer

Stimulation

Es wurde nachgewiesen, dass MPH weder in der Konzentration von 3 mg/kg, noch von
10 mg/kg einen signifikanten Einfluss auf das Verhalten 9 Monate alter transgener und nicht-
transgener 5xFAD-Mause im Elevated plus maze hatte. Transgene Versuchstiere, die
entweder NaCl (48,09 £ 522 %), 3 mg/kg (49,70 £ 3,49 %) oder 10 mg/kg MPH
(53,68 + 4,01 %) erhielten, waren signifikant mehr in den offenen Armen als nicht-transgene
Geschwistertiere mit derselben Behandlung (FAD wt Veh = 19,39 + 3,49 %, p < 0,001;
FAD wt_3 mg/kg =26,65+ 542 %, p = 0,008; FAD wt 10 mg/kg= 26,65 + 7,66 %,
p =0,008; Abb.32A). Gleichzeitig besuchten die transgenen Mause die offenen Arme
signifikant haufiger als ihre nicht-transgenen Geschwistertiere, die die analoge Injektion
erhielten (Veh: FAD tg vs. FAD wt = 57,99 + 4,48 % vs. 33,30 £ 3,06 %, p < 0,001; 3 mg/Kkg:
FAD tg vs. FAD wt =59,79 + 3,87 % vs. 37,43 + 5,00 %, p = 0,008; 10 mg/kg: FAD tg vs.
FAD wt = 66,16 + 4,54 % vs. 38,29 + 8,66 %, p = 0,008; Abb. 32B). Dem gegentiber waren
die transgenen Vehikel-Tiere (29,92 + 3,59 %) bzw. die transgenen, mit 3 mg/kg MPH
stimulierten Tiere (29,27 = 2,56 %) signifikant weniger in den geschlossenen Armen als die
nicht-transgenen Vehikel-Tiere (51,29 + 3,09 %, p < 0,001) bzw. die nicht-transgenen Mause,
die 3 mg/kg MPH erhielten (48,44 £4,03 %, p = 0,003; Abb. 32C). Der Vergleich der
Besuche in den geschlossenen Armen zeigte eine signifikant geringere Anzahl bei den
transgenen Tieren jeder Behandlungsgruppe, verglichen mit den nicht-transgenen
Versuchstieren mit der analogen Behandlung (Veh: FAD tg vs. FAD wt = 42,01 + 4,48 % vs.
66,70 £ 3,06 %, p <0,001; 3 mg/kg: FAD tg vs. FAD wt = 40,21 + 3,87 % vs. 62,57 +
5,00 %, p = 0,008; 10 mg/kg: FAD tg vs. FAD wt = 33,84 + 4,54 % vs. 61,71 + 8,66 %,
p = 0,008; Abb. 32D). Letztlich war die Aufenthaltsdauer in der Mitte bei den transgenen, mit
NaCl (21,99 +2,40 %) bzw. mit 10 mg/kg MPH behandelten Tiere (19,46 + 1,54 %)
signifikant niedriger als die bei nicht-transgenen Tieren, die mit NaCl (29,31 = 2,06 %,
p =0,012) bzw. 10 mg/kg MPH behandelt wurden (35,58 + 5,13 %, p = 0,008; Abb. 32E).
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Abb. 32: Elevated plus maze-Test 9 Monate alter 5XFAD-Mause nach pharmakologischer Stimulation.
MPH hatte weder in der Konzentration von 3 mg/kg noch von 10 mg/kg Einfluss auf die bestehenden
Verhaltensdefizite im Elevated plus maze. Zwischen den transgenen und nicht-transgenen 5xFAD-Tieren mit
derselben Behandlung waren nahezu alle Parameter im Elevated plus maze signifikant verschieden zueinander
(*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,001; #p < 0,05 = signifikanter Unterschied zu 6 Monate alten Tieren derselben
behandelten Gruppe). (A) Zeit in den offenen Armen, (B) Besuche der offenen Arme, (C) Zeit in den
geschlossenen Armen, (D) Besuche der geschlossenen Arme, (E) Aufenthaltsdauer in der Mitte.
Kontrollsubstanz (Veh, weil), MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-transgene 5xFAD
(FAD wt; n =23 (Veh); n=11 (3 mg/kg); n =9 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD (FAD tg; n =21 (Veh); n=13
(3 mg/kg); n = 13 (10 mg/kg))
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3.5.2 Open field 9 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer

Stimulation

Im Open field wurde bei 9-monatigen 5xFAD-Tieren beobachtet, dass die zurlickgelegte
Strecke (p = 0,087; Abb. 33A) und die Anzahl der Crossings (p = 0,059; Abb. 33B) der
transgenen 5XFAD-Vehikeltiere tendenziell geringer war als die nicht-transgener Vehikeltiere
(p = 0,087). Nach der Verabreichung von 3 mg/kg (3785,87 + 252,32 cm, p = 0,001) bzw.
10 mg/kg MPH (3755,13 + 429,76 cm, p = 0,004) war die Strecke der nicht-transgenen Tiere
im Vergleich zu den nicht-transgenen Kontrolltieren (2641,08 + 168,12 cm) signifikant
erhoht. Auch bei den transgenen 5xFAD-Versuchstieren war die Strecke nach der
Verabreichung von 3 mg/kg (3277,28 £198,86 cm, p=0,002) bzw. 10 mg/kg MPH
(4043,83 + 320,96 cm, p<0,001) signifikant hoher als die transgener Kontrolltiere
(2212,61 + 234,11 cm). Weiterhin war die Anzahl der Crossings bei den nicht-transgenen
5xFAD-Mausen nach der Applikation von 3 mg/kg (236,91 = 16,52; p = 0,006) bzw.
10 mg/kg MPH (258,44 + 29,43; p= 0,002) im Vergleich zu den nicht-transgenen
Vehikeltieren (175,09 £11,04) gesteigert. Bei den transgenen Versuchstieren, die 3 mg/kg
(224,82 £ 13,82; p <0,001) bzw. 10 mg/kg MPH (290,30 + 22,47; p < 0,001) erhielten, war
die Anzahl der Crossings im Vergleich zu den transgenen Kontrolltieren (141,73 + 13,26)
ebenso signifikant erhoht. Die Anzahl der Rearings (Abb. 33C) war bei den transgenen
Vehikeltieren (27,05 * 4,29) signifikant niedriger als bei den nicht-transgenen Kontrolltieren
(49,83 £ 5,25; p = 0,003). Nach der Verabreichung von 10 mg/kg MPH richteten sich die
nicht-transgenen Versuchstieren (61,00 £ 7,00) im Vergleich zu den nicht-transgenen, mit
3 mg/kg MPH behandelten Tieren (39,09 + 4,68) signifikant haufiger auf (p =0,015). Die
Anzahl der Rearings transgener, mit 10 mg/kg MPH behandelter Tiere (56,63 + 7,79) war im
Vergleich zu den transgenen NaCl-Tieren signifikant groer (p = 0,029). SchlieBlich hielten
sich die transgenen Kontrolltiere signifikant langer (19,88 + 4,44 %) im Zentrum des Feldes
auf als nicht-transgene Vehikeltiere (7,98 + 0,77 %, p = 0,008; Abb. 33D). Bei den transgenen
Tieren war die Aufenthaltsdauer nach der Applikation von 3 mg/kg (8,27 = 1,06 %,
p =0,048) bzw. 10 mg/kg MPH (9,03 + 1,68 %, p =0,036) im Vergleich zu den transgenen

NaCl-Tieren signifikant reduziert.
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Abb. 33: Open field-Test (Trial 1) 9 Monate alter 5xFAD-Ma&use nach pharmakologischer Stimulation.
Durch die Verabreichung von 3 mg/kg bzw. 10 mg/kg MPH waren die Distanz und die Anzahl der Crossings bei
den transgenen und nicht-transgenen 5xFAD-Tieren signifikant erhoht. Gleichzeitig bewirkten 10 mg/kg MPH
eine Steigerung der Anzahl der Rearings beider Genotypen. Zuletzt hielten sich die mit 3 mg/kg bzw. 10 mg/kg
MPH stimulierten, transgenen Tiere weniger im Zentrum des Feldes auf als transgene Kontrolltiere (*p < 0,05;
**p < 0,005; ***p < 0,001; #p <0,05; ##p <0,005 = signifikanter Unterschied zu 6 Monate alten Tieren
derselben behandelten Gruppe). (A) zurlickgelegte Strecke, (B) Anzahl der Kreuzungen im Feld, (C) Anzahl der
Rearings, (D) Zeit im Zentrum. Kontrollsubstanz (Veh, weil}), MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg (schwarz),
nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt; n = 23 (Veh); n = 11 (3 mg(kg; n =9 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD (FAD tg;
n =20 (Veh); n =14 (3 mg/kg); n = 14 (10 mg/kg))
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Mittels der Untersuchungen zur Habituation im Open field wurde bei 9 Monate alten Mausen
im Recall-Test gezeigt, dass die nicht-transgenen 5XFAD-Tiere nach dem Erhalt von 3 mg/kg
MPH eine signifikant groRere Distanz zuriicklegten (1626,44 + 161,76 cm), verglichen mit
nicht-transgenen Vehikeltieren (804,53 + 162,37 cm, p = 0,012) und 3 mg/kg MPH
behandelten transgenen Tieren (1116,58 + 119,77 cm, p = 0,046; Abb. 34A). Zudem war auch
die Distanz der mit 10 mg/kg MPH behandelten nicht-transgenen Tiere im Recall-Test
(1930,42 + 173,58 cm) signifikant groRer als die nicht-transgener Mause, denen NaCl
injizierten wurde (p = 0,002). Weiterhin legten nicht-transgene Méuse, die 10 mg/kg MPH
erhielten, auch eine tendenziell groRere Strecke zurlck als transgene, mit 10 mg/kg MPH
behandelte Tiere (p = 0,055). Selbst im Re-recall-Test war diese erhéhte Distanz der mit
10 mg/kg MPH behandelten nicht-transgenen 5xFAD-Mause (1577,72 £ 222,59 cm) im
Vergleich zu den mit NaCl behandelten nicht-transgenen Tieren (664,18 +204,88 cm,
p =0,011) signifikant und im Vergleich zu den mit 3 mg/kg MPH behandelten nicht-
transgenen Tieren noch tendenziell (p= 0,052) zu beobachten. Tendenziell waren im
Re-recall-Test auch Unterschiede zwischen den transgenen und nicht-transgenen 5xFAD-
Méusen beobachtbar, die jeweils 3 mg/kg (p = 0,067) bzw. 10 mg/kg MPH (p = 0,083)

erhielten.

Bezuiglich des Rearing (Abb. 34B) richteten sich die nicht-transgenen Vehikeltiere im Recall-
Test (7,50 + 1,00) signifikant weniger auf als die mit 3 mg/kg MPH (15,36 £ 2,11; p = 0,012)
und die mit 10 mg/kg MPH behandelten nicht-transgenen Tieren (31,88 * 4,76; p = 0,001)
sowie im Vergleich zu den transgenen Vehikeltieren (19,20 + 3,77; p = 0,029). Daneben war
die Anzahl der Rearings der nicht-transgenen 5xFAD-Mannchen nach der Injektion von
10 mg/kg im Recall-Test signifikant hoher als das der nicht-transgenen Tiere, die 3 mg/kg
MPH erhielten (p = 0,005) und als das der mit 10 mg/kg MPH behandelten transgenen
Versuchstiere (19,88 + 4,72; p = 0,017). Im Re-recall-Test richteten sich die nicht-transgenen,
mit 10 mg/kg MPH gespritzten Méuse signifikant h&ufiger auf (25,38 +4,31) als nicht-
transgene Kontrolltiere (10,88 + 3,06; p =0,024), als nicht-transgene, mit 3 mg/kg MPH
injizierte Tiere (9,91 £ 1,72; p = 0,003) sowie als die transgenen Tiere, die ebenso 10 mg/kg
MPH erhielten (14,38 + 2,06; p = 0,008).



Ergebnisse 71

***k
(A) 5000 + 4 Stunden 24 Stunden

e Y
4000 | ok
3000 - %
**x
2000 - * x
- F' m
0 . |

V 310 VvV 3 10 VvV 3 10 V 3 10 V310 V 310
FADwt FADty FADwt FADty FADwt FADtg
Trial 1 Trial 2 (Recall) Trial 3 (Re-recall)

(B) 80 - -

70 -
* * *

*
60 -
50 | L,
40 -
30 - i .
20 -
"o : Tl
0 .

VvV 310 VvV 3 10 V310 V3 10 V 310 V 310
FADWt FADtg FADWt FADtg FADWt FADtg
Trial 1 Trial 2 (Recall) Trial 3 (Re-recall)

Distanz [cm]

Rearings

*
T

V ... Vehikel 3 ... 3 mg/kg MPH 10 ... 10 mg/kg MPH

Abb. 34: Habituation im Open field-Test (Trial 2 und 3) 9 Monate alter 5xFAD-Mause nach
pharmakologischer Stimulation. Einzig bei den nicht-transgenen 5xFAD-Tieren wurde eine Erhéhung der
Distanz und der Anzahl der Rearings im Recall-Test nach der Verabreichung von 3 mg/kg oder 10 mg/kg MPH
und im Re-recall-Test nach der Injektion von 10 mg/kg MPH beobachtet (*p <0,05; **p < 0,005;
#p < 0,05 = signifikanter Unterschied zu 6 Monate alten Tieren derselben behandelten Gruppe).
(A) zurlckgelegte Strecke, (B) Anzahl der Rearings. Nicht-transgene 5xFAD-Vehikel (FAD wt_Veh, weil,
n = 8), nicht-transgene 5xFAD-MPH 3 mg/kg (FAD wt_3 mg/kg, grau, n = 11), nicht-transgene 5xFAD-MPH
10 mg/kg (FAD wt_10 mg/kg, schwarz, n=9), transgene 5xFAD-Vehikel (FAD tg_Veh, kariert, n=8),
transgene 5xFAD-MPH 3 mg/kg (FAD tg_3 mg/kg, diagonal gestreift, n=14), transgene 5xFAD-MPH
10 mg/kg (FAD tg_10 mg/kg, horizontal gestreift, n = 14)
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3.5.3 Morris water maze 9 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer

Stimulation

Im Morris water maze wurde bei 9-monatigen Mé&usen eine signifikante Erhohung der
Latenzzeiten transgener Kontrolltiere im Vergleich zu nicht-transgenen Vehikeltieren
beobachtet (F(1,30) = 6,283; p = 0,0178; Abb. 35A, B). Der weitere Vergleich der
Latenzzeiten in der Akquisitionsphase veranschaulichte einen tendenziellen Unterschied
zwischen den nicht-transgenen Tieren mit der NaCl-, 3 mg/kg bzw. 10 mg/kg MPH Injektion
(p =0,0966), wobei 3 mg/kg MPH die Latenzzeit erhdhte. Eine detaillierte Analyse der
einzelnen Trials erbrachte einen signifikanten Unterschied fir die Trials 1 bis 4
(F(2, 33) = 6,514; p = 0,0041) bzw. fiir die Trials 1 bis 8 (F(2, 33) = 4,054; p = 0,0266) der
unterschiedlich behandelten nicht-transgenen Versuchstiere. Die transgenen, mit MPH

behandelten Versuchsgruppen zeigten keine Unterschiede in der Latenzzeit.
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Abb. 35: Latenzzeiten im Morris water maze-Test (Trial 1-17) 9 Monate alter 5XxFAD-Mause nach
pharmakologischer Stimulation. Die Latenzzeit 9-monatiger transgener Vehikeltiere war signifikant hoher als
die nicht-transgener Vehikeltiere (*p < 0,05). Der Vergleich der einzelnen Trials verdeutlichte einen
signifikanten Unterschied der Trials 1 bis 4 und 1 bis 8 zwischen den unterschiedlich behandelten nicht-
transgenen Versuchsgruppen (#p < 0,05; ##p < 0,005). (A) MPH 3 mg/kg (gefiillte Symbole), (B) MPH
10 mg/kg (geflllte Symbole mit schwarzem Rahmen). Kontrollsubstanz (Veh, offene Symbole), nicht-transgene
5xFAD (FAD wt, Rauten; n=17 (Veh); n=11 (3 mg/kg); n=28 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD (FAD tg,
Kreise; n = 15 (Veh); n = 14 (3 mg/kg); n = 14 (10 mg/kg))

<«

Auch die Area under curve (AUC) fir die Latenzzeit der transgenen Vehikeltiere war im
Alter von 9 Monaten signifikant hoher (1109,64 + 104,54) als die der nicht-transgenen
Kontrolltiere (727,47 £ 100,45; p = 0,019; Abb. 36). Die mit MPH behandelten Tiere zeigten

keine Unterschiede in der AUC fir die Latenzzeit.

1500 - .
1200 -
Q 001 O Veh
< 600 - m 3 mg/kg
300 - m 10 mg/kg
0

FAD wt FAD tg

Abb. 36: Area under curve (AUC) fir die Latenzzeit im Morris water maze 9 Monate alter 5XFAD-Mause
nach pharmakologischer Stimulation. Die AUC transgener 5xFAD-Kontrolltiere war signifikant hoher als die
nicht-transgener Vehikeltiere (*p < 0,05). Die mit MPH behandelten Gruppen zeigten keinen Unterschied in der
AUC fiir die Latenzzeit. Kontrollsubstanz (Veh, weit), MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-
transgene 5xFAD (FAD wt; n =17 (Veh); n=11 (3 mg/kg); n=8 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD (FAD tg;
n =15 (Veh); n = 14 (3 mg/kg); n = 14 (10 mg/kg))

Im Trial 17 wurde bei 9 Monate alten Versuchstieren beobachtet, dass die Latenzzeit der
transgenen Kontrolltiere (50,16 + 10,17 s) signifikant héher war als die nicht-transgener
Kontrolltiere (29,98 £ 9,70 s, p=0,041; Abb. 37A). Bei den nicht-transgenen 5xFAD-
Mausen wurde zudem ein tendenzieller Unterschied in der Latenzzeit zwischen den
verschieden behandelten Gruppen nachgewiesen (p = 0,096). Andere Parameter wurden durch

die Applikation von MPH in beiden Konzentrationen nicht beeinflusst.
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Abb. 37: Morris water maze-Test (Trial 17) 9 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer
Stimulation. Transgene Kontrolltiere zeigten eine signifikant langere Latenzzeit zur Lokalisation der
Plattformregion als nicht-transgene Kontrollen. MPH selbst hatte bei transgenen und nicht-transgenen 5xFAD-
Tieren keinen Einfluss auf die untersuchten Parameter im Water maze (#p < 0,05 = signifikanter Unterschied zu
6 Monate alten Tieren derselben behandelten Gruppe). (A) Latenzzeit bis zum Erreichen der Plattformregion,
(B) geschwommene Strecke; (C) Besuche der Plattformregion, (D) Zeit in der Plattformregion, (E) Besuche des
Zielquadranten, (F) Zeit im Zielquadranten, (G) Schwimmgeschwindigkeit. Kontrollsubstanz (Veh, weiR),
MPH 3 mg/kg (grau), MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-transgene 5xFAD (FAD wt; n=17 (Veh); n=11
(3 ma/kg); n =8 (10 mg/kg)), transgene 5XFAD (FAD tg; n = 15 (Veh); n = 14 (3 mg/kg); n = 14 (10 mg/kg))

“«—
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3.5.4 Fear conditioning 9 Monate alter 5xFAD-M&use nach pharmakologischer

Stimulation

Wahrend des Trainings im Fear conditioning bei Tieren im Alter von 9 Monaten (Abb. 38A)
war das Freezing nicht-transgener Versuchstiere nach der Verabreichung von 3 mg/kg
(15,73 £ 3,71 %, p = 0,012) bzw. 10 mg/kg MPH (6,79 £ 3,12 %, p = 0,001) im Vergleich zu
nicht-transgenen Kontrolltieren (59,90 * 8,93 %) signifikant reduziert. Gleichzeitig war das
Freezing bei den transgenen Tieren nach der Injektion von 10 mg/kg MPH (7,51 £ 1,90 %) im
Vergleich zu den transgenen Kontrolltieren (53,89 £ 6,50 %, p < 0,001) und zu der 3 mg/kg
MPH-Tiergruppe (23,51 £ 3,77 %, p = 0,003) signifikant gesenkt.

In der ersten Habituationsphase (Abb. 38B, diagonal gestreift) wurde bei den transgenen
5xFAD-Méausen eine signifikante Minderung des Freezing nach der Gabe von 3 mg/kg
(0+0 %, p=0,013; unterbrochene Linie) bzw. 10 mg/kg MPH (0+£0%, p = 0,011;
unterbrochene Linie) im Vergleich zu den transgenen Vehikeltieren (2,96 + 1,78 %)
beobachtet. Im entscheidenden Test des kontextabhangigen Fear conditioning (Abb. 38B)
wurde ein signifikant geringeres Freezing bei den nicht-transgenen, mit 10 mg/kg MPH
behandelten Tieren gezeigt (41,74 + 9,55 %), verglichen mit den Kontrolltieren
(87,91 £ 11,47 %, p = 0,031) und mit den transgenen 5xFAD-Mausen, die 10 mg/kg MPH
erhielten (62,31 £ 6,95 %, p = 0,031).

Wahrend der zweiten Habituationsphase vor dem tonabhéngigen Test (Abb. 38C, diagonal
gestreift) war das Freezing nicht-transgener Mause nach der Injektion von 10 mg/kg MPH
(7,29 £4,59 %) signifikant niedriger als das der nicht-transgenen Vehikeltiere
(28,45 £ 9,04 %, p = 0,044, unterbrochene Linie). Gleichzeitig war das Freezing transgener,
mit 10 mg/kg MPH behandelter Tiere wéhrend der Habituation signifikant geringer
(17,82 £ 5,70 %) als das transgener, mit 3 mg/kg MPH behandelter Méause (50,21 £ 9,09 %,
p = 0,006; unterbrochene Linie). Zuletzt wurde ein signifikant héheres Freezing bei den
transgenen, mit 3 mg/kg MPH behandelten Versuchstieren im Vergleich zu nicht-transgenen
Méusen, die 3 mg/kg MPH erhielten (20,61 £ 6,53 %), beobachtet (p = 0,045; unterbrochene
Linie). Im tonabhdngigen Test wurden keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen
(Abb. 38C).
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Abb. 38: Fear conditioning-Test 9 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer Stimulation.
Wahrend des kontextabhéngigen Fear conditioning war das Freezing nicht-transgener 5xFAD-Tiere nach der
Injektion von 10 mg/kg MPH im Vergleich zu nicht-transgenen Kontrolltieren signifikant reduziert. Im
tonabhangigen Fear conditioning war kein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlich behandelten
Versuchstieren beobachtbar (*p < 0,05; **p < 0,005; ***p < 0,001; Signifikanz in der Habituationsphase:
unterbrochene Linie; #p < 0,05 = signifikanter Unterschied zu 6 Monate alten Tieren derselben behandelten
Gruppe (FAD wt_3 mg/kg: Training und tonabhdngiges Fear conditioning)). (A) Freezing wahrend des
Trainings, (B) Freezing in Abhéngigkeit der Umgebung (contextual fear conditioning) mit dazugehériger
Freezing-Zeit wahrend der Habituationsphase (diagonal gestreift), (C) Freezing in Abhdngigkeit vom gelernten
Ton (cued fear conditioning) mit dazugehoriger Freezing-Zeit wéhrend der Habituationsphase (diagonal
gestreift); Fulschock 1=500 pA, Ton=1-2 kHz. Kontrollsubstanz (Veh, weil), MPH 3 mg/kg (grau),
MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt; n =12 (Veh); n = 11 (3 mg/kg); n = 8 (10 mg/kg)),
transgene 5XFAD (FAD tg; n = 15(Veh); n = 13 (3 mg/kg); n = 13 (10 mg/kg))



Ergebnisse 78

3.5.5 Aktivitat im Heimkafig und im Laufrad 9 Monate alter 5XFAD-Mause nach

pharmakologischer Stimulation

Der Aktivitatsverlauf tber 24 Stunden der (noch unbehandelten) transgenen und nicht-
transgenen 5XFAD-Tiere im Alter von 9 Monaten am 3. Habituationstag verdeutlichte eine
sehr geringe bis keine Aktivitat beider Versuchsgruppen zwischen 6:00 und 18:00 Uhr
(Ruhephase, weiler Balken) sowohl im Heimkéfig (Abb. 39A) als auch im Laufrad
(Abb. 39B). Bereits eine Stunde vor Ausschalten des Lichtes, d.h. gegen 17:00 Uhr, begann
die Aktivitdt der transgenen und nicht-transgenen Mause anzusteigen. Waéhrend der
Dunkelphase (18:00 bis 6:00 Uhr, schwarzer Balken) waren die transgenen Versuchstiere im
Heimkéfig von 19:00 bis 5:00 Uhr signifikant aktiver als nicht-transgene Tiere (p = 0,0006).
Im Laufrad wurde in diesem Zeitraum kein signifikanter Unterschied zwischen den

transgenen und nicht-transgenen 5xFAD-Mausen beobachtet (p = 0,3404).
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Abb. 39: Aktivitat Gber 24 Stunden im Heimkafig und im Laufrad 9 Monate alter 5xFAD-Mause am
3. Habituationstag. Die (noch unbehandelten) transgenen und nicht-transgenen Versuchstiere zeigten (A) im
Heimkafig und (B) im Laufrad eine sehr geringe bis keine Aktivitat wéhrend der Ruhephase (6:00 bis 18:00 Uhr,
weiller Balken). In der Dunkelphase (18:00 bis 06:00 Uhr, schwarzer Balken) stieg die Aktivitat beider
Genotypen an, wobei transgene 5xFAD-Maduse im Heimké&fig signifikant aktiver waren als nicht-transgene
Mause (***p < 0,001). Nicht-transgene, noch unbehandelte 5xFAD (FAD wt, Rauten, Heimkafig: n =11,
Laufrad: n = 4), transgene, noch unbehandelte 5xFAD (FAD tg, Kreise, Heimkafig n = 11, Laufrad: n = 10)
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Die Berechnung der Area under curve (AUC) fir die Aktivitdt im Heimkéfig (Abb. 40A)
bestéatigte die signifikant hohere Aktivitat der transgenen 5xFAD-Maduse (12274,45 *
1386,35) im Vergleich zu den nicht-transgenen Tieren (6054,95 + 930,83; p = 0,005), welche
insbesondere in der Dunkelphase zu beobachten war. Die AUC flr die Aktivitat im Laufrad
(Abb. 40B) waren zwischen transgenen und nicht-transgenen Versuchstieren nicht signifikant

verschieden zueinander (p = 0,358).
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Abb. 40: Area under curve (AUC) flir die Aktivitat Uber 24 Stunden im Heimkafig und im Laufrad
9 Monate alter 5xFAD-Mause am 3. Habituationstag. Die AUC fir die Aktivitat im (A) Heimkafig, nicht
jedoch im (B) Laufrad war bei transgenen 5XxFAD-Tieren im Vergleich zu nicht-transgenen Méausen signifikant
hoher (*p < 0,05). Nicht-transgene, noch unbehandelte 5XxFAD (FAD wt; Heimkéfig: n =11, Laufrad: n=4),
transgene, noch unbehandelte 5xFAD (FAD tg; Heimkafig n = 11, Laufrad: n = 10)

Trotz des signifikanten Unterschiedes in der Aktivitat im Heimkafig zwischen transgenen und
nicht-transgenen 5xFAD-Versuchstieren bestand eine positive Korrelation zwischen der
Aktivitdt im Heimké&fig und der Aktivitat im Laufrad sowohl bei den transgenen (r = 0,8501;
p <0,001) als auch nicht-transgenen Mausen (r = 0,8850; p < 0,001; Abb. 41). Das bedeutet,

je aktiver die Mause im Heimkéfig waren, desto mehr liefen sie auch im Laufrad.
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Abb. 41: Korrelation der Aktivitat im Heimkafig und der Aktivitat im Laufrad transgener und nicht-
transgener (noch unbehandelter) 5XxFAD-Mause Uber 24 Stunden des 3. Habituationstages. Bei beiden
Genotypen bestand ein positiver Zusammenhang zwischen der Aktivitat im Heimkafig und im Laufrad. Nicht-
transgene, noch unbehandelte 5XxFAD (FAD wt, Rauten; n = 24), transgene, noch unbehandelte 5xFAD (FAD tg,
Kreise; n = 24)

<«

Fur die Analyse zur Wirkung von MPH wurden die transgenen und nicht-transgenen
Versuchstiere nach der Habituationsphase jeweils in zwei Gruppen geteilt. Die erste Gruppe
erhielt als Kontrollsubstanz NaCl, die zweite 10 mg/kg MPH. Die Injektion erfolgte stets in
der Ruhephase der Mause, wenn die Aktivitat bei beiden Genotypen gleich niedrig war. Der
Vergleich der unbehandelten und mit MPH behandelten transgenen und nicht-transgenen
Gruppen verdeutlichte, dass sich die tagliche Gesamtaktivitat im Heimkafig (Abb. 42A) und
im Laufrad (Abb. 42B) weder vor der Applikation von MPH (Tag 1 bis 4), noch wahrend der
Tage der Applikation (Tag 5 bis 8, schwarze Pfeile) signifikant unterschied.
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Abb. 42: Tégliche Aktivitat [%] im Heimké&fig und im Laufrad 9 Monate alter 5xFAD-M&use vor und
nach der pharmakologischen Stimulation. Zwischen den unterschiedlichen Gruppen bestand kein signifikanter
Unterschied in der Gesamtaktivitit nach der MPH-Behandlung. Die Injektion erfolgte einmal taglich von Tag 5
bis Tag 8 (schwarze Pfeile). (A) Aktivitdat im Heimkéfig [%], (B) Aktivitat im Laufrad [%]. Kontrollsubstanz
(Veh, offene Symbole), MPH 10 mg/kg (gefiillte Symbole mit schwarzem Rahmen), nicht-transgene 5xFAD
(FAD wt, Rauten; n=5 (Veh); n=6 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD (FAD tg, Kreise; n=5 (Veh); n=6
(10 mg/kg))
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Mit Hilfe der Berechnung der Area under curve (AUC) fir die Aktivitdt im Heimkafig
(Abb. 43A) und im Laufrad (Abb. 43B) wurde bestatigt, dass sich die Gesamtaktivitat
zwischen den Genotypen und verschieden behandelten transgenen und nicht-transgenen

Méusen nicht signifikant voneinander unterschied.
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Abb. 43: Area under curve (AUC) fur die Gesamtaktivitaten im Heimké&fig und Laufrad. Die AUC fur die
gesamte Aktivitdat im (A) Heimkéfig und (B) Laufrad unterschieden sich nicht signifikant zwischen den
Genotypen und den verschieden behandelten Gruppen. Die Berechnung der AUC erfolgte fur die Aktivitat im
Heimkéfig von Trial 2 bis 8 und fiir die Aktivitat im Laufrad von Trial 4 bis 8. Kontrollsubstanz (Veh, weil),
MPH 10 mg/kg (schwarz), nicht-transgene 5XFAD (FAD wt; n =5 (Veh); n =6 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD
(FAD tg; n=5 (Veh); n = 6 (10 mg/kg))

Zur detaillierten Untersuchung der Wirkung von MPH wurde die Aktivitat im Heimkaéfig flr
die vier aufeinanderfolgenden Tage der jeweils einmaligen Injektion einzeln dargestellt
(Abb. 44A-D). Die Injektion erfolgte zum Zeitpunkt Null. Unmittelbar nach der Injektion von
MPH erhohte sich die Aktivitdt der transgenen und nicht-transgenen Versuchstiere im
Heimkéfig im Vergleich zu den Kontrolltieren. Das Aktivitdtsmaximum war bei den
transgenen Mausen an allen vier Tagen etwa 80 min nach der Injektion erreicht. Das
Aktivitdtsmaximum der nicht-transgenen M&use belief sich auf etwa 30 min nach der ersten
und dritten MPH-Injektion (Abb. 44A und C) und auf 10 min nach der zweiten und vierten
Injektion (Abb. 44B und D). Anhand der Dauer der gesteigerten Aktivitat nach der Injektion
wurde auf die Wirkungsdauer von MPH geschlossen. Wahrend die Aktivitat bei transgenen
5XFAD-Tieren ihren ersten Minimalwert nach etwa 220 bis 240 min (ausgenommen
Injektion 2: t = 140 min) erreichte, bendétigen nicht-transgene Versuchstiere 120 bis 160 min

bis die Aktivitat wieder auf das Minimum gesenkt war.
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Abb. 44: Aktivitat im Heimkéfig 9 Monate alter 5xFAD-Mause nach pharmakologischer Behandlung.
Unmittelbar nach der Injektion (Zeitpunkt Null) war die Aktivitdt bei transgenen und nicht-transgenen
Versuchstieren erhoht. Das Aktivitatsmaximum der transgenen 5xFAD-Tiere war nach 80 min (1. bis 4. Tag),
das der nicht-transgenen 5xFAD-Méuse nach 30 min (1. und 3. Tag) bzw. nach 10 min (2. und 4. Tag) erreicht.
Die Wirkungsdauer der Substanz war bei transgenen Tieren langer als bei nicht-transgenen 5xFAD-Méusen.
(A) erster, (B) zweiter, (C) dritter, (D) vierter Injektions-Tag. Kontrollsubstanz (Veh, offene Symbole),
MPH 10 mg/kg (gefullte Symbole mit schwarzem Rahmen), nicht-transgene 5XxFAD (FAD wt; n=5 (Veh);
n =6 (10 mg/kg)), transgene 5xFAD (FAD tg; n =5 (Veh); n = 6 (10 mg/kg))

<«

Der zusammenfassende Vergleich der maximalen Aktivitat der S5XFAD-Maus im Heimkafig
nach der MPH-Injektion (Abb. 45A) verdeutlichte, dass das Aktivititsmaximum der
transgenen 5XFAD-Tiere (t = 80,00 £ 0 min) signifikant spéater war als das nicht-transgener
Tiere (t = 20,00+580 min, p= 0,029). Die zusammenfassende Darstellung zum
anschlieBend wieder erreichten Aktivitdtsminimum (Abb. 45B) veranschaulichte, dass das
Aktivitdtsminimum nach 205 + 22,17 min bei den transgenen 5xFAD-Mé&usen und nach
145 £ 9,57 min bei den nicht-transgenen Tieren erreicht war. Demnach bendtigten die

transgenen Tiere tendenziell langer, um MPH abzubauen (p = 0,114).
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Abb. 45: Wirkungszeitpunkt und -dauer von MPH. (A) Das Aktivitdtsmaximum transgener 5xFAD-Tiere
war signifikant spéater als das nicht-transgener Tiere (*p < 0,05). (B) Es bestand kein signifikanter Unterschied
bis zum Erreichen des Aktivitdtsminimums nach der Injektion von MPH. Nicht-transgene 5xFAD (FAD wt;
n =4 (Veh); n =4 (10 mg)), transgene 5xFAD (FAD tg; n = 4 (Veh); n = 4 (10 mg))
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3.6 Immunhistochemische Farbung und Quantifizierung des Dopamin-
Transporters (DAT)

Der DAT wurde hinsichtlich seiner Anzahl im PFC untersucht. Sowohl im Alter von 3, 6 als
auch 9 Monaten wurden DAT-positive Zellen (weilRe Pfeile) im PFC transgener und nicht-
transgener Tiere ausgemacht (Abb.46). Ob jedoch Abweichungen in der Anzahl des
Transporters existierten, sollte mittels der Quantifizierung des DAT (Abb. 47) bestimmt

werden.
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Abb. 46: Farbung des Dopamin-Transporters im prafrontalen Cortex. DAT-positive Zellen (weil3e Pfeile)
waren bis ins Alter von 9 Monaten bei der 5XxFAD-Maus bei nicht-transgenen und transgenen Tieren
identifizierbar. 1. Zeile links: Lokalisation des PFC mit Hilfe des Maus-Atlas (FRANKLIN UND PAXINOS 2007),
rechts: Antikorperkontrollfarbung (K), ab 2. Zeile oben: 3 Monate, Mitte: 6 Monate, unten: 9 Monate; links:
nicht-transgene 5xFAD (FAD wt), rechts: transgene Tiere (FAD tg). Dopamin-Transporter, DAPI
(Mal3stab 50 pm)
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Die Auszahlung der Neurone im PFC per se (DAPI, Abb. 47A) ergab keinen Unterschied
zwischen den transgenen und nicht-transgenen 5xFAD-Mausen im Alter von 3, 6 oder
9 Monaten. Ferner wiesen nicht alle positiv gefarbten Zellen im PFC eine positive DAT-
Féarbung auf (diagonal gestreift). Mit Hilfe der Quantifizierung der DAT-positiven Zellen
(Abb. 47B) wurde nachgewiesen, dass der prozentuale Anteil der DAT-positiven Zellen
zwischen transgenen und nicht-transgenen Mausen im Alter von 3, 6 und 9 Monaten
tendenziell verschieden war. Es wurde dabei lediglich ein Trend beobachtet, da die Anzahl

der Strichprobengréf3e zu gering war.
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Abb. 47: Quantifizierung des DAT-positiver Zellen im PFC (0,0676 mm?® Flache). Die Anzahl DAT-
positiver Zellen im PFC war ab dem Alter von 3 Monaten bei transgenen 5XxFAD-Mé&usen tendenziell niedriger
als bei nicht-transgenen Tieren. (A) absolute Anzahl der Neurone im PFC (DAPI, gefullte Balken) und DAT-
positiver Zellen (DAT+, diagonal gestreift), (B) prozentualer Anteil DAT-positiver Zellen beziglich der positiv
markierten Neurone im PFC, nicht-transgene 5xFAD (FAD wt, wei3; n = 3 (3 Mo); n =4 (6 Mo); n =4 (9 Mo)),
transgene 5XFAD (FAD tg, hellgrau; n =4 (3 Mo); n = 3 (6 Mo); n =5 (9 Mo))



Diskussion 86

4 Diskussion

Bisher gibt es nur wenige Untersuchungen zum Einfluss von MPH auf das Verhalten bei der
Alzheimer-Krankheit. Am Patienten konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine
Verabreichung von MPH vor allem eine Senkung der Apathie, daneben ein verbessertes
Schlafverhalten sowie eine gesteigerte Lust und "Antriebskraft” bewirkt (GALYNKER ET AL.
1997, KITTUR UND HAUSER 1999, PADALA ET AL. 2010, 2012). Die Einzelfallstudien und
offenen Studien zeigten zwar eine positive Wirkung von MPH auf die Apathie, dennoch
haben sie Einschrankungen. Keines der publizierten Darstellungen beurteilten die Apathie per
se und alle Untersuchungen sind von einer geringen StichprobengrofRe sowie von
verschiedenen Komorbiditaten gekennzeichnet, was die Generalisierung der Ergebnisse
erschwert (PADALA ET AL. 2010). Berichte zum Einfluss von MPH auf die Lern- und
Gedéchtnisleistung bei Alzheimer-Patienten gibt es bisher keine. Auch in Hinblick auf die
praklinische Forschung an Mausmodellen kdénnen keine Befunde ausgemacht werden.
Hinsichtlich dieses Sachverhaltes wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals eine
systematische Studie zum pharmakologischen Einfluss des hdufig therapeutisch verwendeten
Psychostimulans MPH auf die Lern- und Gedachtnisleistung in vivo am Beispiel der 5xFAD-
Alzheimermaus durchgefiihrt. Die Verhaltensdefizite transgener M&use sollten reduziert und
bestenfalls auf ein Niveau der nicht-transgenen Wildtyptiere gehoben werden. Um dies zu
eruieren, wurden transgene und nicht-transgene 5xFAD-Mause unterschiedlichen Alters
zunachst einer intensiven phanotypischen Beschreibung und einer immunhistochemischen
Charakterisierung unterzogen. Anschliefend wurden 5xFAD-Mannchen in verschiedenen
Verhaltenstests analysiert, da bislang insbesondere Weibchen der Linie untersucht wurden
(HILLMANN ET AL. 2010, JAWHAR ET AL. 2012, TOHDA ET AL. 2012, AYTAN ET AL. 2013, ZHANG
ET AL. 2013). Im Anschluss wurde sich denselben Verhaltensuntersuchungen bedient, um
einen pharmakologischen Einfluss von 3 und 10 mg/kg MPH bei sechs- und neunmonatigen
5xFAD-Méannchen zu Uberprifen. So wurde einerseits ermittelt, inwiefern beginnende
Verhaltensbeeintrachtigungen beeinflusst werden kdnnen, andererseits wurde der Einfluss auf
signifikant bestehende Defizite analysiert. Folglich wurden mittels dieser Arbeit zwei
grundsatzliche Aspekte abgeklart. Die Charakterisierung der Versuchstiere diente der
praziseren Beschreibung der sich entwickelnden Verhaltensbeeintrachtigungen bei 5xFAD-
Maénnchen, die pharmakologische Stimulation gab Aufschluss dartber, ob der Einsatz von
MPH fur eine medikamentése Therapie zur Aufbesserung der Lern- und/oder

Gedéachtnisbeeintréchtigungen bei der Alzheimer-Krankheit denkbar ist.
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4.1 Die Entwicklung der Alzheimer-Pathologie bei der 5XxFAD-Maus

4.1.1 Immunhistochemische Beschreibung

Plaqueentwicklung

Aus den durchgefiihrten immunhistochemischen Analysen geht hervor, dass die 5xFAD-Maus
mit nur zwei Monaten sehr zeitig AB-Plaques entwickelt. Beginnend im PFC, Subiculum
sowie in der Cortex-Schicht 5 und Amygdala breiten sich die Plaques recht schnell in andere
Hirnregionen aus (eigene Beobachtungen), wenn auch geringer in der Zahl (OAKLEY ET AL.
2006). Im Gegensatz zu OAKLEY ET AL. (2006) wurden in den hier durchgefiihrten Analysen
auch Plagques im Cerebellum ausgemacht. Die Ursache fir die rasante Bildung der Plaques ist
die drastisch beschleunigte APB42-Generierung bei jungen Mausen (OHNO 2009, DEVI UND
OHNO 2010A, TOHDA ET AL. 2012). Andere Modelle weisen die ersten Plaques ab friihestens
drei Monaten auf, so z.B. die APP/PS1-Alzheimermaus (WANG ET AL. 2012) oder die
TgCRND8-Maus (KOBAYASHI UND CHEN 2005, LALONDE ET AL. 2012). Allerdings haben
transgene TgCRND8-Méuse den erheblichen Nachteil einer hohen postnatalen Mortalitatsrate
sowie einer niedrigeren Uberlebensrate im Vergleich zu nicht-transgenen Geschwistertieren
(KoBAYASHI UND CHEN 2005). Die 5xFAD-Maus hingegen zeigte eine ausgezeichnete
Fertilitdt mit einer hohen Anzahl Nachkommen beider Genotypen (zwolf Jungen/Wurf), die
zu 90 % Uberlebten (eigene Beobachtungen). Bei weiteren Alzheimer-Mausmodellen lagern
sich Plaques in spateren Altersstadien ab: J20-Maus: funf bis sieben Monate (KOBAYASHI
UND CHEN 2005), 3xTg-AD-Maus: sechs Monate (STERNICZUK ET AL. 2010), APP23-Maus:
sechs Monate, PS/APP-Maus: sieben Monate (KOBAYASHI UND CHEN 2005), Tg2576-Maus:
neun Monate (LEE UND HAN 2013), ADAM10 APP-Maus: zwolf-19 Monate (KOBAYASHI
UND CHEN 2005). Demnach ist die 5xFAD-Maus mit ihrer schnellen Pathologieentwicklung
eines der geeignetsten Modelle, um biochemische Aspekte des APP-Metabolismus und der

Plaque-Entwicklung zu untersuchen (LEE UND HAN 2013).

Ein weiterer Aspekt, der im Zusammenhang mit der Plaque-Entwicklung beobachtet wurde,
war die zeitigere Ablagerung bei Weibchen im Vergleich zu Mé&nnchen. Auch OAKLEY ET AL.
(2006) beschrieben bereits, dass junge 5XFAD-Weibchen einen hoheren AP42-Gehalt als
gleichaltrige Mannchen aufweisen, wobei sich dieser Unterschied mit zunehmendem Alter
angleicht. Auch Devi ET AL. (2010) wiesen nach, dass die ersten Ap-Ablagerungen
geschlechtsspezifisch (bei Weibchen) und in Abhangigkeit der Hirnregion (im Hippocampus)

auftreten.
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Eine spezifische Region, die im Rahmen der Plague-Ablagerungen immunhistochemisch
analysiert wurde, war der Nucleus basalis (Nbas). Der Nbas mit der hochsten Dichte
cholinerger Nuclei im Vorderhirn (BERMAN ET AL. 2007) und als ein Ursprungsort cholinerger
Bahnen projiziert vor allem in den cerebralen Cortex und Hippocampus
(REINIKAINEN ET AL. 1990). Im Nbas konnten mittels der eigenen immunhistochemischen
Untersuchungen Kkeine Plaques identifiziert werden. Dennoch Kkorreliert eine frihe
Degeneration von Neuronen im Nbas mit einer kognitiven Abnahme bei der Alzheimer-
Krankheit (WINKLER ET AL. 1998). Zudem wird ein Riickgang cholinerger Nervenendigungen
in Gehirnregionen beschrieben, in welchen sich vermutlich Plaques entwickeln (GERMAN UND
EiscH 2004). Weiterhin wird eine Verénderung des cholinergen Transmittersystems mit der
Alzheimer-Krankheit in Zusammenhang gebracht (MARCHBANKS 1982, SELKOE 1991,
POTTER ET AL. 2011). So ist der ChAT-Gehalt, ein Marker cholinerger Neurone, in
hippocampalen Homogenaten, bereits ab sechs Monaten bei der 5xFAD-Maus reduziert (DEVI
UND OHNO 2010B). Regionale Anderungen der ChAT-Aktivitat sind mehr im temporalen
Cortex, hippocampalen Cortex und Hippocampus, weniger im frontalen Cortex und parietalen
Cortex ausgepragt. Dies deckt sich mit der bekannten Ausprédgung neuropathologischer
Anderungen und induziert, dass das cholinerge System bei der Alzheimer-Krankheit nicht

universell involviert ist (REINIKAINEN ET AL. 1990).
Neuroinflammation

Neben der Plaque-Entwicklung wurden mittels der immunhistochemischen Untersuchungen
ab drei Monaten auch Mikroglia bei der 5XFAD-Maus nachgewiesen, was auf eine
Neuroinflammation schlieBen lasst. Die Neuroinflammation stellt neben den AB-Plaques ein
weiteres, wesentliches Merkmal von Alzheimer betroffenen Gehirnen dar (MORRISSETTE ET
AL. 2009). Im Cerebellum waren in den hier untersuchten Altersstadien keine Mikroglia
nachweisbar, wobei postuliert ist, dass sie unabhéngig von der Hirnregion vorkommen
(WOJTERA ET AL. 2012). Bei der 5xFAD-Maus wurde bereits mehrfach eine Astro- und
Mikrogliose beobachtet (OAKLEY ET AL. 2006, OHNO ET AL. 2007, KIMURA UND OHNO 2009,
KATSOURI UND GEORGOPOULOS 2011, HILLMANN ET AL. 2012). Andere Modelle, wie
beispielsweise die TgCRND8- (KoBAYASHI UND CHEN 2005), APP/PS1- (KRABBE ET AL.
2013, FAIVRE UND HOLSCHER 2013), 3XTgAD- (GHOSH ET AL. 2013) oder Tg2576-Maus
(SvILIA ET AL. 2013) weisen auch Gliosen in unmittelbarer Nachbarschaft der Plaques auf.
Ferner konnte auch in humanen Hirnen nachgewiesen werden, dass AP-Plaques von

aktivierten Mikroglia und Astrocyten umgeben werden (MORRISSETTE ET AL. 2009). Die Frage
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jedoch, ob angesiedelte Mikroglia das Wachstum von Ap-Plaques bei der Alzheimer-
Krankheit beschranken, bleibt kontrovers diskutiert, so wie die Rekrutierung von Mikroglia
wahrscheinlich nicht dem Plaque-Abbau dient. Die temporéare Entfernung von Mikroglia hat
beispielsweise keinen Einfluss auf die Plaquebildung und -erhaltung (KRABBE ET AL. 2013).
Interessanterweise ist die Expression von Rezeptoren und Enzymen, welche in die
mikroglialen ~Ap-Aufnahme und -Verminderung involviert sind, bei transgenen
Mausmodellen mit zunehmendem Alter schrittweise herunter reguliert. Somit ist denkbar,
dass Mikrogliazellen moglicherweise bei der Entfernung oder beim Abbau von AP in spéteren
Stadien der Alzheimer-Krankheit weniger effizient sind und funktionell gestért werden
(KRABBE ET AL. 2013). Ein postulierter Grund fir diesen Sachverhalt ist der negative Einfluss
der nach den Mikroglia auftretenden Aktivierung von Astrocyten (WOJTERA ET AL. 2012). In
in vivo-Studien konnte nachgewiesen werden, dass Mikroglia durch die Koexistenz von
Astrocyten ihre Fahigkeit verlieren, Plaques und AP abzubauen. In vitro Kultivierte
Astrocyten sekretierten Molekule, die sensitiv fiir Glykosaminglykane waren und die die
mikrogliale AP-Spaltung hemmten. Daneben konnte von Astrocyten stammendes
Interleukin-4 die Mikroglia-Aktivierung in vitro inhibieren. Daher ist eine Inflammation
weniger in den spaten und vielmehr in den frihen Stadien der Alzheimer-Krankheit présent

(WOJTERA ET AL. 2012).

4.1.2 Charakterisierung der 5xFAD-Maus

Phanotyp

Nachdem sich die Plaque-Beladung bis ins hohe Alter in das nahezu komplette Gehirn
ausgebreitet hat, sind die mit der Alzheimer-Krankheit einhergehenden Defizite auch
phéanotypisch ersichtlich. Mit den hier durchgefiihrten Beobachtungen wurde belegt, dass
transgene 5xFAD-Mause aufféllige motorische Defizite, fehlende Reflexe und eine Rigiditat
der Vorder- und Hinterpfoten aufwiesen, beginnend ab einem Alter von 8,5 Monaten und
verstarkt ausgepragt mit spatestens zwolf Monaten. Normale Reflexe duf3ern sich in der Regel
in dem Abspreizen aller vier Pfoten, sobald das Tier auf eine horizontale Flache
herabgelassen wird (LALONDE ET AL. 2012). Stattdessen ballten alte transgene 5xFAD-M&use
ihre Vorder- und Hinterpfoten zusammen (Clasping). Die Krimmung der Pfoten wird auf
parenchymale Ap-Plaques sowie auf eine axonale Neuropathologie im Gehirn und
Rickenmark und auch auf fehlende 5-HT-Transporter zurlickgefuhrt. Eine daraus
resultierende erhohte 5-HT-Konzentration an der Synapse kdnnte verantwortlich sein, das
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Verhalten zu triggern (LALONDE ET AL. 2012). Diese Beobachtungen zum &uReren
Erscheinungsbild der transgenen 5xFAD-Ménnchen decken sich mit der Arbeit von
JAWHAR ET AL. (2012), die exakt denselben altersabhangigen Phanotyp bei transgenen
5xFAD-Weibchen nachweisen konnten. Auch bei anderen transgenen Alzheimer-Mé&usen
konnte dieses unnormale Verhalten beobachtet werden, beispielsweise pathologische Reflexe
bei Tg2576-Mdusen (C57B6/SJL-Hintergrund) oder das Clasping-Verhalten bei APP23-
Mausen. Allerdings wird dieser verénderte Ph&notyp nicht bei allen Plaque-bildenden
Modellen beschrieben (LALONDE ET AL. 2012). So weisen dreifach-transgene AB- und tau-
Pathologie bildende 3xTg-AD-Weibchen keine Koordinationsprobleme bis ins hohe Alter auf
(STERNICZUK ET AL. 2010). Somit scheint die Amyloid-Plaque-Pathologie nicht zwangslaufig
zu diesem Phanotyp zu fiihren, wobei jedoch die Anzahl der Pfotenkrimmungen und der
fehlenden Reflexe bei Mutanten hoher ist als bei Wildtypen. Dagegen konnte eine Krimmung
und ein Zusammenballen der Hinterpfoten auch bei Wildtyp-C57B6/SJL-Mé&usen
nachgewiesen werden, vermutlich als Konsequenz anormaler, nicht identifizierter Gene auf

dem SJL-Hintergrund (LALONDE ET AL. 2012).
Nestbau

Die zunehmenden Beeintrachtigungen der Motorik und/oder die verstarkten apathischen
Zustande (siehe 4.1.3, Nicht-kognitive Verhaltensbeeintrachtigungen — Angstlichkeit,
Lokomaotion, Exploration) scheinen die Fahigkeit des hier untersuchten Nestbaus transgener
5xFAD-Mause im hohen Alter zu beeinflussen. Transgene Ménnchen waren im Vergleich zu
gleichaltrigen Wildtyptieren vermutlich nicht mehr in der Lage oder weniger motiviert, ein
Nest zu bauen, was sich insofern zeigte, dass sie ihr Nestbaumaterial sehr viel schlechter
verarbeiteten oder nicht mehr anriihrten. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei transgenen
APP/PS1-Méannchen im hohen Alter nachgewiesen (FILALI ET AL. 2011B). Bei alten 5xFAD-
Ménnchen waren vielmehr vom Genotyp unabhéngige Stereotypien im Heimkafig, wie ein
Auf-und-Ab-Springen, das Laufen von Kreisen und sehr ruckartiges Umherlaufen sowie das
Vollfihren von Saltospriingen beobachtbar. Ein permanentes Hipfen gegen die Kéafigwand
wurde auch bei transgenen APP23-Mé&usen beschrieben, was als Spezies-spezifisches
myoklonischen Springen definiert wurde (LALONDE ET AL. 2012). Normalerweise zeichnet
sich ein Myoklonus durch unfreiwillige und ruckartige Bewegungen mit groRer Amplitude
aus, die jedoch klar von Muskelticks zu unterscheiden sind. Es treten rhythmische, aber kurz
andauernde Bewegungen auf, die als Teil préepileptischer Bewegungen betrachtet werden

kénnen. Myoklonische Bewegungen konnen auf einer abnormen neuronalen Aktivitat in
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mehreren Hirnregionen basieren, vor allem im Hirnstamm und im Cerebellum. Es wurde aber
auch von einer potenzierten 5-HT-Neurotransmission berichtet. Ein derartiger Myoklonus
wird vor allem in spaten Stadien der Alzheimer-Krankheit beobachtet (LALONDE ET AL. 2012).

Sensomotorik und Sensorik

Neben den phanotypischen Beeintrachtigungen zeigten neun Monate alte transgene Mannchen
sensomotorische Defizite, indiziert durch die reduzierte Fahigkeit, sich das Klebeband von
den Vorderpfoten zu entfernen. Dieser Unterschied basiert jedoch vor allem auf der
abnehmenden Zeit bei den neunmonatigen nicht-transgenen Tieren. Wahrend nicht-transgene
5xFAD-Mannchen im Alter von drei Monaten eine vergleichsweise hohere Exploration
aufwiesen und daher erst spater auf das Klebeband an den Vorderpfoten reagierten, waren die
Tiere mit neun Monaten ruhiger und widmeten sich so umgehend der Entfernung des
Klebebandes. Transgene Tiere zeigten in diesem Test kein verandertes Verhalten mit
zunehmendem Alter. Prinzipiell scheinen sensomotorische Fahigkeiten eine wichtige
Bedeutung bei Storungen der motorischen Kontrolle zu haben, die typischerweise bei
autistischen Erkrankungen, Schizophrenie und auch Alzheimer auftreten (VELASQUES ET AL.
2011). Bei weiblichen APP/PS1-Alzheimerméusen wurden ebenso sensomotorische Defizite
ab sieben Monaten dokumentiert (WANG ET AL. 2012), wohingegen 24-monatige APP23-
Alzheimerweibchen keine Beeintrachtigungen der sensomotorischen Fahigkeiten zeigten

(LALONDE ET AL. 2005).

Weiterhin wiesen 5XxFAD-Ménnchen sensorische Defizite auf. Transgene und auch nicht-
transgene Ménnchen benétigten in einem Alter von sechs Monaten eine eindeutig hdhere
Stromstéarke zur Perzeption des nozizeptiven Stimulus als gleichaltrige, ,,normale* C57BL/6J-
Ménnchen. Vermutlich ist die sensorische Beeintrachtigung der 5xFAD-Tiere auf die
Hintergrundlinie selbst zurtickzufuihren. In einer Studie von PAMPLONA ET AL. (2010) war der
Schwellenwert beziiglich der Schmerztoleranz (gemessen an den Sprungreaktionen) nach der
intracerebroventrikuldre Verabreichung von AP(1-40) bei drei Monate alten SWISS-
Mannchen erhoht, wahrend die Injektion keine verdnderte Schmerzsensitivitat verursachte,
die tblicherweise durch das erste Zusammenzucken indiziert wird (PAMPLONA ET AL. 2010).
Bei weiblichen 3xTg-AD-M&usen ist die Nozizeption selbst im hohen Alter von zwodlf bis
14 Monaten nicht beeintrachtigt, was mittels des Hot plate-Tests untersucht wurde, bei dem
transgene Méuse im Vergleich zu nicht-transgenen Geschwistertieren jedoch keine Reaktion
auf die zunehmende Temperatur zeigten (FILALI ET AL. 2012). Demnach entwickeln

Alzheimermduse keine zwingenden Beeintrachtigungen der Sensorik.
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4.1.3 Verhaltensbiologische Beeintrachtigungen bei 5XxFAD-Mannchen

Nicht-kognitive Verhaltensbeeintrachtigungen — Angstlichkeit, Lokomotion, Exploration

Die durchgefuhrten Verhaltensuntersuchungen bei den 5xFAD-Ménnchen erbrachten eine
reduzierte Angstlichkeit und wesentliche lokomotorische und explorative Beeintrachtigungen
bei neunmonatigen transgenen 5xFAD-Mannchen im Vergleich zu gleichaltrigen nicht-
transgenen Geschwistertieren. Bei Weibchen der 5xFAD-Maus hingegen war eine reduzierte
Angstlichkeit bereits ab sechs Monaten sichtbar, die lokomotorischen und explorativen
Defizite konnten allerdings weder im Alter von neun noch von zwolf Monaten nachgewiesen
werden (JAWHAR ET AL. 2012). Verhaltensbiologische Beeintrachtigungen in Abhéngigkeit
vom Alter scheinen bei transgenen 5xFAD-Mausen folglich geschlechtsspezifisch zu sein,
wobei auch die Durchfuhrung in verschiedenen Laboratorien eine Rolle spielen kann. In der
Literatur variieren die Beschreibungen zum nicht-kognitiven Verhalten anderer Alzheimer-
Mause. So ist die Angstlichkeit im Elevated plus maze auch bei Tg2576-Méannchen ab 15 bis
20 Monaten (LALONDE ET AL. 2003) und bei APP23-Weibchen ab 24 Monaten (DUMONT ET
AL. 2004) reduziert, wéahrend sie bei weiblichen 3xTg-AD-M&usen ab einem Alter von 7,5 bis
elf Monaten erhdht (STERNICZUK ET AL. 2010), bei transgenen APP/PS1-Mannchen bis
einschlieBlich zwolf bis 14 Monaten jedoch nicht verandert ist (KNAFO ET 4L. 2009). Zugleich
wird ebenso von einer gesenkten Lokomotion bei transgenen APP23-Mdusen ab drei Monaten
(KoBAYASHI UND CHEN 2005) und bei transgenen APP/PS1-Mannchen ab 14 Monaten
(FiLALI ET AL. 2011A) berichtet, wohingegen eine erhéhte Lokomotion bei 24-monatigen
APP23-Weibchen (DUMONT ET AL. 2004), bei sechs Monate alten APP/PS1-Ménnchen
(FILALI ET AL. 2011A) und bei 15- bis 20-monatigen mannlichen Tg2576-Mdusen (LALONDE
ET AL. 2003) sowie eine gesteigerte Unruhe bei 3xTg-AD-Weibchen ab 7,5 bis 11 Monaten
(STERNICZUK ET AL. 2010) beschrieben ist. Dahingegen ist die Lokomotion bei TgCRND8-
Weibchen sowohl im jungen als auch im hohen Alter gesteigert (WALKER ET AL. 2011).
Obwohl die Lokomotion und Exploration bei transgenen 5xFAD-Mannchen ab neun Monaten
abnahm, konnte eine verstarkte Aktivitdt im Heimkafig in den eigenen Untersuchungen
beobachtet werden, welche insbesondere in der Dunkelphase ausgepréagt war. In dieser Phase
sind Mduse naturlicherweise auch aktiver als in der Hellphase (ADAMAH-BIASSI ET AL. 2013).
Zudem wurde eine positive Korrelation zwischen der Aktivitat im Heimkafig und im Laufrad
bei beiden Genotypen der 5xFAD-Méannchen beobachtet, was auch bei anderen
Mausstammen beschrieben ist (ADAMAH-BIASSI ET AL. 2013). Somit scheint die gesteigerte

Aktivitat der transgenen 5XxFAD-Méannchen im Heimké&fig erst einmal im Gegensatz zu den
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Ergebnissen zur Lokomotion im Open field zu stehen. Doch ergeben sich mitunter
kontroverse Ergebnisse hinsichtlich der Lokomotion ein und desselben Modells. Die
Testbedingungen sowie die Illumination und andere Parameter, wie verschiedene Gene
spielen dabei eine entscheidende Rolle (YUK ET AL. 2009, WALKER ET AL. 2011). Bei anderen
Alzheimer-Mausmodellen konnte auch eine erhohte Aktivitdt im Heimkafig beobachtet
werden, beispielsweise bei Tg2576-Ménnchen ab zehn Monaten (KISHIMOTO ET AL. 2013)
oder bei TQCRND8-Mé&usen ab vier Monaten (RICHTER ET AL. 2008). Bei diesen Mé&usen ist
die Aktivitat allerdings im Open field-Test und im Heimkafig gesteigert. Allgemein kann eine
erhdhte Aktivitat bei transgenen Alzheimermdusen als Rastlosigkeit und Unruhe gedeutet
werden, wohingegen eine gesenkte Aktivitdt mit anderen nicht-kognitiven Symptomen wie
einer Apathie und Depression in Zusammenhang gebracht werden kann (WALKER ET AL.
2011). Demnach weisen 5xFAD-Alzheimermannchen im hohen Alter Zustande der Unruhe in
einer vertrauten Umgebung, aber auch der Apathie auf. Die mit der Alzheimer-Krankheit
einhergehenden apathischen Zustdnde werden sowohl mit einem reduzierten Dopamingehalt
als auch mit einer gesenkten Dopamin-D2-Rezeptor-Expression verknipft, was bereits in
post-mortem untersuchten Gehirnen von Alzheimer-Betroffenen nachgewiesen wurde
(LANCTOT ET AL. 2013). Auch bei den transgenen 5xFAD-Mannchen konnte im Rahmen der
hier durchgefiuhrten Analysen eine Verénderung im Dopamin-System festgestellt werden,
welche sich in einer tendenziellen Reduktion des DAT im PFC widerspiegelte. Zwar kann
hinsichtlich der DAT-Anzahl nur Bezug auf den PFC genommen werden, doch ist es
durchaus denkbar, dass dies auch auf andere Gehirnstrukturen bei der 5xFAD-Maus, wie
beispielsweise dem Striatum oder Nacc Ubertragen werden kann. Schon LANCTOT ET AL.
(2013) wiesen eine reduzierte Aufnahmeaktivitat des DAT nach, der ebenso in engem

Zusammenhang mit den apathischen Zustanden von Demenzpatienten gebracht wird.
Kognitive Verhaltensbeeintrachtigungen — raumliches Lernen und Gedéachtnis

Neben den nicht-kognitiven Symptomen wurde im Rahmen dieser Arbeit auch das mit der
Alzheimer-Krankheit einhergehende Kardinalsymptom der Lern- und Gedé&chtnisabnahme
untersucht. Dabei zeigten die hier durchgefihrten Analysen im Morris water maze erstmals,
dass transgene 5xFAD-Mannchen im Vergleich zu gleichaltrigen nicht-transgenen
Geschwistertieren signifikante Lerndefizite aufwiesen. Mdgliche Ruckschliisse der erhdhten
Latenzzeit auf eine beeintrachtigte Motorik kdnnen ausgeschlossen werden, weil transgene
5xFAD-Mannchen keine Defizite der geschwommenen Strecke und Geschwindigkeit zeigten.

URANO UND TOHDA (2010) konnten bei weiblichen 5xFAD-Madausen ebenso
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Beeintrachtigungen in der Akquise im Morris water maze im Alter von sieben bis neun
Monaten nachweisen. In einer anderen Studie von OHNO ET AL. (2006) wurden die ersten
raumlichen Lerndefizite im Morris water maze ab vier bis sechs Monate beobachtet,
allerdings wurde in dieser Arbeit keine Angabe Uber das Geschlecht der Tiere gemacht.
Zudem beobachteten sie lediglich, dass sich die Wildtyptiere wéhrend des Gedéachtnistests
langer im Zielquadranten aufhielten als im gegentberliegenden Quadranten, d.h. wo die
Plattform wéhrend des Trainings lokalisiert war. Sie wiesen aber keine Verschlechterung der
Lernkurve wéhrend der Akquisitionsphase per se nach. Aullerdem erfolgten die Versuche
unter anderen Testbedingungen (OHNO ET AL. 2006). Andere Alzheimer-Modelle entwickeln
Lern- und Geddachtnisdefizite in sehr unterschiedlichen Altersstadien. Wahrend sehr friihe
Defizite bei der PDAPP-Maus ab drei bis vier Monate (KOBAYASHI UND CHEN 2005) bzw. beli
weiblichen APPswe/PS1dE9-Alzheimermdusen ab 3,5 Monate (ZHANG ET AL. 2012)
beobachtet wurden, treten die ersten Beeintrdchtigungen bei mannlichen TgCRND8-Mausen
ab 4,5 bis finf Monaten (HYDE ET AL. 2005), bei PS1KO-Madusen ab funf bis acht Monaten
(KoBAYASHI UND CHEN 2005) und bei 3xTg-Alzheimerméusen ab sechs Monaten auf
(BILLINGS ET AL. 2005). Bei Tg2576-Mannchen zeichnen sich altersbedingte Defizite ab zehn
(KISHIMOTO ET AL. 2013), bei APP/PS1-Mannchen ab zw6lf Monaten (FILALI ET AL. 2011B)
und bei APP23-Weibchen ab 24 Monaten ab (DUMONT ET AL. 2004). Ein direkter Vergleich
der verschiedenen Arbeiten gestaltet sich als schwierig, da die Resultate neben den
abweichenden Testeinstellungen maligeblich durch unkontrollierbare Auswirkungen
beeinflusst werden, die durch den Experimentator und zahlreiche mit den klassischen,
kognitiven Verhaltenstests einhergehende Stimuli und Situationen verursacht werden
(MECHAN ET AL. 2009). Bei der Interpretation der Daten ist zudem zu berticksichtigen, dass
die Leistung im Morris water maze vom Alter, Geschlecht und von Stammesunterschieden
abhangt. Alte Méause zeigen eine schlechtere Leistung als junge Mause, wahrend Mannchen
besser sind als Weibchen (BROMLEY-BRITS ET AL. 2011). Daneben schwimmen Mause
weniger gut als Ratten (SHARMA ET AL. 2010) und neigen vermehrt zum Gleiten im Wasser.
Ferner zeigen gestresste Tiere eine schlechtere Lernleistung im Morris water maze
(BROMLEY-BRITS ET AL. 2011). Daher wurden stressverursachende Umweltfaktoren, wie
beispielsweise die Temperatur, Licht und Larm Uber die Dauer der Experimente Uberwacht
und konstant gehalten. Dennoch verursacht der Versuch sicherlich Stress bei Mausen, weil sie
prinzipiell keine natirlichen Schwimmer sind (SHARMA ET AL. 2010). Doch nach der
subjektiven Einschatzung und Messung des Schwimmverhaltens der 5xFAD-Mannchen war

der GroRteil der Tiere bis auf vereinzelte Ausnahmen weder schwimmmotorisch
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beeintrachtigt, noch fehlte ihnen die Motivation fir das Schwimmen. Ferner wird die
Wahrscheinlichkeit einer Verhaltensantwort durch die Entfernung bzw. Vermeidung eines
negativen Ereignisses erhoht (negative Verstarkung, OLESON UND CHEER 2012). Somit heil3t
schnelles Lernen eine ziigige Meidung der Stresssituation, was der Lernmotivation der Méause
zutraglich sein konnte. Demnach ist das Morris water maze auch fir Mduse ein geeigneter
Test, um Lernen zu indizieren. Dariber hinaus bietet es die Vorteile, olfaktorische Reize zu
uberdecken und die Adaption der Bedingungen einfach zu handhaben (SHARMA ET AL. 2010).

Kognitive Verhaltensbeeintrachtigung — konditionierte Angst

Der zweite sehr gut beschriebene Test zur Untersuchung des Lernverhaltens bei
Alzheimermdusen stellt das Fear conditioning dar. Sehr ausfihrliche Analysen zur
kontextabh&ngigen Angstkonditionierung der 5xFAD-Maus wurden von KIMURA UND OHNO
(2009), OHNO (2009) und KIMURA ET AL. (2010) durchgefihrt. Sie konnten die ersten Defizite
bei transgenen Méausen bereits mit sechs Monaten feststellen. Die publizierten Daten zu den
beginnenden Lernbeeintrachtigungen bei der 5XFAD-Maus konnten in den relevanten Tests
des Fear conditioning durch die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse nicht gestitzt
werden. Selbst neun Monate alte transgene Tiere zeigten keine Beeintrachtigungen. Ein
Aspekt, der hier einen entscheidenden Einfluss veriben konnte, war die verwendete
Stromstérke von 500 pA, die moglicherweise zu niedrig war. In den publizierten Studien zum
Fear conditioning bei der 5XFAD-Maus wurden 700 pA und mehr angewandt (KIMURA UND
OHNO 2009, KACZOROWSKI ET 4L. 2011, KiM ET 4L. 2013). Wahrscheinlich sind tatséchlich
1000 pA nétig, um eine bessere Erinnerungsfestigung bei der 5xFAD-Maus zu gewéhrleisten.
Uberdies erfolgten die eigenen Messungen organisationsbedingt in verschiedenen
Laborrdumen, womit die Versuchsbedingungen nicht konstant waren. Dass vor allem
unterschiedliche Labore einen erheblichen Einfluss auf das Verhalten gleicher Mausstimme
haben konnen, konnten schon CRABBE ET AL. (1999) nachweisen. Sie verglichen exakt
dieselben Mausstimme in identischen Apparaturen, unter Anwendung standardisierter
Testprotokolle und konstanten Umweltfaktoren, doch das Verhalten der Méuse war in allen
Tests verschieden (CRABBE ET AL. 1999). Zudem haben der Experimentator sowie die Tages-
und Jahreszeit einen prominenten Einfluss auf die Ergebnisse. Dennoch werden auch bei
anderen Alzheimer-Mausmodellen Verénderungen in der Angstkonditionierung beschrieben,
wie z.B. bei APP23- (VLOEBERGHS ET AL. 2007), APP/PS1- (KNAFO ET AL. 2009) und 3xTg-
AD-Mannchen (ESPANA ET AL. 2010) sowie bei Tg2576-Weibchen (RUSTAY ET AL. 2010) oder
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CRND8-Mausen (HANNA ET AL. 2012). Somit ist dieser Test prinzipiell gut geeignet, um
Verhaltensdefizite bei Alzheimer-Mausmodellen zu indizieren.

4.1.4 5xFAD-Mannchen als Verhaltensmodell zur Untersuchung der Alzheimer-
Krankheit

Fur die humane Alzheimer-Krankheit gibt es bisher keine vollkommenen Tiermodelle.
Vielmehr konnen mit derzeitigen Mausmodellen lediglich Schwerpunkte der Krankheit
dargestellt werden (ITTNER UND GOTz 2011). Prinzipiell ist der Vergleich von Tests zwischen
Maus und Mensch strittig. Mause sind nicht befahigt, sich zu artikulieren, kénnen also nicht
direkt interviewt werden und Versuche, bei denen Patienten in einem Labyrinth oder
Wasserbassin lernen, wurden bisher nicht umgesetzt. Dennoch ist die Grundlagenforschung
an Tiermodellen zum Verstandnis der Krankheitsmechanismen durchaus sinnvoll. In Hinblick
auf die Literatur wird offensichtlich, dass das 5xFAD-Mausmodell fir immunhistochemische
oder molekulare Untersuchungen préferiert wird (ANTONIOS ET AL. 2013, BOBKOVA ET AL.
2013, BROWER ET AL. 2013, BUSKILA ET AL. 2013, CROUZIN ET AL. 2013, CROWE UND ELLIS-
DAvVIES 2013, EIMER UND VASSAR 2013, HU ET AL. 2013, OU-YANG ET AL. 2013, REINHARDT ET
AL. 2013). Die sehr schnelle Entwicklung der Plague-Pathologie und damit verbundenen
Neuroinflammation sind der Grund fir die bevorzugten Untersuchungen. Zu
Verhaltensstudien an diesem Modell wurden in jingster Zeit nur wenige Daten zur
Exploration und zum Geddachtnis im Y-maze (HERAUD ET AL. 2013), zum rdumlichen Lernen
und Gedéchtnis im Radial arm maze (AYTAN ET AL. 2013, FIOL-DEROQUE ET AL. 2013) und im
Morris water maze (ZHANG ET AL. 2013) sowie zum kontextabhangigen Fear conditioning
(DEVI UND OHNO 2013A, B, KiM ET AL. 2013) ergdnzend zu anderen Analysen publiziert.
Dennoch sind Verhaltensuntersuchungen, die auf Genotyp-spezifischen Unterschieden
basieren, bei der 5xFAD-Maus mdglich, sobald Beeintrachtigungen ab sechs Monaten bei
transgenen Weibchen (JAWHAR ET AL. 2012) bzw. neun Monaten bei transgenen Ménnchen

(eigene Beobachtungen) zuverléssig auftreten (Tab. 3 und 4).

Obwohl sich die meisten Verhaltensstudien bei Alzheimer-Tiermodellen malRgeblich auf die
kognitiven Beeintrdchtigungen beziehen, beschaftigten sich einige wenige Studien mit dem
nicht-kognitiven Verhalten, wie beispielsweise der Angstlichkeit, eine allgemein
neuropsychiatrische Eigenschaft der Alzheimer-Krankheit (Yuk ET AL. 2009). Auch bei
transgenen 5xFAD-Ménnchen konnten mit den durchgefihrten Untersuchungen nicht-

kognitive Beeintrachtigungen, wie eine reduzierte Angstlichkeit, motorische Defizite, eine
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Rigiditat der Pfoten, fehlende Reflexe und/oder eine Beeintrachtigung des Nestbaus ab neun
Monaten festgestellt werden. Dieses Verhalten der Mause kann durchaus auf das Verhalten
von Patienten Ubertragen werden. Denn mit zunehmender Progression der Alzheimer-
Krankheit kdnnen auch am Patienten vermehrt korperliche Gebrechen und emotionale
Stérungen beobachtet werden. Emotionale Anderungen auRern sich vor allem in Form von
Depressionen und Apathie sowie im Gegensatz dazu in unruhigem Verhalten. Oftmals
uberlappen sich sowohl die Apathie und Unruhe bei ein und demselben Patienten (FILALI ET
AL. 2011A). Mit steigendem Alter konnten auch bei 5xFAD-Mannchen apathische und/oder
unruhige Verhaltensweisen dokumentiert werden. Prinzipiell kann eine exzessive
lokomotorische Aktivitat, ob in Form von Laufradaktivitat, Kreislaufen oder Springen ein
genereller, phanotypischer Marker fiir das VVoranschreiten der Alzheimer-Pathologie sein. So
wurde eine Hyperaktivitdt auch bei anderen Alzheimer-Modellen beobachtet (WALKER ET AL.
2011).

Weiterhin  konnten mit der vorliegenden Arbeit sensomotorische und sensorische
Beeintrachtigungen bei 5xFAD-Mannchen nachgewiesen werden, die mit den flr Alzheimer
symptomatischen motorischen Stérungen einhergehen (VELASQUES ET AL. 2011). Jedoch
waren die sensorischen Defizite auch bei den nicht-transgenen Geschwistertieren zu
verzeichnen. Dieser Befund war wichtig fir die Durchfiihrung der Fear conditioning-
Versuche. Im Fear conditioning-Test selbst konnten die in der Literatur beschriebenen,
etablierten Beeintrachtigungen der transgenen 5xFAD-Mause nicht bestétigt werden. Indessen
konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals mit Hilfe der altersabhédngigen Water maze-
Untersuchungen belegt werden, dass réaumliche Lernbeeintrachtigungen bei 5xFAD-
Ménnchen mit neun Monaten evident waren. In diesem Alter ist eine Maus zwar
fortgeschritten gealtert, dennoch existieren andere Alzheimer-Modelle, die die ersten

nachweisbaren radumlichen Defizite weitaus spater ab zwolf und mehr Monaten ausbilden.

Ein zusatzlicher Vorteil der 5xFAD-Maus ist die sehr gute Fruchtbarkeit (eigene
Beobachtungen). Wéhrend andere Alzheimer-Modelle mitunter zu einer erhéhten postnatalen
Mortalitat neigen kénnen, stellt dieser Sachverhalt bei der 5XxFAD-Maus kein Problem dar.
Ein letzter, bedeutungsvoller Punkt, der fur die 5XFAD-Maus spricht, ist die nachgewiesene
Vergleichbarkeit der nicht-transgenen 5xFAD-Wildtyptiere mit dem gesunden nicht-
manipulierten Hintergrundstamm B6SJLF1/J. Somit unterscheidet sich die 5xFAD-Mauslinie
klar in kranke transgene Tiere und gesunde nicht-transgene Wildtyptiere. Angesichts der
aufgefiihrten Aspekte stellen 5xFAD-Mé&nnchen ab neun Monaten somit ein erprobtes Modell

zur Untersuchung der mit der Alzheimer-Krankheit einhergehenden Verhaltensdefizite dar.
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Tab. 3: Ubersicht zu den Verhaltensdefiziten transgener 5xFAD-Méannchen (tg) im Vergleich zu nicht-
transgenen Geschwistertieren (n-tg). Wahrend nicht-transgene 5xFAD-Mause in ihrem Verhalten dem
B6SJLF1/J-Hintergrund entsprechen, weisen transgene 5xFAD-Méiuse eine reduzierte Angstlichkeit, eine
verminderte Lokomotion und Exploration und Beeintrachtigungen im raumlichen Lernen ab neun Monaten auf.
Das raumliche Gedachtnis und die Angstkonditionierung waren bis einschlieBlich neun Monate nicht verandert.
... Abnahme bzw. Verschlechterung, ,,0“... keine Verdnderung

Verhalten von 5xFAD-3J&

Angstlichkeit Lokomotion raumliches Angst-
& Exploration Lernen Gedachtnis konditionierung
(Elevated plus . . (Fear
maze) (Open field) (Morris water maze) conditioning)
*z? entspricht dem Hintergrundstamm B6SJLF1/J
2 | @™o 1 @™o 1 @™o 0 0

nicht-kognitiv kognitiv _
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Tab. 4: Charakterisierung und Verhalten ménnlicher 5xFAD-M&use im Vergleich zu anderen
reprasentativen transgenen Alzheimer-Mausmodellen. ¥ ...Verminderung/Verschlechterung, A ...Erh6hung

Test 5XFAD-4& APP/PS1 3xTg-AD APP23 Tg2576 TgCRNDS8
Plagues ab 2 Mo ab 3 Mo ab 6 Mo ab 6 Mo ab 9 Mo ab 3-5 Mo
Referenz WANG ET AL. STERNICZUK KOBAYASHI UND LEE UND HAN lf)?\g\gﬁzﬂl

2012 ETAL. 2010 CHEN 2005 2013 2005
Mikroglia ab 3 Mo vorhanden vorhanden vorhanden vorhanden
KRABBE
ETAL. 2013, GHOSHET AL SIVILIAET AL KoBAyAsHI
Referenz FAIVRE UND : ’ UND CHEN
) 2013 2013
HOLSCHER 2005
2013
Phéanotyp ab 9 Mo spéte Stadien
. normal
Motorik v (99/7,5-11 Mo) v v
Reflexe fehlen
rigide/ . .
Pfoten Clasping Clasping Clasping
Springen, .
Stereotypien Laufen, mygk:?:'sef]hes
Saltos pring
STERNICZUK
Referenz ET AL 2010 LALONDE ET AL. 2012
Aktivitat im A ab 9 Mo A ab 10 Mo A ab4 Mo
Heimkafig
KISHIMOTO RICHTER
Referenz ETAL. 2013 ET AL. 2008
Nestbau ¥ ab 9 Mo Y (33)
Referenz FILALIET AL.
20118
Sensomotorik | ¥ ab3 Mo v ?g ;)M" keine ¥ (99)
V¥ Schmerz- keine W
Sensorik sensitivitat
ab 6 Mo (9%9/12-14 Mo)
WANG ET AL. FILALIET AL. LALONDE
Referenz 2012 2012 ET AL. 2005
v keine A Angstlichkeit ¥ Angstlichkeit
Elevated plus . L Anderung bis SICVC | v Angstlichkeit g
maze Angstlichkeit 12-14 Mo ab 7,5-11 Mo ab 24 Mo (99) ab 15-20 Mo
ab 9 Mo (29) 3
(G1s))
A Aktivitit
V¥ Loko- mit 6 Mo V Aktivitit mit o
. A Unruhe A Aktivitat
. motion und AN, 3 Mo, A Loko-
Open field Exploration v Aktiviat | 20 7(59?21) Mo A Aktivitiit ab 1(5(%0) Mo 1 motion (99)
ab 9 Mo mit 14 Mo ab 24 Mo (29)
((16))
KNAFO DuMONT
Referenz ET AL. 2009 STERNICZUK ET AL. 2004 LALONDE WALKER ET AL.
FILALI ET AL. ET AL. 2010 KOBAYASHI UND ETAL. 2003 2011
2011A CHEN 2005
V des .
Morris water raumlichen V Lernen ab Ge décvhtr?{cssses ab De]lzlzti:geder Defizite Lerndefizite ab
maze Lernens 12 Mo (43) 6M b 24 I\(jl ab 10 Mo (33) | 4,5-5 Mo (33)
ab 9 Mo ° a 0(2%)
Referenz FILALIET AL. BILLINGS DumonNT KISHIMOTO HYDE
2011 ET AL. 2005 ET AL. 2004 ETAL. 2013 ET AL. 2005
Fear BeeI?r?]It?gch- :bF{ge'f/:gg A Freezing A Freezing V Freezing V¥ Freezing ab
conditioning tigungen @3 ab 6 Mo (J3) ab6Mo (53) | ab6Mo(?9) 12 Mo
Referenz KNAFO EspPANA VLOEBERGHS ET RusTAY HANNA
ET AL. 2009 ETAL. 2010 AL. 2007 ETAL. 2010 ETAL. 2012
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4.2 Pharmakologische Stimulation mannlicher 5xFAD-Alzheimermause

Die 5XxFAD-Maus diente betreffs der aussagekraftigen VVoruntersuchungen als zuverlassiges
Alzheimer-Modell fir die nachfolgenden pharmakologischen Untersuchungen. Die
pharmakologische Behandlung erfolgte bei der 5xFAD-Maus zunéchst in dem Alter, in
welchem die Lern- und Gedé&chtnisdefizite bei transgenen Tieren anfingen aufzutreten.
Bezugnehmend auf die Literatur und aufgrund erster empirischer Beobachtungen war klar zu
definieren, dass die 5xFAD-Maus mit sechs Monaten die ersten Verhaltensdefizite aufweist
(KIMURA UND OHNO 2009, OHNO 2009, DEvI UND OHNO 2010A, KIMURA ET AL. 2010, DEVI
UND OHNO 2012A, B, JAWHAR ET AL. 2012). Allerdings konnten die Unterschiede in einem
Alter von sechs Monaten bei Mannchen der 5xFAD-Maus im Rahmen der hier angewendeten
Verhaltenstests statistisch nicht abgesichert werden. Daher wurde fir die pharmakologische
Behandlung zusatzlich das Alter von neun Monaten gewéhlt, in welchem die

Beeintrachtigungen bei transgenen 5xFAD-Méannchen signifikant auftraten.
Voraussetzung fir die pharmakologische Stimulation

Zu Beginn der Untersuchungen wurde geprift, ob eine pharmakologische Stimulation des
dopaminergen Systems im Alter von neun Monaten sinnvoll ist, wenn die
verhaltensbiologischen Beeintrachtigungen zuverlassig auftreten. Dazu wurden die
funktionellen Dopamin-Neurone analysiert, indem die TH- und AADC-positiven Neurone in
der VTA quantifiziert wurden. Diese Doppelmarkierung wurde vorgenommen, da nach
BJORKLUND UND DUNNETT (2007) der immunhistochemische Nachweis von TH-Enzymen
allein kein zuverlassiger Beweis zur Identifizierung von Dopamin-Neuronen ist, auch wenn er
der sensitivste und zuganglichste Marker ist. So existieren TH-positive Zellen, die keine
detektierbaren Catecholamine enthalten und denen auch das decarboxylierende Enzym
(AADC) sowie der vesikuldre Monoamintransporter VMAT-2 fehlen. Das bedeutet, um TH-
positive Neurone zuverlassig als funktionstiichtige Dopamin-produzierende Neurone zu
identifizieren (BJORKLUND UND DUNNETT 2007), mussten sie zugleich eine positive Farbung
der AADC aufweisen. Die Untersuchung zeigte, dass keine quantitativen Anderungen in der
Anzahl TH- und AADC-positiver Neurone bei 5XxFAD-Mé&nnchen bis zu einem Alter von
neun Monaten vorlagen. Es waren somit ausreichend Neurone vorhanden, die auf eine
Stimulation ansprechen kdnnten. Eine Untersuchung von KALININ ET AL. (2011) zeigte ebenso,

dass sich die Anzahl TH-positiver Neurone in der VTA und auch in der SN zwischen
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transgenen 5XxFAD-Mannchen und nicht-transgenen Geschwistertieren in einem Alter von
sechs Monaten nicht unterscheidet. Indessen kdnnen TH-positive Neurone in der SN
altersabhéngig abgebaut werden, was auf einer Herabregulation der TH-Enzyme basiert
(BJORKLUND UND DUNNETT 2007). Mdoglicherweise tritt dieser Abbau der Enzyme in der
VTA bei der 5XxFAD-Maus erst zu einem spéateren Zeitpunkt auf. De facto war die Stimulation
mit MPH bei 5XxFAD-Mannchen im vorgesehenen Alter von sechs und neun Monaten

maoglich, da eine ausreichende Anzahl funktioneller Neurone vorhanden war.
Methylphenidat-Applikation

Fur die Art der Applikation war zu beachten, dass die Wirkung von MPH von der
Applikationsform abhangig ist, d.h. peroral vs. intraperitoneal (i.p.) vs. subcutan (s.c,
BALCIOGLU ET AL. 2009, MARCO ET AL. 2011). Patienten nehmen MPH meist oral ein, die
intranasale Einnahme ist jedoch nicht uniblich. Es wird aber auch von einer intravendsen
Applikation berichtet (YANO UND STEINER 2007). An Tierstudien konnte gezeigt werden, dass
eine i.p.- oder s.c.-Administration zu groReren molekularen Effekten fuhrt als eine Gabe tber
den Mund (YANO UND STEINER 2007). Zudem hat eine i.p.-Verabreichung von MPH generell
eine starkere und schnellere Wirkung als eine orale Administration (YANG ET AL. 2007).
Infolgedessen fiel die Wahl auf die i.p.-Injektion. AufRerdem wurde so die Handhabung
maoglichst einfach gehalten und die Durchfihrung des Spritzens erfolgte recht zligig, sodass

die Tiere weniger Stress ausgesetzt waren.

Die Applikationsform ist entscheidend flr die zu verwendende Dosis des Medikamentes.
Beim Menschen betragt die therapeutische Konzentration von MPH zwischen 5-20 ng/ml und
die orale Dosis zwischen 0,2 und 0,8 mg/kg (YANO UND STEINER 2007). Ungeachtet der
unterschiedlichen Stoffwechselrate zwischen Mensch und Ratte (Mensch < Ratte) betrégt die
intragastrische Dosis bei Ratten 5 mg/kg und macht sie somit vergleichbar mit humanen
Konzentrationen (YANO UND STEINER 2007). Die i.p.-Dosis sollte weniger als 5 mg/kg
betragen. Studien mit 5 mg/kg (i.p. oder s.c.) und hoher zeigten bei adulten Ratten und
Mausen molekulare Anderungen. Heranwachsende sprachen bereits auf 2 mg/kg an (YANO
UND STEINER 2007). Um eine geeignete Konzentration fir die pharmakologische Stimulation
zu manifestieren, wurde sich an der Arbeit von KoDA ET AL. (2010) orientiert. Sie konnten
nachweisen, dass eine MPH-Konzentration von 3 mg/kg bei der Maus erste steigernde Effekte
auf den Dopamingehalt im PFC hat (KoDA ET AL. 2010). Davon ausgehend wurde sich zuerst
auf 3 mg/kg konzentriert. Niedrige MPH-Dosen erh6hen zudem die Kognition durch den

selektiven Anstieg der Neurotransmitter im PFC, ohne die lokomotorische Aktivitat zu
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beeinflussen (URBAN UND GAO 2013). Allerdings verursachte die hier angewendete Dosis von
3mg/kg MPH eine Erhohung der Lokomotion bei 5xXFAD-Mé&nnchen (siehe 4.2.1,
Beeinflussung der Lokomotion und Exploration durch Methylphenidat). Spater wurden aber
auch 10 mg/kg getestet, welche eine sehr hohe Dosis fir MPH darstellen. Doch die eigenen
empirischen Daten zeigten auf, dass die 5XFAD-Maus oftmals héhere Reize benétigte, um
eine Verhaltensreaktion hervorzurufen. Daneben reagieren Mause im Vergleich zu Ratten
weniger sensitiv auf Psychostimulanzien (KobA ET AL. 2010), d.h., bei Mausen sind
wahrscheinlich héhere Dosen nétig, um eine Reaktion in der Physiologie zu erreichen.
Prinzipiell gestaltet es sich aber als sehr schwierig, die optimale Konzentration fir eine
Stimulation zu eruieren, denn eine bestmogliche Medikation ist von den individuellen

Symptomen und Bediirfnissen abhangig (ARNSTEN 2011).

4.2.1 Einfluss von Methylphenidat auf das Verhalten von 5xFAD-Méannchen

Trotz allem verursacht MPH eine Vielzahl von Verhaltensanderungen, die denen von Kokain
und Amphetaminen &hneln (YANO UND STEINER 2007, Dow-EDWARDS ET AL. 2008). Unter
Beriicksichtigung der Inkubationszeit von MPH bei der Maus (KODA ET AL. 2010) wurden die
Verhaltensversuche etwa 45 Minuten nach der Injektion durchgefuhrt. Grundsatzlich konnte
zuerst beobachtet werden, dass die Lokomotion im Open field zwischen transgenen und nicht-
transgenen mit NaCl-behandelten Kontrolltieren im Alter von neun Monaten nicht mehr
signifikant verschieden zueinander war. Die Lokomotion der Vehikeltiere wich im Vergleich
zu den unbeeinflussten 5xFAD-Tieren desselben Genotyps aus den vorausgehenden
Untersuchungen minimal ab. In diesem Kontext ist zu bedenken, dass die Vehikeltiere
vermehrtem Stress ausgesetzt waren, da sie zusatzlich gespritzt wurden. Ein Stressor (in dem
Fall die Injektion) ist mit einem hohen Mall emotionaler Erregung sowie mit stereotypen
Mustern physiologischer Antworten verbunden, wie ein erhéhter Ausstrom des Corticotropin-
releasing Hormons, des Adrenocorticotropen Hormons und von Corticosteronen/Cortisol.
Diese haben profunde Effekte auf das periphere System und unterstiitzen den Organismus in
stressigen Situationen (CABIB ET AL. 2012), was durch eine veranderte Lokomotion indizierte
werden konnte. Zudem kann Stress gewohnte Reaktionen beeinflussen (CABIB ET AL. 2012).
Studien haben gezeigt, dass Tiere in Experimenten unterschiedliche Strategien nutzen, um mit
kontrollierbaren und nicht-kontrollierbaren Stressoren umzugehen. Kontrollierbare Stressoren
verursachen die Entwicklung und Konsolidierung spezifischer, defensiver Antworten, wie
z.B. ein Freezing-, Flucht- und Vermeidungsverhalten. Dagegen implizieren unkontrollierbare

Stressoren eine gewisse Hilflosigkeit, die dadurch charakterisiert ist, dass die Stressquelle
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nicht entfernt oder vermieden wird (CABIB ET AL. 2012). Das bedeutet, dass das Verhalten der
Tiere, die eine Injektion erhielten, aufgrund der zusétzlichen Handhabung der Applikation mit
einer nicht-wirksamen Substanz durchaus Abweichungen vom Verhalten unbehandelter Tiere

aufweisen kann und erlaubt.
Beeinflussung der Lokomotion und Exploration durch Methylphenidat

Dennoch konnte das Verhalten bei der 5XxFAD-Maus durch die Applikation von MPH
beeinflusst werden. Wahrend 3 und 10 mg/kg MPH die Lokomation der transgenen und nicht-
transgenen 5XxFAD-Mannchen in beiden Altersstufen steigerten, war die Exploration nur bei
den sechs Monate alten transgenen und nicht-transgenen Mannchen durch beide Dosen MPH
erhoht. Lediglich 10 mg/kg MPH erhohten die Exploration bei neun Monate alten transgenen
Méusen. Durch die Administration von MPH wird der DAT blockiert, womit ein Anstieg des
extrazellularen Dopamins verursacht wird. Dieser Anstieg konnte postsynaptische Dopamin-
Rezeptoren in motorischen Nuclei aktivieren und somit aktivierende Effekte der Motorik
fordern (YANG ET AL. 2006). Es besteht ein breiter Konsens, dass MPH die lokomotorische
Aktivitdt (IZENWASSER ET AL. 1999, RHODES UND GARLAND 2003, NICULESCU ET AL. 2005,
CARMACK ET AL. 2014B) und Exploration (CARREY ET AL. 2000, MCFADYEN-LEUSSIS ET AL.
2004, MIORANZZA ET AL. 2010, Numi ET AL. 2011) malgeblich erhéht. GOMES ET AL. (2009)
postulieren, dass MPH als entscheidender Modulator im Open field fungieren kann. Neben
der Lokomotionssteigerung im Open field konnte mit den durchgefiihrten Untersuchungen
auch eine Erhéhung der Aktivitat im Heimkéfig, nicht jedoch im Laufrad, bei 5xFAD-
Ménnchen im Alter von neun Monaten nach der Applikation der hohen Dosis von 10 mg/kg
MPH beobachtet werden. Allerdings war der wesentliche Effekte der Substanz bei transgenen
Tieren spéater zu verzeichnen als bei nicht-transgenen Geschwistertieren. Moglicherweise ist
die tendenziell reduzierte Anzahl des DAT bei transgenen 5xFAD-Mannchen fir die
unterschiedlichen Aktivitdtsmaxima von Bedeutung. Aufgrund der gesenkten Anzahl der
Transporter verbleibt Dopamin l&dnger im synaptischen Spalt, infolgedessen es ein erhohtes
Signalvorkommen am Rezeptor und somit eine langere Wirkungsdauer hat. Wenn zudem
vielleicht noch Beeintrachtigungen im Dopamin-Rezeptorsystem auftreten, konnten diese

Umstande zu einem spéteren Aktivitatsmaximum von MPH bei transgenen Mé&usen flhren.
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Beeinflussung des nicht-assoziativen Lernens und Gedachtnisses durch Methylphenidat

Weiterhin wurden die Lokomotion und Exploration im Open field Uber mehr als vier Stunden
ausschlieBlich bei nicht-transgenen 5XxFAD-Tieren beider Altersstufen beeinflusst. Dabei hielt
der Effekt der erhohten Lokomotion und Exploration von 3 mg/kg bis zu vier Stunden und der
von 10 mg/kg bis 24 Stunden nach der Injektion an. Normalerweise weisen unbeeinflusste,
gesunde junge und alte M&use in wiederholten Messungen eine geringere Lokomotion und
Exploration in einer bekannten Open field-Umgebung auf (AMMASSARI-TEULE ET AL. 1994).
Diese Habituation kann als Gedachtnis gewertet werden (PLATEL UND PORSOLT 1982).
Wahrend bei unbeeinflussten nicht-transgenen und transgenen 5xXxFAD-Ménnchen demnach
keine Beeintrachtigungen des Erinnerungsvermoégens im Open field zu beobachten waren,
konnte die vergleichsweise einmalige Injektion von MPH auf eine Hemmung des nicht-
assoziativen Lernes und somit des Gedachtnisses bei nicht-transgenen Mannchen hinweisen,
die sich in der Konzentration von 3 mg/kg auf das Kurzzeitgedachtnis und in der hohen
Konzentration von 10 mg/kg sogar auf das Langzeitgedachtnis auswirkte. Dass die
physiologische Wirkung von MPH bereits nach drei bis vier Stunden vorlber war, wurde
durch die eigenen Aktivitatsbeobachtungen im Heimkafig nachgewiesen. Die Aktivitat war
nach dieser Zeit wieder auf ihr Minimum gesenkt, womit ein Einfluss von MPH auf die
Lokomotion und Exploration per se ausgeschlossen werden kann. KODA ET AL. konnten schon
2010 mittels Mikrodialysemessungen nachweisen, dass der durch MPH erhohte
Dopamingehalt im PFC und Nacc drei Stunden spater wieder auf dem Ausgangsniveau war,
was auf einen Abbau der Substanz innerhalb dieses Zeitraumes hindeuten kdnnte. Daneben
scheint MPH in Abhédngigkeit des Genotyps eine unterschiedliche Wirkung bei 5xFAD-
Mannchen zu haben. Auch in einer aktuellen Studie von HEYSER ET AL. (2013) am DARPP-
32-knockout-Mausmodell war die Gedéchtnisleistung bei den Wildtypgeschwistertieren im
Recognition memory-Test nach der Verabreichung von MPH verschlechtert. Dagegen wurden
die Gedé&chtnisdefizite der Knockout-Mduse durch die Vorbehandlung mit MPH aufgehoben
(HEYSER ET AL. 2013). Um die Ergebnisse zum Einfluss von MPH auf das Lernen und
Gedachtnis bei 5xFAD-Mannchen weiter zu erharten, wurden die Befunde der eigenen Morris

water maze- und Fear conditioning-Untersuchungen herangezogen.
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Beeinflussung des raumlichen Lernens und Gedachtnisses durch Methylphenidat

In den durchgefiihrten Untersuchungen zur pharmakologischen Stimulation im Morris water
maze konnten signifikante Beeintrachtigungen des rdumlichen Lernens und Gedachtnisses bei
den transgenen 5xFAD-Kontrolltieren im Alter von neun Monaten nachgewiesen werden.
Vermutlich trug die stressverursachende Injektion dazu bei, dass die bereits tendenziell
dokumentierten Ged&chtnisdefizite der transgenen Mduse aus den Voruntersuchungen bei den
gespritzten, transgenen Kontrolltieren jetzt spezifisch auftraten. Es ist bekannt, dass
stressinduzierte Glucocorticoide, die rdumlich orientierte, kognitive Leistungsfahigkeit, die
Gedachtniskonsolidierung und das Abrufen von Erinnerungen beeinflussen (MECHAN ET AL.
2009). Zudem waren die Lerndefizite der alten, transgenen 5xFAD-Maduse wahrend der
Akquise im Morris water maze abermals evident. Wiederholt zeigte sich auch, dass die
Schwimmmotorik bei alten Mé&usen in diesem Test nicht beeintréchtigt war, sodass die
Beeintrachtigungen wesentlich auf das abnehmende Gedéachtnis zurlickzufthren sind. MPH
selbst bewirkte lediglich bei den transgenen Tieren im Alter von sechs Monaten eine
Verkirzung der Latenzzeit zur Lokalisation der Plattformregion im Test-Trial 17, was auf
eine positive Beeinflussung des Gedachtnisses zurlickzufiihren ist. Somit konnten beginnende
raumliche Gedachtnisdefizite durch MPH in hohen Dosen aufgehoben werden. Bei alten,
transgenen Tieren waren allerdings keine Besserungen der bestehenden Beeintrachtigungen
eruierbar. Indes wurde das rdaumliche Lernen nicht-transgener 5xFAD-Mé&nnchen durch MPH
in der Konzentration von 3 mg/kg zum Teil verschlechtert. Demzufolge konnte auf
altersabhangige und wiederholt auf Genotyp-spezifische Veranderungen im Dopamin-System
bei 5xFAD-Ménnchen geschlussfolgert werden. Als Ursache dafiir kénnte neben der
vermuteten Reduktion der DAT transgener Mause auch das Dopamin-Rezeptorsystem
verandert sein, was letztlich mit zu den Beeintrachtigungen des Lernens und Gedéachtnisses
fihren konnte. Womdglich koénnte eine reduzierte Expression oder eine eingeschrankte
Funktionsfahigkeit der D1-Typ-Rezeptoren in Abhangigkeit des Alters eine Rolle einnehmen,
sodass nicht mehr ausreichend Dopamin an die Rezeptoren binden kann, um so seine
lernunterstlitzende Funktion zu erflllen. Bezliglich des Einflusses von MPH auf die
Lernleistung im Morris water maze bei der Maus oder auch bei der Ratte werden recht
gegensatzliche Postulate aufgestellt. Einerseits wird gleichermalien berichtet, dass MPH
keinen Einfluss auf die Lernleistung bei M&usen im Morris water maze hat (CARREY ET AL.
2000, MCFADYEN ET AL. 2002), andererseits soll MPH das Arbeitsgeddchtnis (SPENCER ET AL.
2012) sowie die Akquise des Lernens verbessern (CARMACK ET AL. 2014A). GUO ET AL. (2012)

postulierten, dass zwar die Lernleistung wéhrend des Trainings bei der SHR-Ratte durch die
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wiederholte Gabe von MPH nicht beeinflusst werden konnte, doch war das Geddachtnis
verbessert. Dieser Befund kann durch HUANG UND HUANG (2012) bestétigt werden, die eine
Verbesserung des Gedachtnisses im Morris water maze und auch im kontextabhéngigen Fear
conditioning nach einer MPH-Applikation bei Neurogranin-knockout-Mausen beobachten
konnten. Dennoch wurden Defizite bei mutierten Mausen nicht vollstandig aufgehoben, bei
nicht-transgenen Geschwistertieren war nur ein minimaler Effekt auszumachen (HUANG UND
HuUANG 2012). Dagegen gibt es sogar Studien, die eine Verschlechterung des raumlichen
Referenz- und Arbeitsgeddchtnisses im Morris water maze nachweisen, was mit einer
Senkung der BDNF-Expression (BDNF: brain derived neurotrophic factor) und einer
Erhohung der Acetylcholinesterase-Aktivitat im PFC einhergeht (SCHERER ET AL. 2010). Ein
Vergleich der Arbeiten erweist sich jedoch als schwierig, da keine einheitliche
Versuchsdurchfiihrung besteht. Zudem wurden unterschiedliche Tiergattungen (d.h. Maus und
Ratte) getestet. Dessen ungeachtet konnte die Dauer der Applikation eine mdgliche Ursache
fir die fehlende Wirkung von MPH auf die Lern- und Geddachtnisdefizite im Morris water
maze im spaten Stadium von neun Monaten bei 5xFAD-Mannchen sein. Eine akute MPH-
Administration bewirkte lediglich einen temporaren Anstieg der Dopaminkonzentration im
PFC (KoDA ET AL. 2010). Ferner wirkt MPH weniger spezifisch als beispielsweise selektive
D1-Agonisten, da es neben dem dopaminergen auch das noradrenerge System beeinflusst
(FERREIRA ET AL. 2010). Das noradrenerge System ist bei vielen Hirnfunktionen von
Bedeutung, Arousal, Aufmerksamkeit, Stimmung, Lernen und Gedéchtnis sowie
Stressreaktionen inbegriffen. Eine Stimulation des Belohnungssystems erhéht zwar vor allem
den Dopamingehalt, doch konnen die belohnenden Effekte nicht allein durch eine Stimulation
von Dopamin erklart werden. So konnte in klinischen Studien bereits nachgewiesen werden,
dass adrenerge Blocker zur vielversprechenden Behandlung von Kokainmissbrauch
und -abhéngigkeit genutzt wurden (SOFUOGLU UND SEWELL 2009). Weiterhin ist die Tageszeit
der Behandlung fur die Ergebnisse von Bedeutung. Da die Versuchstiere tagstber stimuliert
wurden, Mé&use jedoch nachtaktiv sind, fielen die Versuchsserien in die Schlafphase der Tiere.
Dies konnte sich auch auf die Lernleistung auswirken. Eine Inversion der Lichtverhaltnisse
und damit des circadianen Rhythmus hatte wahrscheinlich einen Einfluss auf die
Verhaltensergebnisse. Nachteilig wére hier aber gewesen, dass die Versuche dennoch bei
Licht erfolgt wéren. Das wiederum hétte zusétzlichen Stress auf die circadiane Rhythmik der
Méuse induziert. Daneben sind die Resultate unter den definierten Umstanden (d.h. tagstiber
Licht an) mit den Literaturdaten vergleichbarer, da die meisten Verhaltensversuche in der

Hellphase erfolgen.
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Beeinflussung der Angst und Angstlichkeit durch Methylphenidat

Der urspriingliche Gedanke, dass Fear conditioning in den Fokus der Untersuchungen zu
stellen, konnte durch die negativen VVoruntersuchungen zu den altersabhéngigen Effekten der
Angstkonditionierung schnell revidiert werden. Doch konnten einzelne Effekte von MPH im
Fear conditioning-Test nachgewiesen werden. Bereits wahrend des Trainings verursachten
10 mg/kg MPH eine Reduktion des Freezing bei sechs und neun Monate alten transgenen und
nicht-transgenen 5xFAD-Méannchen. Vermutlich substituierte die durch die Substanz
verursachte Hyperaktivitdt das Freezing-Verhalten. Es ist bekannt, dass der Umfang des
beobachteten Verhaltens sinkt, wenn die Dosis des Psychostimulans erhéht wird. Sehr hohe
Konzentrationen konnen unter Umstédnden sogar Stereotypien verursachen. Dazu gehdren
standige Wiederholungen motorischer Aktivitdten, wie Schnuffeln oder Beien (BERKE UND
HYMAN 2000). Hohere Dosen MPH (5-10 mg/kg) aktivieren willkilrlich andere Regionen,
was zu einem so hohem Dopamin- und Noradrenalingehalt fiihrt, dass dadurch neuronale
Funktionen im PFC unterdriickt und eine Hyperaktivitat und Stereotypien induziert werden
kénnen (URBAN UND GAOo 2013). Weiterhin war die Kkonditionierte Angst im
kontextabhéngigen Test durch die sehr hohe Dosis von 10 mg/kg MPH bei nicht-transgenen
5xFAD-Méausen im Alter von sechs und neun Monaten reduziert. Dieser Effekt war auch im
tonabhangigen Test bei transgenen Tieren im Alter von sechs Monaten eruierbar.
Infolgedessen ist es denkbar, dass MPH entweder die Angstlichkeit per se beeinflusst oder
aber das Angstgedachtnis beeintrachtigt. Da im Elevated plus maze jedoch keine Anderungen
der Angstlichkeit nach der Verabreichung von MPH beobachtbar waren, kann daraus
gefolgert werden, dass MPH bei 5xFAD-Mé&nnchen keinen Einfluss auf die natirliche
Angstlichkeit hat, wohl aber in hohen Dosen eine Verminderung des kontextabhingigen
Angstgedachtnisses bei gesunden 5xFAD-Geschwistertieren und des tonabhangigen
Angstgeddchtnisses bei transgenen 5XxFAD-Mausen bewirkt. Auch CARMACK ET AL. (2014B)
dokumentierten eine Hemmung des Angstgeddchtnisses nach der Verabreichung von
10 mg/kg MPH, wahrend sie eine Verbesserung bei der Dosis von 1 mg/kg MPH
beobachteten. Eine kurzzeitige Steigerung der Angst (und damit positiven Beeinflussung des
Angstgedachtnisses) konnten von BETHANCOURT ET AL. (2009, 2011) durch 5 mg/kg MPH
nachgewiesen werden. Die Beobachtungen zum Einfluss von MPH auf die natiirliche
Angstlichkeit im Elevated plus maze sind diskrepant. Einerseits hat MPH keinen Einfluss auf
die Angstlichkeit (CARMACK ET AL. 2014B), demgegentiiber soll MPH zu einer Erhéhung der
Angstlichkeit (BRITTON ET AL. 2007, FERREIRA ET AL. 2010, CRAWFORD ET AL. 2013) bzw. zu

einer Minderung bis Auflosung der Angstlichkeit filhren (CARREY ET AL. 2000, MCFADYEN-
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LEUSSIS ET AL. 2004, KOIKE ET AL. 2009, MIORANZZA ET AL. 2010). Fur die Interpretation der
Beeinflussung der Angstlichkeit konnte noch die reduzierte Aufenthaltsdauer der alten,
transgenen 5xFAD-Méannchen im Zentrum des Feldes im Open field-Test nach der Injektion
von 3 und 10 mg/kg MPH sprechen. Bereits sechs Monate alte transgene und nicht-transgene
5xFAD-Mannchen hielten sich nach dem Erhalt von 10 mg/kg MPH weniger im Zentrum des
Open field auf. Dies konnte letztlich als steigernder Einfluss auf die Angstlichkeit interpretiert
werden. Dieser Effekt kann aber mit der verstarkten Lokomotion und Exploration nach der
MPH-Verabreichung erklart werden, zumal es in Ecken und an Wanden weitaus mehr zu

untersuchen gibt als auf einer offenen Flache.

Zusatzlich zu den Untersuchungen zum Einfluss von MPH auf die Lernleistung am Tier
bieten Studien am Menschen keine hinreichenden Beweise fiir die Verbesserung der
akademischen Lernleistung gesunder Personen durch MPH. Es gibt keine Belege, dass die
Erinnerung oder das assoziative Lernen gesteigert wird (FINGER ET AL. 2013). WOOD ET AL.
(2013) definieren ,,akademisches Doping*“ allgemein lediglich als ,die Nutzung von
Stimulanzien zur Besserung der Lernleistung, indem die Aufmerksamkeit erhoht und die
Notwendigkeit von Schlaf gesenkt wird“. Dies trifft auch auf MPH zu, doch die Erwartungen
zur Effizienz dieses Medikamentes Ubersteigern die tatsdchliche Beeinflussung (FINGER ET AL.
2013). Die Meinung der College-Studenten zum positiven Effekt von MPH auf die
akademische Leistung basiert nach FINGER ET AL. (2013) auf Informationen der Medien und
auf der Meinung von Freunden. Andererseits ist man sich einig, dass MPH ein kognitiver
Verstarker ist und es auf dem Schwarzmarkt an Schulen und Universitiaten haufig verkauft
wird. MPH wird neben Studenten auch von militarischem Personal, Arzten und Anwilten
genutzt (URBAN UND GAO 2013). Eine Studie von LINSSEN ET AL. (2013) zeigte, dass zwar das
raumliche Arbeitsgedéachtnis bei gesunden, freiwilligen Teilnehmern nicht beeinflusst wurde,
wohl aber andere Gedéachtnisleistungen, wie die Sternberg-Gedachtnisaufgabe, ein Test zur
Messung des Arbeitsgedachtnisses. Bei Nagern hingegen wird die ganze Brandbreite vom
positiven Uber gar keinen bis hin zum negativen Effekt von MPH auf das Lernen berichtet.
Unter Umsténden liegen die unterschiedlichen Postulate darin begriindet, dass MPH den
humanen Dopamin-Transporter vier Mal potenter zu inhibieren vermag als den murinen
Transporter (HAN UND Gu 2006). Das bedeutet, mogliche resultierende Verhaltenseffekte
konnen bei vergleichbaren Dosen bei Mé&usen weniger sensitiv ausgepréagt sein als beim
Menschen. Dies wiederum tragt dazu bei, dass die typisch beim Menschen beobachteten

Effekte ausschlielich auch dort zu verzeichnen sind. Dem gegenliber konnte die groRe
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Bedeutung von Dopamin beim Lernen und Gedéachtnis fir Tiere spezifisch sein, weil die

Motivation eine bedeutende Rolle wéhrend der Verhaltenstests spielt (MYHRER 2003).
4.2.2 Aufhebung Alzheimer-symptomatischer Defizite durch Methylphenidat

Bisher existieren keine systematischen Studien zum Einfluss von MPH auf das Lernverhalten
bei Alzheimer-Patienten oder -Tiermodellen. Der Schwerpunkt der Arbeit stellte erstmals die
Untersuchung zum Einfluss von MPH auf Lern- und Gedé&chtnisdefizite bei einem Alzheimer-
Mausmodell dar. MPH hatte sehr unterschiedliche Effekte bei nicht-transgenen und
transgenen 5XFAD-Méusen (Tab. 5). Bei nicht-transgenen 5xFAD-Mannchen wurde ein
negativer Einfluss von 3 mg/kg MPH auf das Kurzzeit- und von 10 mg/kg MPH sogar auf das
Langzeiterinnerungsvermdgen im Open field-Test im Alter von sechs und neun Monaten und
von 3mg/kg MPH auf das rdumliche Lernen im Alter von neun Monaten nachgewiesen
(Tab. 5, 9 Mo). Zudem wurde auch das konditionierte Angstgedachtnis in Abhangigkeit des
Kontextes bei gesunden Geschwistertieren im Alter von sechs und neun Monaten und in
Abhéngigkeit des Tons bei transgenen 5xFAD-Mé&nnchen im Alter von sechs Monaten durch
10 mg/kg MPH reduziert. Da gleichzeitig die natiirliche Angstlichkeit nicht beeinflusst wurde,
impliziert dies eine Beeintrachtigung des Angstgedéachtnisses durch hohe Dosen MPH.
Weiterhin wurden bestehende Beeintrachtigungen des raumlichen Lernens und Gedéachtnisses
bei transgenen 5XxFAD-Mannchen durch MPH nicht verbessert (nicht aufgefiihrt). Dagegen
wurde ein positiver Einfluss von 10 mg/kg MPH auf das rdumliche Gedé&chtnis bei
ausschlieBlich beginnenden Defiziten transgener 5xFAD-Mannchen nachgewiesen (Tab. 5,
6 Mo). Daneben konnte ein eindeutig steigernder Effekt von MPH auf die Lokomotion und
Exploration bei transgenen und nicht-transgenen 5xFAD-Mannchen beobachtet werden.
Dieser Effekt war bereits in dem Alter beobachtbar, in welchem die Defizite bei transgenen
Méusen begannen aufzutreten. Demzufolge kénnen nicht-kognitive Defizite, wie die mit der
Alzheimer-Krankheit einhergehenden apathischen Zustande durch MPH aufgehoben werden.
Uber die Senkung der Apathie durch MPH bei Demenzpatienten wird bereits berichtet,
obwohl das Ausmall und die Dauer eines Effektes noch nicht geklart sind (DOLDER ET AL.

2010, PADALA ET AL. 2010, LANCTOT ET AL. 2013).
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Tab. 5: Ubersicht zum Einfluss von MPH auf das Verhalten transgener (tg) und nicht-transgener (n-tg)
5XxFAD-Mannchen. Bei nicht-transgenen 5xFAD-Mannchen verschlechterte MPH die Habituation im Open
field-Test sechs- und neunmonatiger Tiere sowie das raumliche Lernen im Morris water maze neunmonatiger
Mannchen (9 Mo) und das kontextabhangige Angstgedachtnis im Fear conditioning sechs- und neunmonatiger
Versuchstiere. Auch bei transgenen 5xFAD-Méannchen wurde das Angstgedachtnis im Alter beginnender
Defizite (sechs Monate) verschlechtert. Die Angstlichkeit im Elevated plus maze wurde bei beiden Genotypen
nicht beeinflusst. Auf bestehende rdumliche Gedachtnisdefizite im Alter von neun Monaten hatte MPH keinen
Einfluss (nicht aufgefiihrt). Jedoch wurde das rdumliche Lernen positiv beeinflusst, als die kognitiven Defizite
bei transgenen 5xFAD-Mannchen mit sechs Monaten anfingen aufzutreten (6 Mo). Zudem erhéhte MPH die
Lokomotion und Exploration beider Altersstufen und senkte so die apathischen Zustande transgener 5xFAD-
Mannchen. ,+“... Steigerung bzw. Verbesserung, ,,—“... Abnahme bzw. Verschlechterung, ,,0“... kein Einfluss

5XFAD-4J& + MPH

Lokomotion &  Hapjtuation raumliches K Angst- Angstlichkeit
Exploration Lernen Gedachtnis onditionierung
(Open field) (Open field) (Morris water maze) (Fear conditioning) (Ele\gggg)plus
(@)
< + - <9 Mo) 0 - 0
2 + 0 0 +6 Mo) - 0
nicht- -
- réumliches ) .
assozlatives Lernen / Gedachtnis Angstgedachtnis
Lernen

nicht-kognitiv _ nicht-kognitiv

Aus den durchgefiihrten pharmakologischen Untersuchungen ergeben sich somit vier

wesentliche Folgerungen:

(1) Transgene und nicht-transgene 5xFAD-Mé&nnchen haben verschiedene Sensitivitaten
auf MPH, was moglicherweise auf die tendenziellen Verdnderungen im DAT-System
der transgenen 5XxFAD-Maénnchen zuriickzuftihren ist. Unterschiedliche Sensitivitaten
auf MPH wurden auch in Abhangigkeit vom Alter beobachtet.

(2) Bei nicht-transgenen 5xFAD-Méannchen hat MPH hauptsdchlich einen negativen
Einfluss auf Lernen und Gedé&chtnis.

(3) Bei transgenen 5xFAD-Mannchen konnten beginnende rdumliche Gedéchtnisdefizite
durch MPH reduziert werden und

(4) MPH verringert die apathischen Zustdnde, die mit der Alzheimer-Krankheit
einhergehen koénnen.
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4.3 Ausblick

Ein Punkt, der sich aber mit der Fortfihrung der vorliegenden Arbeit befassen konnte, ist die
Untersuchung von Fehlfunktionen in den Schaltkreisen, die dem nicht-assoziativen Lernen
und dem réumlichen Lernen und Gedachtnis zugrunde liegen. Da MPH bei transgenen
Mausen zwar keinen Effekt auf die Habituation, wohl aber auf das rdaumliche Gedé&chtnis
hatte, kann eine unterschiedliche Verschaltung dieser Lern- und Gedéchtnisformen
geschlussfolgert werden. Alzheimer-abhangige Beeintrachtigungen in diesen Systemen
konnten eingehender untersucht werden. Andere Studien zu MPH koénnten sich zudem auf
molekulare Untersuchungen konzentrieren, denn MPH verursacht zahlreiche molekulare
Effekte auf der Ebene der Transkriptionsfaktoren, Neuropeptide, zelluldren Signalmolekiile
oder auch der Genregulation (YANO UND STEINER 2007). Solche Untersuchungen kénnten
zweifellos zum weiteren Verstdndnis des Einflusses von MPH und von molekularen
Fehlfunktionen bei der Alzheimer-Krankheit beitragen. Daneben bedirfen Langzeitstudien
mit chronischer MPH-Applikation ebenso grof3er Aufmerksamkeit. Stichworte wie eine
,»Sensibilisierung™ und ,,Toleranz* nach einer wiederholten MPH-Applikation sollten nicht
ganzlich missachtet werden (YANG ET AL. 2007). Auch missten bei einer chronischen
Behandlung Nebeneffekte abgeklart werden, wie beispielsweise Wachstumshemmung,
Ubelkeit, Schlafstérungen, Angstlichkeit, Ticks und kardiovaskulare Risiken (CARMACK ET.
AL. 2014B). Denkbare, weiterfihrende Arbeiten, die sich allgemein mit der Anregung des
Lernens Uber das Dopamin-System bei Alzheimer befassen, kénnten sich auch auf den
Einsatz von Dopamin-Agonisten beziehen. Beispielsweise findet Piribedil als relativ
selektiver D2/D3-Dopamin-Agonist bereits Anwendung bei der Parkinson-Krankheit
(THoBOIS ET AL. 2013) und wies in klinischen Studien eine Verbesserung der Kognition bei
alteren Patienten mit leichter kognitiver Beeintrachtigung (MCI) auf (MARIGHETTO ET
AL. 2008, COOPER ET AL. 2013). Oder Bromocriptin, als primarer Stimulator der D2- und D3-
Rezeptoren, verbesserte die Spannweite des Arbeitsgedéchtnisses bei C57BL/6N-Mé&usen
(TARANTINO ET AL. 2011). In einer anderen Studie wurde der Einfluss von Levodopa
(Arzneistoff von L-DOPA) auf die kognitiven Defizite bei der CRND8-Alzheimermaus
untersucht. Mit Levodopa behandelte, transgene Tiere zeigten ein deutlich besseres

Gedachtnis als Kontrolltiere (AMBREE ET 4L. 2009).
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4.4 Schlussfolgerung

Ein Aspekt, der bei Studien am Patienten beruicksichtigt werden muss, ist die Schwierigkeit,
von systematischen Studien auf den einzelnen Patienten zu schlieBen. Es ist wichtig, die
individuellen Symptome und Bedirfnisse des Patienten zu berticksichtigen. Darlber hinaus ist
die Alzheimer-Krankheit eine Erkrankung, welche hinsichtlich ihrer Kausalitat als auch
Symptome sehr vielseitig ist. Doch wurde hier zunéchst die Beeinflussung der Leitsymptome
der Lern- und Gedéchtnisabnahme eingehender untersucht. Zuerst sollte festgehalten werden,
dass MPH in vor allem hohen Dosen zu einer Verschlechterung des Lernens und
Gedachtnisses bei gesunden 5xFAD-Geschwistertieren flihrte. Bei transgenen 5xFAD-
Ménnchen konnten die Geddchtnisdefizite nur ausgebessert werden, als die
Beeintrachtigungen mit sechs Monaten gerade anfingen aufzutreten. Gesetzt den Fall, die
Ergebnisse zu den Untersuchungen an der 5xFAD-Maus lassen sich auf den Patienten
ubertragen, dann ist es fraglich, ob mit der Diagnose der Alzheimer-Krankheit per se nicht
bereits der Zeitpunkt Uberschritten ist, um gegebenenfalls rechtzeitig therapeutisch
einzugreifen. Ein spéterer Therapieansatz, d.h. wenn der oder die Betroffene als
Demenzpatient/in  mit fortgeschrittenen Alzheimer-Symptomen deklariert ist, wirde
moglicherweise keine Besserung erbringen. Bereits DOLDER ET AL. (2010) berichteten, dass
Psychostimulanzien nur einen geringen bis gar keinen Einfluss auf die Kognition bei
Demenzpatienten haben und sie somit keine weitldufig effektive Behandlungsmethode fiir
kognitive Symptome zu sein scheinen. Insofern ist MPH zwar nicht geeignet, um Alzheimer-
typische Lern- und Gedachtnisdefizite im fortgeschrittenen Stadium aufzuheben, doch kénnte
eine Behandlung mit MPH unter Umsténden im frihen Stadium der Krankheit begonnen
werden, um kognitive Beeintrdchtigungen temporédr zu therapieren. Zudem kann das mit
Alzheimer einhergehende nicht-kognitive Verhalten der Apathie positiv beeinflusst werden,
sodass allein dadurch fir die Patienten und deren Angehérige ein Stuck Lebensqualitét
zuruckgewonnen werden konnte. Wenn eines Tages die Ausldsemechanismen der Alzheimer-
Demenz therapierbar werden, wirde eine symptomatische Behandlung an Bedeutung
gewinnen. Sollte schliel}lich eine MPH-Behandlung als therapeutischer Ansatz Anwendung
finden, so muss unbedingt der Einfluss einer chronischen Behandlung untersucht werden, um

erdenkliche negative Einfllsse auf das Gehirn zuverlassig auszuschlieRen.
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5 Zusammenfassung

Untersuchungen zum Einfluss von Psychostimulanzien auf die Symptome der Alzheimer-
Krankheit gibt es bisher nur in Form von Einzelfallstudien. Ziel der vorliegenden Arbeit war
es, den pharmakologischen Einfluss von Methylphenidat (MPH) auf die Alzheimer-typischen
Lern- und Gedachtnisdefizite bei mannlichen 5xFAD-Alzheimerm&usen zu untersuchen.

Zunéchst wurden die Méannchen der 5XxFAD-Linie in Voruntersuchungen charakterisiert, da in
den bisherigen Studien vornehmlich Weibchen untersucht wurden. Es wurde bestétigt, dass
5xFAD-Mause eine sehr schnelle und ausgepragte Plaque-Pathologie und Neuroinflammation
entwickelten, erstmals auftretend mit zwei Monaten. Ab neun Monaten wiesen transgene
Maénnchen Beeintrachtigungen im raumlichen Lernen auf sowie nicht-kognitive Defizite, wie
eine Reduktion der natiirlichen Angstlichkeit, des Lokomotions- und Explorationsverhaltens.
Eine mdgliche Ursache fiir das reduzierte Lokomotions- und Explorationsverhalten transgener
Mause konnte die nachgewiesene tendenziell reduzierte Anzahl der Dopamin-Transporter
sein, wie sie bereits im jungen Alter der Mannchen zu beobachten war. Weiterhin konnten bei
méannlichen transgenen 5XFAD-Méausen Beeintrdchtigungen der sensomotorischen
Féahigkeiten ab neun Monaten nachgewiesen werden sowie phanotypische Veranderungen ab
neun bis zwolf Monaten, welche sich durch apathische und/oder unruhige Verhaltensweisen
sowie Defizite der Motorik und des reflexiven Verhaltens manifestierten.

Diese Ergebnisse waren die Grundlage zur Untersuchung des Einflusses von MPH auf die mit
der Alzheimer-Krankheit einhergehenden Verhaltensdefizite. Die Untersuchungen stellten die
erste systematische Studie zum pharmakologischen Einfluss des Psychostimulans MPH auf
die Lern- und Gedé&chtnisleistung in vivo bei einem Alzheimer-Mausmodell dar. Die
notwendige Voraussetzung der hinreichenden Anzahl funktionstlichtiger, dopaminerger
Neurone fiir die pharmakologische Stimulation bei 5XFAD-Tieren war bis ins Alter von neun
Monaten erfullt. MPH hatte unterschiedliche Effekte auf das nicht-kognitive und kognitive
Verhalten bei transgenen und nicht-transgenen 5xXFAD-Ménnchen. Bei nicht-transgenen
5xFAD-Mannchen verursachte MPH eine Hemmung des Erinnerungsvermdgens im Open
field-Test im Alter von sechs und neun Monaten, des raumlichen Lernens im Alter von neun
Monaten und des kontextabhangigen Angstlernens im Alter von sechs und neun Monaten.
Auch Dbei sechs Monate alten transgenen 5xFAD-Ménnchen wurde das tonabhéngige
Angstlernen gehemmt. MPH hatte hingegen keinen Einfluss auf die Angstlichkeit beider
Genotypen oder auf bestehende raumliche Lern- und Gedéchtnisdefizite mit neun Monaten im

Morris water maze. Jedoch konnten beginnende rdumliche Gedachtnisdefizite sechs Monate
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alter transgener Méause durch MPH verringert werden. Auch die Lokomotion wurde bei
transgenen und nicht-transgenen Mdusen im Alter von sechs und neun Monaten durch MPH
gesteigert. Dagegen wurde die Exploration bei transgenen Tieren im Alter von sechs und neun

Monaten und bei nicht-trangenen Mausen nur im Alter von sechs Monaten erhoht.

Obwohl MPH nur zu einer Verminderung beginnender Gedachtnisdefizite bei transgenen
5xFAD-Mannchen fiihrte, jedoch ein positiver Einfluss des Medikamentes auf nicht-kognitive
Beeintrachtigungen wie die Apathie als weitverbreitete Stérung der Alzheimer-Krankheit
nachgewiesen wurde, ist es moglicherweise nicht vollig abwegig, dieses Psychostimulans als
temporares Therapeutikum zur Behandlung von Verhaltensbeeintrachtigungen einzusetzen,
die noch mit der Alzheimer-Krankheit einhergehen. Denn selbst wenn die Alzheimer-
Krankheit in ihrem Fortschreiten nicht aufgehalten werden kann, so kann den Patienten
zumindest ein kleines Stiuck Lebensqualitdt zuriickgegeben werden, indem apathische

Zustande vermindert werden koénnen.
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Summary

Up to now only single case studies of the influence of psychostimulants on symptoms of
Alzheimer’s disease are known. The aim of the present study was to examine the
pharmacological influence of methylphenidate (MPH) on Alzheimer’s typical learning and
memory deficits in male 5xFAD mice.

First of all the behavioral pre-analyses of 5XFAD males was done, since in most studies only
females of this strain were characterized. The very rapid and pronounced plaque pathology
and neuroinflammation starting at two months of age were confirmed in transgenic 5xFAD
mice. At nine months transgenic mice showed impairments in spatial learning and non-
cognitive deficits like a decreased anxiety and a reduced locomotion and explorative behavior.
A possible reason for this reduced locomotion and exploration in transgenic mice might be the
reduced number of DAT by trend which was already found in young males. Further
transgenic 5XFAD mice had disturbances of sensorimotor abilities at nine months of age and
they revealed changes in their phenotype at nine to twelve months of age which included
apathetic and/or agitated behavior as well as impairments in the motor abilities and in their

reflexes.

These results were the basis for investigations of the influence of MPH on behavioral deficits
which accompany with Alzheimer’s disease. This was the first systematic study to investigate
the effect of MPH on learning and memory deficits in a mouse model of Alzheimer’s disease.
The precondition of a sufficient number of functioning dopaminergic neurons for the
pharmacological stimulation of 5xFAD mice was fulfilled until the age of nine months. MPH
itself had different effects on cognitive and non-cognitive behavior in transgenic and non-
transgenic 5XFAD males. In non-transgenic 5XFAD males, MPH inhibits the memory in the
open field at six and nine months, the spatial learning in the Morris water maze at nine
months as well as context dependent fear memory in the fear conditioning test at six and nine
months of age. In transgenic males, tone dependent fear memory was impaired at six months
of age. However, MPH had no influence on anxiety in both genotypes. Sustained spatial
learning and memory deficits in the Morris water maze at nine months were also not
influenced by MPH, whereas beginning memory deficits in six months old males were
reduced. Further, MPH induced an increase of locomotion in transgenic and non-transgenic
mice at six and nine months of age. In contrast the exploration was elevated in transgenic

animals at six and nine months of age and in non-transgenic mice at six months of age.
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Although MPH only reduced beginning memory deficits in transgenic 5xFAD mice and it had
a positive influence on non-cognitive behavioral impairments like apathy as the most common
behavioral problem in Alzheimer’s disease, it might be a possible temporary therapeutic to
treat symptoms of this disease. Even if it is not possible to impede the progress of the disease,

at least patients could get back a little bit of quality of life by a reduction of apathy.
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6 Abklrzungsverzeichnis

5-HT Serotonin (5-Hydroxytryptamin)

AADC Aromatische Aminoséuredecarboxylase

AP Amyloid-B-Protein

Abb. Abbildung

ADHS Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitats-Syndrom
AMPH Amphetamine

Amy Amygdala

Apo Apolipoprotein

APP Amyloid-Vorlauferprotein

Agua dest. Destilliertes Wasser

AUC Area under curve

B6 C57BL/6J-Kontrolltier

B6SJL B6SJLF1/J-Hintergrundstamm

BDNF brain derived neurotrophic factor

b.i.d. zwei Mal pro Tag (lat.: bis in die)

C83/C99 C-terminale Fragment bestehend aus 83 bzw. 99 Aminosduren
Cer Cerebellum

ChAT Cholin-Acetyltransferase

CoMT Catechol-O-Methyl-Transferase

CPS Kryoprotektionsldsung

CR konditionierte Reaktion

CS konditionierter Stimulus

C-Terminus | Terminus eines Proteins oder Polypeptids mit freier Caboxygruppe (COOH)
Ctx L5 Cortex Schicht 5
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DAPI
DARPP-32
DAT

DNS

DPX

FAD

FAD tg
FAD wt
GABA

G-Protein

LAS
L-DOPA
LRP
LTP
MAO
MCI
Mo
MPH
mVb
Nacc
NaCl

Nbas

4" 6-diamidino-2-phenylindol, dihydrochlorid
Dopamin- und cAMP-reguliertes Phosphoprotein (32 kDa)
Dopamin-Transporter

Eselserum

Mountant (Einbettmedium)

familidre Alzheimer-Krankheit

transgene 5xFAD-Mause

nicht-transgene 5XxFAD-Méuse
y-Aminobuttersdure
Guanosintriphosphat-bindendes Protein
Hippocampus

Injektion

intraperitoneal

Antikdrperkontrollfarbung

Learning Analysis System
L-Dihydroxyphenylalanin

low density lipoproteine receptor-related proteine
Langzeitpotenzierung

Monoaminoxidase

Mild cognitive impairment

Monate

Methylphenidat (Hydrochlorid)

mediales VVorderhirnbiindel

Nucleus accumbens

Natriumchlorid

Nucleus basalis (Meynert)
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NFTs
N-Terminus
n-tg

OB

PFA

PFC
PS1/PS2
Put

s.C.

SNc

Sub

Tab.

tg

TH

UR

us

Veh
VMAT-2

VTA

intrazellulare Neurofibrillen

Terminus eines Proteins oder Polypeptids mit freier Aminogruppe (NH,)

nicht-transgen

Riechkolben

Paraformaldehyd

Prafrontaler Cortex

Prasenilin 1/Prasenilin 2
Putamen

subcutan

Substantia nigra pars compacta
Subiculum

Tabelle

transgen

Tyrosinhydroxylase
unkonditionierte Reaktion
unkonditionierter Stimulus
Vehikel (0,9 % NaCl)
vesikuldarer Monoamintransporter 2

ventrales Tegmentum
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