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Zusammenfassung

Neurotrophe Faktoren wie Nerve Growth Factor (NGF), Brain-derived Neurotrophic
Factor (BDNF), Neurotrophin-3 bis -6 (NT-3 - 6) haben neben ihrer essentiellen Rolle
bei der Embryo- und Organogenese wichtige Funktionen zum Erhalt adulter zentraler
und peripherer Neurone. Zunehmend wird daruber hinaus eine regulatorische
Funktion in Immunprozessen beschrieben. Dysregulationen von Neurotrophinen und
deren  Rezeptoren werden zunehmend als essentielle Bestandteile
pathophysiologischer Prozesse des Nerven- und Immunsystems erachtet. In der
folgenden Arbeit wird der Fokus auf Veranderungen von Neurotrophinen in zwei
neuropsychiatrischen Erkrankungen gelegt: der Depression und der Alzheimer
Demenz (AD). Neurotrophine sind darin in unterschiedlicher Weise involviert. So
werden bei der Depression hauptsachlich Veranderungen des hippocampalen BDNF
als Folge dysfunktionaler Arbeit der Stresssysteme flr die Entwicklung des klinischen
Phanotyps verantwortlich gemacht. Bei der AD fuhrt ein vermindertes NGF-Angebot
zum Untergang cholinerger Neurone und beschleunigt damit den kognitiven Verfall.
Aulerdem sind BDNF und NGF in neuroimmunologische Prozesse u.a. der amyloid-
abhangigen Gliaaktivierung involviert. Wenig ist bisher Uber die genauen topischen
Neurotrophinveranderungen im Gehirn bekannt beziehungsweise Uber deren
altersabhangige Regulation u.a. bei der AD.

In einem transgenen Mausmodell des veranderten Glukokortikoidrezeptors (GR),
welches phanotypisch eine erhohte Vulnerabilitat (verminderte GR-Expression)
beziwhungsweise einen erhdhten Schutz (erhdhte GR-Expression) abbildet, zeigten
die stressresistenten GR-Uberexprimierenden Mause erhdhte BDNF-Konzentrationen
im Hippocampus und der Amygdala/piriformer Cortex im Vergleich zu den Wildtypen.
Tageszeitliche Schwankungen waren durch den Genotyp nicht verandert. In den
stressempfindlichen Mausen mit reduzierter GR-Expression zeigte sich dagegen die
tageszeitliche Schwankung mit erhdhten hippocampalen Morgenkonzentrationen an
BDNF aufgehoben. Sowohl im parietalen Cortex als auch im Hypothalamus war
BDNF im Vergleich zu den Wildtypen erhoht. Zusatzlich zeigten sich erhohte
abendliche NGF-Konzentrationen im frontalen Cortex, Striatum und Hypothalamus.
In einem Mausmodell der erlernten Hilflosigkeit mittels intermittierender Fu3schocks,

welches phanotypisch Anteile eines agitierten depressiven Syndroms induziert,



zeigte sich im frontalen Cortex ein transienter Rickgang der NGF-Konzentration 6h
nach Beendigung der Schockbehandlung. Dagegen blieb der BDNF-Gehalt der
untersuchten Hirnregionen unverandert. In Ratten fuhrte eine chronische
Stressbehandlung mit einem resident-intruder Paradigma zu einem signifikanten
Anstieg von BDNF in weiten Teilen des Neocortex beider Hemispharen. Die
Behandlung mit dem SSRI Escitalopram machte diese Veranderungen rickgangig.
Ein vergleichbarer Trend zeigte sich im Bereich des Hippocampus. Dagegen kam es
ausschlieflich im rechten Cortex unter Stress zu einer NGF-Reduktion.

In  Amyloid-precursor-protein-Uberexprimierenden APP23 Mausen, die typische
klinische und neuropathologische Veranderungen der humanen AD aufweisen, war
ein signifikanter Anstieg von NGF und BDNF im Bereich des frontalen und okzipitalen
Cortex (und zusatzlich nur bei BDNF im Striatum) mit zunehmendem Alter zu
verzeichnen. Die Zunahme des jeweiligen Neurotrophins korreliert dabei positiv mit
der im Alter steigenden Amyloid-Konzentration der korrespondierenden Hirnregion.
NGF und NT-3 zeigen darlber hinaus einen altersabhangigen Anstieg im Bereich
des Septum. Weiterhin zeigten in vitro Untersuchungen in primaren hippocampalen
Astrozyten der Ratte eine amyloid-abhangige NGF-Induktion, welche Hinweis auf
einen direkten Einfluss des Amyloid auf den zerebralen NGF-Gehalt unterstutzt.
Insgesamt weisen die Ergebnisse auf eine hdchst differenzierte Regulation der
einzelnen Neurotrophine in den verschiedenen Krankheitsprozessen hin. Dabei sind
diese Veranderungen abhangig von Typ und Dauer der Stressexposition und
sensibel gegenlber antidepressiver Behandlung. Bei der AD zeigen sich abhangig
von Krankheitsstadien unterschiedliche topische Neurotrophinveranderungen. Mit
Hinblick auf erste humane therapeutische Interventionen mit Neurotrophinen sind
daher Strategien gefordert, welche den unterschiedlichen teils entgegengesetzten
topischen Veranderungen in verschiedene Hirnarealen (z.B. lokalisierte Applikation)
beziehungsweise den unterschiedlichen Zeitfenstern der krankheitsbedingten

Neurotrophinveranderung Rechnung tragen.



1. Einleitung

1.1. Physiologie der Neurotrophen Faktoren und ihrer Rezeptoren
Die Familie der neurotrophen Faktoren besteht aus den Proteinen Nerve Growth
Factor (NGF), Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3),
Neurotrophin-4/5 (NT-4/5) und Neurotrophin-6 (NT-6). Dabei ahneln sich alle
Mitglieder erheblich in ihrer Struktur und leiten sich von einem Vorgangergen ab
(Hallbook, 1999).

Neurotrophine uben ihre zellularen Effekte Uber die Bindung an zwei strukturell
verschiedene Rezeptortypen aus, welche sich hinsichtlich ihrer Ligandenspezifitat
und nachfolgender Signaltransduktionskette unterscheiden (Barbacid, 1994; Chao,
1994). Dabei handelt es sich um Rezeptoren aus der Familie der Tyrosinkinasen und
den p75-Rezeptor (p75NTR) aus der Familie der Tumor-Nekrose-Faktor-
Superfamilie. Die Tyrosinkinase Rezeptoren (Trk) beinhalten dabei drei Tyrosin-
spezifische Rezeptorkinasen (TrkA, TrkB und TrkC) mit jeweils spezifischer
Ligandenselektivitat. TrkA wurde als der bevorzugte Rezeptor von NGF
charakterisiert (Klein et al., 1991a). TrkB bindet sowohl BDNF als auch NT4/5 (Ip et
al., 1992; Klein et al., 1991b) und TrkC zeigt eine hohe Spezifitat fur NT-3 (Lamballe
et al., 1991; Rodriguez-Tebar et al., 1990; Rodriguez-Tebar et al., 1992). Zusatzlich
binden alle Neurotrophine den niedrig affinen p75NTR. Der p75NTR erhoht dartber
hinaus die Affinitat und Spezifitdt von NGF far TrkA (Barker and Shooter, 1994;
Benedetti et al., 1993; Hempstead et al., 1991), ist aber grundsatzlich in der Lage, in
Abwesenheit von TrkA zu funktionieren und wurde in diesem Zusammenhang mit
Apoptoseinduktion beschrieben (Rabizadeh et al., 1993). Trotz dieser Funktion fihrt
die Aktivierung von p75NTR zu vermehrter Migration (Herrmann et al., 1993) und
Aktivierung des Nuklearen Transkriptionsfaktors (NF) B und c-jun N-Terminal
Kinase (Carter et al., 1996). Wenn auch nur in vitro gezeigt, fuhrt die Aktivierung
dieser Signalwege uber p75NTR entweder zu anti- oder proapoptotischen Signalen
(Mamidipudi and Wooten, 2002; Roux and Barker, 2002). Wenn TrkA co-exprimiert
und aktiviert ist, scheint die Fahigkeit von p75NTR zur Induktion von Ceramiden

unterdrickt zu sein. Einerseits braucht p75NTR keine Trk-Expression fur seine



biologische Aktivitat, andererseits kann ein Trk-Rezeptor unabhangig von p75NTR

funktionieren und das Uberleben von Neuronen férdern.

Die Rolle der Neurotrophine ist zuerst im Rahmen der Embryogenese und
Organogenese beschrieben worden. Dartber hinaus regulieren sie synaptische
Aktivitat, Neurotransmittersynthese und kontrollieren unter anderem Uber
Beeinflussung von Langzeitpotenzierungen die neuronale Plastizitat im adulten
Organismus (Chao and Bothwell, 2002a; Greene and Shooter, 1980; Hellweg et al.,
1998d; Levi-Montalcini et al., 1996; Miller and Kaplan, 2001; Thoenen et al., 1987).
Deprivation von notwendigen Neurotrophinen flhrt zur Induktion von Apoptose
(Lewin and Barde, 1996). Die Mechanismen der neurotrophinabhangigen
Unterdrickung des Zelltodes beinhalten die Regulation von Bcl-2, Bad und cAMP-
Response Element Binding Protein (CREB) (Finkbeiner, 2000; Schinder and Poo,
2000a). Repetitive neuronale Aktivitat erhoht die Sekretion und Wirkung von
Neurotrophinen an der Synapse und modifiziert damit die synaptische Konnektivitat
und Transmission (Lu and Figurov, 1997; Schinder and Poo, 2000b).

Neben ihrer essentiellen Funktion im zentralen Nervensystem sind Neurotrophine
auch potente Modulatoren peripherer Neurone und Immunzellen (Lewin and Barde,
1996; Nassenstein et al., 2006). NGF spielt eine Rolle in der Entwicklung und
Aufrechterhaltung sympathischer und sensorischer Neurone. Des Weiteren spielt
NGF eine Schlusselfunktion bei der Erhaltung adulter cholinerger Neurone des
basalen Vorderhirns (CNBV). Die héchsten Proteinkonzentrationen von NGF wurden
im Hippocampus, Cortex und Bulbus olfactorius gemessen. Dabei sind die
Uberwiegende Mehrheit der NGF-produzierenden Zellen Nervenzellen (Pitts and
Miller, 2000b). Im Hippocampus wird NGF durch Zellen im Bereich der CA2- und
CA3-Region, dem Gyrus dentatus, der Koérnerzellschicht, dem Hilus und einigen
gabaergen Interneuronen produziert (Conner et al., 1992; Pascual et al., 1998; Pitts
and Miller, 2000a; Rocamora et al., 1996). Im Cortex von Nagern wurden
unregelmalige Mengen NGF-produzierender Zellen in allen Schichten des
somatosensorischen Cortex gefunden (von 5-8% in IV bis 40% in Vb) (Lauterborn et
al., 1993). Zusatzlich produzieren Neurone des Striatum NGF (Ernfors et al., 1990).

NGF wird in hippocampalen und cortikalen Neuronen synthetisiert und dann durch



retrograden axonalen Transport zu den CNBV gefuhrt (Hefti et al., 1989; Higgins et
al., 1989; Sofroniew et al., 2001).

Auch das Neurotrophin BDNF ist weitlaufig in die neuronale Entwicklung involviert
(Lewin and Barde, 1996). Eine breite Datenlage beweist den neuroprotektiven Effekt
von BDNF unter neurotoxischen Bedingungen wie bei zerebraler Ischamie (Beck et
al., 1994), Hypoglykamie (Mattson et al., 1995) und glutamaterger Stimulation
(Lindholm et al., 1993b). BDNF stabilisiert mesencephale dopaminerge Neurone
(Hyman et al.,, 1991) und induziert das Auswachsen von Neuriten in cerebellaren
Neuronen in der Ratte (Lindholm et al., 1993a), was auf eine Funktion in der Reifung
und Erhaltung differenzierter Zellen hinweist. Ahnlich dem NGF sind die hdchsten
Konzentrationen von BDNF im Hippocampus und dem Cortex gemessen worden
(Phillips et al., 1990), was auf eine Rolle bei hdheren Hirnfunktionen und Kognition
schliellen lasst. Weiterhin weisen immunologische Studien auf eine Funktion von
BDNF im Bereich der neuro-immunen Kommunikation hin. BDNF wird in
entzundlichem Gewebe in Erkrankungen wie allergischem Asthma bronchiale
(Virchow et al., 1998) und der Multiplen Sklerose (Hammarberg et al., 2000)

produziert.

1.2. Neurotrophine bei affektiven Erkrankungen

Die derzeit vorliegende wissenschaftliche Datenlage zur Depression lasst diese
Erkrankung als klinischen Phanotypen eines dysfunktionalen Umgangs mit Stress
einordnen. Die Depression zeichnet sich Uber das klinische Bild hinaus durch
neurobiologische Veranderungen u.a. im Bereich der neuronalen Plastizitat,
Dysregulationen der Transmittersysteme, Neuronenverlust und
Volumenveranderungen insbesondere im Bereich des Hippocampus aus. Dabei stellt
eine hyperaktive Entgleisung der HPA-Achse einen der konsistentesten
Schlisselbefunde bei diesem Krankheitsbild dar (Pariante, 2006). Da stressbehaftete
Lebensereignisse eine robuste kausale Assoziation mit Depression und
Angsterkrankungen haben (Charney and Maniji, 2004; McEwen, 2000), haben
experimentelle Stressparadigmen einen grolen Anteil der experimentellen
Depressionsforschung in der biologischen Psychiatrie eingenommen. Insbesondere

das Neurotrophin BDNF wurde in groRem Umfang in Zusammenhang mit den



pathophysiologischen Veranderungen bei der Depression untersucht (Martinowich et
al., 2007; Martinowich and Lu, 2008a). So zeigen eine Reihe von Studien eine
veranderte BDNF-Konzentration (meist eine Abnahme) nach Stress in bestimmten
Hirnarealen wie dem Hippocampus (Duman and Monteggia, 2006; Smith et al.,
1995b). Diese stressassoziierte BDNF-Dysregulation tragt dann zu den
neurobiologischen Veranderungen wie Atrophie und Neuronenverlust im
Hippocampus und Prafrontalen Cortex, wie sie bei depressiven Patienten
vorkommen, bei. Dabei weisen neuere Ergebnisse auf eine unterschiedliche Rolle
und differenzielle Regulation von BDNF in verschiedenen Hirnarealen in der
Stressverarbeitung hin (Hippocampus und HPA-Axe sowie das Belohnungssystem
inklusive Nucleus Accumbens und Ventrales Tegmentum) (Berton et al., 2006; Eisch
et al.,, 2003c). Diese klassische Neurotrophinhypothese der Depression, einer
Absenkung von hippocampalem BDNF, und die Stresshypothese der Depression
erganzen sich dahingehend, dass Stress einhergehend mit hohen Konzentrationen
an zirkulierenden Glukokortikoiden Gber Aktivierung von Glukokortikoidrezeptoren zu
einer Absenkung von BDNF fuhrt. Die folglich verminderte Aktivierung des TrkB-
Rezeptors fuhrt unter anderem durch veranderte Regulation von CREB zu den
klinischen Veranderungen der Depression (Carlezon, Jr. et al., 2005; Chourbaji and
Gass, 2008). Eine Reihe von Behandlungsstudien unterstiitzen die Annahme einer
Rolle von BDNF im pathologischen Mechanismus der Depression, da sie den
stressbedingten Veranderungen von BDNF ausgleichend entgegentreten. Wenn in
den Hippocampus, das Mittelhirn oder das ventrale Tegmentum verabreicht, zeigt
BDNF in experimentellen Depressionsmodellen einen antidepressiven Effekt (Eisch
et al.,, 2003b; Shirayama et al., 2002a; Siuciak et al., 1997a). Zwei humane
Behandlungsstudien zeigen, dass eine antidepressive Behandlung zu einer
Erhéhung des BDNF-Serumspiegels fuhrt. Patienten wurde dabei Uber acht Wochen
Venlafaxin oder SSRIs verabreicht (Gonul et al., 2005), beziehungsweise uber 12
Wochen Venlafaxin (Aydemir et al., 2005). So fuhren wiederholte Behandlungen mit
Elektrokrampftherapie zu einer deutlichen Erhdhung von BDNF (Altar et al., 2003).
Auch transkranielle Magnetstimulation als umstritten effektive antidepressive
Behandlung flhrt zu ahnlichen Effekten auf BDNF-Konzentrationen in Gehirn und
Serum bei Nagern und Menschen (Zanardini et al., 2006). Dabei muss ein

Zusammenhang zwischen Serum-BDNF und zerebralen

10



Neurotrophinkonzentrationen bei bisher noch unzureichender Datenlage kritisch
hinterfragt werden. Weiterhin muss aber erwahnt werden, dass sich eine Reihe von
aufwendigen und seriosen Arbeiten zu BDNF in Depressionsmodellen nicht in die
klassische Hypothese einordnen lassen und ihr teilweise widersprechen. Die Pros
und Kontras aufgrund der derzeitigen Datenlage werden in einer Ubersichtsarbeit
ausfuhrlich von J. O. Groves gewdurdigt (Groves, 2007b) (siehe auch die Diskussion).
Eine genetische Assoziationsstudie beschreibt eine DANN-Variante in der
unmittelbaren Nahe des BDNF Locus, der wiederum mit der Suszeptibilitat fur eine
Bipolare Erkrankung verbunden ist (Neves-Pereira et al., 2002). DarUber hinaus
zeigen eine Reihe von genetischen Assoziationsstudien einen maoglichen
Zusammenhang zwischen Polymorphismen im BDNF-Allel und affektiven
Erkrankungen (Post, 2007).

Weniger Implikationen weisen auf einen Zusammenhang zwischen NGF und der
klinischen Depression hin. So erhdhen elektrokonvulsive Behandlungen in einem
Rattenmodell der Depression (Flinders Sensitive Line Rats) die NGF-
Konzentrationen im Hippocampus und im Striatum, wogegen sie im frontalen Cortex
erniedrigt sind (Angelucci et al., 2003). Die Behandlung in Ratten mit dem
Phasenprophylaktikum Lithium erhoht NGF-Gewebekonzentrationen im
Hippocampus, dem frontalen Cortex, der Amygdala und dem limbischen Vorderhirn.
Dagegen bleiben bei dieser Behandlung NGF-Werte im Striatum, dem Hypothalamus
und dem Mittelhirn konstant (Hellweg et al., 2002). NT-3 ist im Liquor cerebrospinalis
von Patienten mit Majordepression im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhoéht
(Hock et al., 2000d).

Zusammenfassend legen die derzeitig vorliegenden Befunde zu Neurotrophinen bei
der Depression eine bedeutende Rolle sowohl in der Suszeptibilitat zu erkranken, der
Entstehung der einzelnen klinischen Symptome, aber auch bei der Wirkungsweise

moderner Behandlungsstrategien nahe.

1.3. Neurotrophine bei der Alzheimer Demenz

Die Neuropathologie der Alzheimer Erkrankung ist durch eine Vielzahl pathologischer
Charakteristika gekennzeichnet. Dazu zahlen ein verminderter neuronaler

Metabolismus (Swaab et al., 2002), der Verlust von Synapsen (Masliah et al., 2006),
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Tangles, senile Plaques und Stérungen verschiedener Transmittersysteme (Counts
and Mufson, 2005; Holzgrabe et al., 2007).

Studien an kortikalen NGF-responsiven Zellen zeigen eine Zunahme der non-
amyloidogenen Sekretion des Amyloid precursor protein (APP) Uber Aktivierung
eines Proteinkinase C-gekoppelten und M1/M2 muskarinergen Acetylcholin Rezeptor
abhangigen Abbauweges. Bei Reduktion dieser M1/M3 muskarinergen
Rezeptorstimulation ist dieser sekretorische Weg der APP-Prozessierung
unterdrickt. Dies impliziert, dass kortikale Hypoaktivitat, wie sie typischerweise bei
der AD vorkommt, die non-amyloidogene APP-Prozessierung unterdrickt und somit
zu einer vermehrten Produktion von B-Amyloid fuhrt (Rossner et al., 1998). Daruber
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Beeintrachtigung zentraler cholinerger
Neurone mit der Verschlechterung kognitiver Leistungsfahigkeit sowohl bei Nagern
als auch bei Primaten und Menschen einhergeht (Ridley et al., 2005; Voytko et al.,
1994). In einem Mausmodell einer weiteren neurodegenerativen Erkrankung, dem
Down-Syndrom, welches mit einer vergleichbaren Degeneration der CNBV
einhergeht, konnte eine Abhangigkeit von APP-Zunahme und gestortem retrograden
axonalen Transport von NGF gezeigt werden (Salehi et al., 2006). In einem Modell
der Lasion von Fornix und Fimbria verhinderte die intracerebroventrikulare Infusion
von NGF die Degeneration cholinerger Neurone (Gage et al., 1987; Hefti, 1994). In
gealterten Ratten fuhrte eine NGF-Infusion zu einer Wiederherstellung des
altersbedingten  Untergangs von CNBV und des damit verbundenen
Gedachtnisdefizits (Fischer et al., 1987). Transgene Tiere mit neutralisierenden
Antikdrpern gegen NGF weisen einen neurodegenerativen Verlauf ahnlich der AD
auf. Eine intranasale Applikation von NGF in diesen Tieren fuhrt zu erheblichen
Verbesserungen der Gedachtnisleistungen (De Rosa et al., 2005). Die Fahigkeit,
eine Neurodegeneration der CNBV zu verhindern, wurde dartber hinaus in nicht

humanen Primaten gezeigt (Emerich et al., 1994).

Veranderungen der BDNF-Regulation sind auch in Gehirnen von AD Patienten
beobachtet worden. Verminderte Konzentrationen von BDNF wurden im
Hippocampus (Connor et al., 1997b; Ferrer et al., 1999; Hock et al., 2000c; Phillips et

al., 1991), im temporalen Cortex (Amoureux et al., 1997; Connor et al., 1997a) und
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im parietalen Cortex (Hock et al., 1998) gefunden. Eine BDNF-Synthese wurde im
basalen Vorderhirn beschrieben, wo es als lokale Quelle fur die CNBV zur Verfigung
steht. Zudem wurde in AD Patienten eine erniedrigte BDNF mRNA-Konzentration im
Bereich des Nucleus basalis Meynert im Vergleich zu altersentsprechenden
Kontrollen gefunden (Fahnestock et al., 2002). Daher kann bei der AD nicht nur von
einer verminderten Bereitstellung des target-derived BDNF, sondern dartber hinaus
eine verminderte Quelle im Bereich des basalen Vorderhirn zur Versorgung der
CNBV angenommen werden (Fahnestock et al., 2002). In APP23 transgenen
Mausen, die eine Uberexprimierung des APP zeigen, sind erhohte BDNF-
Konzentrationen assoziiert mit Amyloidplaques (Burbach et al., 2004b). Hierbei
zeigte eine Laser-Mikrodissektion in Kombination mit quantitativer RT-PCR eine
sechsfach erhohte BDNF mRNA-Konzentration in der direkten Plaque-Umgebung mit
abnehmender Konzentration in die Peripherie. Im plaquefreien Gewebe befand sich
die BDNF mRNA-Konzentration auf dem Kontrollniveau. In diesem Modell wurden
Mikroglia und Astrozyten als BDNF-Quelle in der unmittelbaren Nahe des
Amyloidplaques identifiziert. Dabei war die Zunahme an BDNF positiv mit der Menge
an Amyloid korreliert (Burbach et al., 2004a). Unter anderem weist diese Studie auf

eine wichtige Rolle von BDNF im Plaque-assoziierten Entzlindungsprozess hin.

Ahnlich dem BDNF wurden auch bei NT-3 erniedrigte Konzentrationen im Bereich
des Neocortex bei AD Patienten im Vergleich zu altersentsprechenden Kontrollen
gefunden (Crutcher et al., 1993b; Narisawa-Saito et al., 1996a). Eine weitere Studie
fand dagegen unveranderte NT-3-Konzentrationen in den korrespondierenden
Hirnregionen (Hock et al., 2000b). In einer japanischen Population war eine Mutation
im Bereich des NT-3 Gens (Gly63Glu) mit AD assoziiert (Kunugi et al., 2001).
Weiterhin zeigte eine post mortem Untersuchung eine negatige Korrelation zwischen
Alter und NT-3-Konzentrationen im Bereich des Hippocampus und des Putamen in

Gedachtnisgesunden (Durany et al., 2000).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt hat sich die Forschung zum therapeutischen Einsatz von
neurotrophen Faktoren bei der AD auf die Verbesserung der cholinergen Funktion
konzentriert (Winkler et al., 1998). Obwohl auch fur andere Neurotrophine

neuroprotektive Effekte auf CNBV gezeigt werden konnten, zeigen vergleichende
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Studien, dass NGF in seiner neuroprotektiven Potenz auf diese cholinerge
Zellpopulationen Uberwiegt (Dechant and Neumann, 2002). Dartber hinaus ist NGF
das bestuntersuchteste Neurotrophin in Tiermodellen der AD (Chao and Bothwell,
2002b; Hortnagl and Hellweg, 1997; Williams et al., 2006). Die groRe Menge an
vorklinischen Daten zu NGF bei der AD flhrte zu einer ersten klinischen Studie,
wobei drei Patienten NGF Uber einen Katheter intracerebroventrikular erhielten (zwei
Patienten Uber drei Monate; drei kirzere Perioden im dritten Patient) (Eriksdotter et
al., 1998b). Aufgrund erheblicher Nebenwirkungen wie Schmerzen und
Gewichtsverlust, welche sich durch die weite Verteilung des NGF im Gehirn erklaren
lassen, wurde die Studie abgebrochen. Die Ergebnisse zeigen keine Stabilisierung
oder Verbesserung im Mini-Mental State Examination, wogegen ein Test eine
vorubergehende Verbesserung im Bereich des episodischen Gedachtnisses zeigte.
Im EEG der Patienten konnte ein Ubergang zu schnelleren Frequenzen beobachtet
werden. Zusatzlich zeigte sich eine Zunahme nikotinerger Bindungskapazitat im
frontalen und temporalen Cortex, was als ein Zeichen verminderter cholinerger
Degeneration beziehungsweise vermehrten Auswachsens cholinerger Axone
gedeutet werden kann (Eriksdotter et al., 1998a). Es mussten daher neue Strategien
lokalisierter Applikation zur Vermeidung der Nebenwirkung versucht werden. Eine
solche Strategie beinhaltet eine Studie mit NGF-Gentherapie in AD Patienten
(Tuszynski et al., 2005d). In dieser Studie wurde eine NGF-Gen-Implantation mittels
autologer Fibroblasten durchgefuihrt, welche zuerst genetisch zu einer stark erhdhten
NGF-Produktion verandert wurden. Diese Fibroblasten wurden dann in
stereotaktischen Injektionen in das basale Vorderhirn eingefihrt. Sie wurden
wahrend der ganzen Studie gut toleriert. Die Hirnautopsie eines funf Wochen spater
verstorbenen Probanden zeigte ein gutes Einwachsen des Implantats hin zu
cholinergen Neuronen mit einer hohen Ausschuttung von NGF. Wiederholte
Untersuchungen der Probanden mittels 18-Flourodesoxyglucose (FDG) PET und
neuropsychologische Testungen zeigten eine Verlangsamung des kognitiven Abbaus
und eine Zunahme der FDG-Aufnahme (Tuszynski et al., 2005c).
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1.4. Hypothesen

Neurotrophine bei der Depression:

Im Modell der Glukokortikoid-Rezeptor veranderten Mause spiegelt sich der
klinisch relevante Sachverhalt der Pradisposition bezieungsweise des
erhdhten Schutzes gegen die Entwicklung eines depressiven Syndroms
wieder. Es ist zu vermuten, dass sich diese klinischen Phanotypen auch auf
der Ebene der Neurotrophine in verschiedenen Hirnarealen abbilden.
Neurotrophine sind Korrelate des durch kurzen Stress induzierten
,depressiven“ Verhaltens im etablierten Modell der erlernten Hilflosigkeit in
Mausen.

Neurotrophine sind Korrelate des durch chronischen Stress ausgeldsten
.<depressiven“ Syndroms in Ratten und zeigen entsprechende Veranderungen

bei antidepressiver Behandlung.

Neurotrophine bei der AD:

Die Neurotrophinspiegel in verschiedenen Hirnarealen verandern sich
altersabhangig und werden zudem durch den neurodegenerativen Prozess
beeinflusst.

Amyloid hat einen Einfluss auf die NGF-Sekretion in glialen Zellen (untersucht

am Beispiel der Astrozyten).
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2. Methodenbeschreibung

2.1. Proteinbestimmung von BDNF, NGF und NT-3

Die Proteinbestimmung erfolgte in Homogenaten des Gehirns in einem mehrmals
ausfuhrlich beschriebenen Protokoll (Schulte-Herbruggen et al., 2006g; Schulte-
Herbruggen et al., 2006e; Schulte-Herbruggen et al., 2007b).

Die Bestimmung von NGF lieR sich erst durch die Entwicklung hochst sensitiver
zweiseitiger Enzymimmunoassays (ELISA) sowohl in neuronalen als auch in NGF-
synthetisierenden Geweben spezifisch und reliabel durchfuhren (Hellweg et al.,
1989; Hellweg et al., 1997a). Da das Protokoll einschlieBlich der verwendeten
Reagenzien und der bendtigten Pufferlosungen bereits mehrfach ausfuhrlich
beschrieben worden ist, wird hier auf eine erneute Darstellung verzichtet (Hellweg et
al., 1989; Hellweg et al., 1997b; Hellweg et al., 1998c; Schulte-Herbruggen et al.,
2006f; Schulte-Herbruggen et al., 2006a; Schulte-Herbruggen et al., 2007d).

Die Bestimmung von BDNF und NT-3 wurde mit kommerziell erhaltlichen ELISA Kits
durchgefuhrt, wobei diese an die flourometrische Messtechnik der NGF-
Bestimmungen angepasst wurden. Die Mikrotiterplatten wurden mit monoklonalem
Anti- BDNF-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:750 belegt, das Ganze Uber Nacht
bei 4° C inkubiert; dann wurden die Platten viermal mit Waschpuffer wie beim NGF-
Assay gewaschen. 50ul Serum wurden dann in jeweils 4 Plattenlocher pipettiert und
daraufhin Uber Nacht abermals inkubiert. Nachdem am nachsten Tag viermal
gewaschen wurde, wurde ein zweiter polyklonaler BDNF-Antikorper in einer
Verdinnung von 1:500 zugegeben und das ganze fur zwei Stunden inkubiert
(Hellweg et al., 2003b). Nach viermaligem Waschen wurde nun um tausendfach
verdunntes Anti-HUhner IgY Alkaline Phosphatase Konjugat zugegeben, wieder fur
eineinhalb Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend zuerst mit
Waschpuffer und dann mit Substratpuffer gewaschen. Schliellich wurde fir die
Enzymreaktion 50ul des 1mM Attophos Substrates zugegeben, diese Reaktion
gestoppt und dann die Emmission im Floureszenzphotometer gemessen (Hellweg et
al., 2003a).

2.2. Tiermodelle

Alle Behandlungen der Tiere wurde nach den Richtlinien und nach Genehmigung der
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lokalen zustandigen Behdrden durchgefiihrt. Es wurde versucht, das Leid der Tiere

auf ein Minimum zu reduzieren.

2.2.1. Erlernte Hilflosigkeit

Wie an anderer Stelle zuvor beschrieben (Chourbaiji et al., 2005), wurden 10 Wochen
alte C57BL/6N Mause in jeweils eine transparente Plexisglaskammer (18x18x30 cm)
gegeben, die mit einem rostfreien Stahlgitterboden ausgestattet war (Coulborn
Instruments, Dusseldorf, Deutschland). Darlber  wurden an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen 360 Fusschocks (0,150 mA) verabreicht. Diese
Fullschocks waren unvorhersehbar mit unterschiedlicher Schockzeit (1-3 Sekunden)
und Intervallen (1-15 Sekunden). Damit betrug die Stressexposition ca. 52 Minuten.
Nach Schockexposition wurden die Tiere in die Kafige gesetzt und nach
verschiedenen Zeitpunkten (Oh, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h, 7 Tage und 14 Tage) getotet.

2.2.2. Resident-Intruder Modell

Es wurden vier Gruppen von Wistar Ratten untersucht. Kontroll-, Stress-, Stress mit
Escitalopram- und Kontrolle mit Escitalopram-Gruppe. Der chronische Stress wurde
in einem gut charakterisierten resident-intruder Paradigma durchgefuhrt (Rygula et
al., 2005b). Vor dem taglichen Beginn des sozialen Unterwerfungsprozesses wurden
die weiblichen Ratten aus dem Kafig des resident Mannchens genommen. Danach
wurde die dem Experiment ausgesetzte Ratte fur eine Stunde in den Heimatkafig der
nicht familidren, aggressiven mannlichen Ratte gesetzt. Gewdhnlich wurde der
intruder (Eindringling) innerhalb von 1-3 Minuten von der residenten Ratte
angegriffen und unterworfen. Dies zeigte sich durch unterwirfige Kérperhaltung und
Starre, wobei die beiden Ratten dann sofort separiert wurden. Fur den Rest der
Stunde wurde der intruder in einen kleinen Maschendrahtkafig (25x15x15 cm)
innerhalb des resident Kafigs gesetzt, um vor direkten physischen Angriffen
geschltzt zu sein. Weiterhin blieb der intruder damit aber in unmittelbarem Hor-,
Seh- und Riechkontakt zum aggressiven resident. Danach wurde der intruder in
seinen Heimatkafig gesetzt. Tiere aus der Stress- und Escitalopram plus Stress-
Gruppe wurden taglich fir 5 Wochen der Prozedur unterzogen. Um individuelle

Unterschiede in der Intensitat der Unterwerfung zu vermeiden, wurden die intruders
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jeden Tag mit einem anderen resident konfrontiert. Mit Kontrollen wurden in

entsprechenden Zeiten Kafigwechsel im Experimentierraum durchgefihrt.

2.2.3. Transgene Tiermodelle

2.2.3.1. Glukokortikoidrezeptor (GR) transgene Mause

Mause mit verminderter GR Expression

Die GR-heterozygoten Mause (GR+/-) wurden durch Verwendung homologer
embryonaler Stammzellen hergestellt (Tronche et al., 1999). Die Mause wurden
dabei als F1-Hybride zweier haufig benutzter Inzuchtstamme hergestellt (C57BL/6N
und FVB/N), wie ausfuhrlich beschrieben (Ridder et al., 2005a). Zu diesem Zweck
wurden GR+/- durch Kreuzung von C57BL/6N Mannchen (zurlickgekreuzt mit der
Mutation fur Uber 10 Generationen) mit Wildtypen FVB/N Weibchen erzeugt. Fur alle
Experimente wurden GR+/- Mannchen und mannliche Wildtyp-littermates verwandt.

Mause mit erhohter GR-Expression

GR-Uberexprimierende Mause (YGR) tragen zwei zusatzliche Kopien des GR. Diese
wurden mittels einer genetischen Veranderung durch Zufuhrung eines kunstlichen
Hefechromosoms erzeugt (Reichardt et al., 2000). Fur alle Experimente wurden 3-6
Monate alte Mannchen verwendet. YGR-Mause wurden als F1-Hybride aus zwei
haufig gebrauchten Inzuchtstammen (C75BL/6N und FVB/N) gezlchtet, wie
beschrieben (Ridder et al., 2005b). Fur diese F1-Hybride wurden doppelt transgene
mannliche YGR-F0-Mause mit Weibchen mit einem reinen FVB/N Hintergrund

gepaart.

2.2.3.2. Amyloid Precursor Protein transgene Mause (APP23)

Die Herstellung und Genotypisierung von APP23 transgenen Mausen wurde an
anderer Stelle im Detail beschrieben (Sturchler-Pierrat et al., 1997). Diese Mause
exprimieren die humane APP751 cDNA mit der schwedischen Doppelmutation unter
Kontrolle des neuronenspezifischen Maus-Thy-1 Promotorfragments. APP23 Mause

wurden auf dem Hintergrund eines B6D2 etabliert und kontinuierlich zu C57BL/6

18



zuruckgekreuzt.

In der vorgelegten Studie wurden mannliche 5 (noch vor dem Plaque-Stadium), 10,5
(mit beginnender Plaquebildung) und 20 (hohe Plaguepathologie) Monate alte
heterozygote APP23 Mause verwandt. Als Kontrollen fungierten jeweils altersgleiche

nicht-transgene C57BL/6-littermates.

2.3. Zellkultur

Hippocampale Astrozyten wurden aus P1-Wistar Ratten nach dem Protokoll von
Freshney (Freshney, 1987) prapariert. Die Zellen wurden in Dulbecco’s modified
Eagles Medium (Life Technologies, Eggenstein, Deutschland) mit 10% fetalem
bovinem Serum, 50ug/l Gentamycin und 2mM L-Glutamin (Life Technologies)
kultiviert. Die Temperatur wurde dabei bei 95%Luft/5% CO, auf 37°C konstant
gehalten. Ein Mediumwechsel wurde zweimal pro Woche durchgefihrt.

Nach zehn Tagen wurden die Zellen fur die Experimente eingesetzt. Zu dieser Zeit
dominierten  Astrozyten.  Diese  wurden per Immunhistochemie  und
Fluoreszenzmikroskopie dargestellt, wie beschrieben bei (Meske et al., 1998a).
,Gealtertes* Amyloid (hergestellt wie beschrieben in (Meske et al., 1998b)) wurde in
einer Endkonzentration von 10uM zu den kultivierten Zellen gegeben. Kontrollen
erhielten das gleiche Volumen PBS. Nach 72h Inkubation wurde das Medium
abgenommen. Homogenisierungspuffer (Hellweg et al., 1989) wurde hinzugefugt, die
Zellen vom Boden abgekratzt und in verschiedenen Zentrifugationsschritten die

verschiedenen Fraktionen (Vesikel, Cytosol) aufgetrennt.
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3. Ergebnisse — Eigene Arbeiten

3.1. Lokale NGF- und BDNF-Veranderungen im Gehirn als Korrelate
einer Pradisposition oder eines Schutzes vor Entwicklung einer

Depression:

1. Schulte-Herbruggen O*, Hellweg R*, Chourbaji S, Ridder S, Brandwein C, Gass P,
Hoértnagl H. Differential regulation of neurotrophins and serotonergic function in mice
with genetically reduced glucocorticoid receptor expression. Exp Neurol. 2007
Mar;204(1):307-16.

2. Schulte-Herbruggen O*, Chourbaji S*, Ridder S, Brandwein C, Gass P, Hortnagl
H, Hellweg R. Stress-resistant mice overexpressing glucocorticoid receptors display
enhanced BDNF in the amygdala and hippocampus with unchanged NGF and
serotonergic function. Psychoneuroendocrinology. 2006 Nov;31(10):1266-77.

FriGhere Arbeiten haben gezeigt, dass Fehlfunktionen im Bereich des
Glukokortikoidrezeptors (GR) sowohl in Tiermodellen als auch im Menschen eine
Rolle in der Pathophysiologie der Depression spielen (Holsboer, 2000; Nestler et al.,
2002). Passend zu dieser Hypothese konnte gezeigt werden, dass Mause, die den
GR Uberexprimieren, einen gewissen Schutz vor der Induktion eines
stressinduzierten depressiven Syndroms haben (Ridder et al., 2005c). Im Gegenzug
weisen Tiere mit verminderter GR-Expression eine erhdhte Vulnerabilitat auf, auf
Stress mit einer pathologischen depressiven Reaktion zu antworten (Ridder et al.,
2005d). Zunehmend werden aufgrund besserer Diagnostik und wachsender
volkswirtschaftlicher Belastung neben der Behandlung der eigentlichen Erkrankung
Depression, die Vulnerabilitat und damit Strategien der Pravention in den Fokus
wissenschaftlichen Interesses gelegt. Kaum etwas ist derzeit Uber neurobiologische
Korrelate eines Schutzes oder einer erhdhten Vulnerabilitdt zur Depression bekannt.
Daher wurden im Modell GR-Uber- und unterexprimierender Mause fur die
Depression relevante Mediatoren wie der Serotoninmetabolismus, die Neurotrophine

NGF und BDNF sowie Dopamin und Noradrenalin in ausgesuchten Hirnarealen
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untersucht. Unter Berucksichtigung tageszeitlicher Schwankungen der HPA-Achse
wurden Analysen an zwei Zeitpunkten bei maximalen und niedrigen endogenen
Kortikosteronkonzentrationen durchgefuhrt. In den jeweiligen Homogenaten wurden
Neurotrophine mittels ELISA und die Monoamine und deren Metabolite mittels HPLC
quantifiziert.

In  den stressresistenten GR-Uberexprimierenden Mausen waren BDNF-
Konzentrationen im Hippocampus und der Amygdala/piriformer Cortex im Vergleich
zu den Wildtypen erhoht. Tageszeitliche Schwankungen waren durch den Genotyp
nicht verandert. In den stressempfindlichen Mausen mit reduzierter GR-Expression
war dagegen die tageszeitliche Schwankung mit erhéhten hippocampalen
Morgenkonzentrationen an BDNF aufgehoben. Sowohl im parietalen Cortex als auch
im Hypothalamus war BDNF im Vergleich zu den Wildtypen erhoht. Zusatzlich
zeigten sich erhohte abendliche NGF-Konzentrationen im frontalen Cortex, Striatum
und Hypothalamus.

Sowohl Serotonin und seine Metaboliten, als auch Dopamin und Noradrenalin
zeigten keine genotypischen Veranderungen.

Zusammenfassend bilden sich sowohl die Stressresistenz als auch die —vulnerabilitat
in spezifischen Veranderungen der Neurotrophinkonzentrationen ab, wogegen
zumindest in diesem Depressionsmodell nichts flir eine besondere Rolle der

Monoamine spricht.
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3.2. Verdnderungen der lokalen cerebralen
Neurotrophinkonzentrationen im Depressionsmodell der ,erlernten

Hilflosigkeit* bei Mausen:

Schulte-Herbriiggen O, Chourbaji S, Muller H, Danker-Hopfe H, Brandwein C, Gass
P, Hellweg R. Differential regulation of nerve growth factor and brain-derived
neurotrophic factor in a mouse model of learned helplessness. Exp Neurol. 2006
Dec;202(2):404-9.

Das Paradigma der erlernten Hilflosigkeit ist ein gut etabliertes und ausfuhrlich
validiertes Tiermodell, in dem an zwei aufeinanderfolgenden Tagen eine definierte
Anzahl von elektrischen Stromsto3en in unvorhersehbarer zeitlicher Abfolge an den
Pfoten von in diesem Falle Mausen appliziert werden. Die Tiere entwickeln infolge
ein depressionsahnliches Verhalten mit Schlafstérungen, Gewichtsverlust, Unruhe,
kognitiven Defiziten und Libidoverlust. Keine Daten liegen bisher zu cerebralen
Veranderungen neurotropher Faktoren und deren zeitlichem Verlauf in diesem
Depressionsmodell vor. In der folgenden Studie wurden NGF- und BDNF-
Proteinkonzentrationen im frontalen Cortex und dem Hippocampus an verschiedenen
Zeitpunkten bis zu zwei Wochen nach dem Durchlaufen des Stressparadigmas
bestimmt. Dabei zeigte sich im frontalen Cortex ein transienter Rickgang um ein
Viertel der NGF-Konzentration 6h nach Beendigung der Schockbehandlung.
Dagegen blieb der BDNF-Gehalt der untersuchten Hirnregionen unverandert.
Zusatzlich zeigte sich unabhangig von der Behandlung, d.h. in Schock-Tieren und
Kontrollen gleichermal3en, ein bis zu dreifach erhéhter BDNF-Gehalt im rechten
frontalen Cortex gegenuber der linken Seite. Diese hemisphéarische Seitendifferenz
war zu allen Messzeitpunkten detektierbar.

Zusammenfassend stellt eine transiente Verminderung des NGF im frontalen Cortex
das hervorstechende Korrelat in diesem Stressmodell bei den untersuchten
Neurotrophinen dar. Dabei lasst sich dieses Ergebnis gut in friihere Studien
einordnen, wo in verschiedenen Stressparadigmen in Ratten nach 2h eine zeitlich
begrenzte Abnahme von NGF im frontalen Cortex und der Amygdala beobachtet
wurde (von Richthofen et al., 2003). Das hier verwandte Depressionmodell mit einem

eher agitiert-depressiven Phanotyp scheint dagegen nicht, wie andere
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Depressionsmodelle und einige humane Daten zeigen, mit Veranderungen der
BDNF-Konzentrationen einherzugehen. Die interhemisparischen Unterschiede der
frontalen BDNF-Konzentrationen wurden vorher nicht beschrieben und kénnten
eventuell cerebrale Seitendominanzen widerspiegeln. Weiterhin weisen diese
Befunde auf die Wichtigkeit hin, in weiteren Studien zu BDNF in diesen Hirnregionen
interhemiphéarische Unterschiede in der Versuchsplanung zu berlcksichtigen, um

Missinterpretationen vorzubeugen.
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3.3. Regulation der Neurotrophine NGF und BDNF im
Depressionsmodell (Resident-Intruder) nach chronischem Stress in
der Ratte unter Einbeziehung einer antidepressiven Behandlung mit

dem Serotonin-Wiederaufnahme Hemmer Escitalopram:

Schulte-Herbriiggen O, Fuchs E, Abumaria N, Ziegler A, Danker-Hopfe H, Hiemke C,
Hellweg R. Effects of escitalopram on the regulation of brain-derived neurotrophic
factor and nerve growth factor protein levels in a rat model of chronic stress. J

Psychopharmacol.

Im Gegensatz zum zuvor beschriebenen Depressionsmodell der erlernten
Hilflosigkeit, wendet sich die folgende Studie einem milden und chronischen
Stressmodell (Ratte) zu, bei dem ein resident-intruder Paradigma verwendet wird.
Auch dieses Modell ist auf der Verhaltensebene eingehend charakterisiert worden
und fuhrt u.a. zu typischen Veranderungen wie Anhedonie, Angstlichkeit und
sozialem Rickzug (Rygula et al., 2005a). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Verhaltenséanderungen und Veranderungen der Genregulation nach Behandlung mit
SSRIs wie Fluoxetin oder Citalopram reversibel waren (Abumaria et al., 2007; Rygula
et al., 2006). Auch in diesem Modell gibt es unzureichende Daten hinsichtlich der
neurobiologischen Veranderungen unter Entwicklung des depressionséahnlichen
Zustandes. Hierfir wurden erneut verschiedene reprasentative Hirnareale von
gestressten Tieren und Kontrollen auf ihren NGF- und BDNF-Gehalt untersucht.
Zusatzlich erfolgte in einer weiteren Gruppe eine Behandlung mit dem SSRI
Escitalopram, ein haufig verschriebenes Antidepressivum mit hochst selektivem
Mechanismus im Serotoninmetabolismus. In einer Pilotstudie wurden die
Escitalopram-Dosen ermittelt, um die therapeutisch empfohlenen und im Humanen
als wirksam beschriebenen Plasmaspiegel zu garantieren.

NGF und BDNF wurden in den jeweiligen Homogenaten der Hirnareale mittels
fluorometrischer hochsensitiver ELISA bestimmt.

Die chronische Stressbehandlung fiihrte zu einem signifikanten Anstieg von BDNF
(+101%) in weiten Teilen des Neocortex beider Hemispharen. Die Behandlung mit
Escitalopram machte diese Veranderungen rickgangig. Ein vergleichbarer Trend

zeigte sich im Bereich des Hippocampus, erreichte aber keine statistische Signifikanz
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(+58%). AusschlieZlich im rechten Cortex kam es unter Stress zu einer NGF-
Reduktion (p=0,027). Auch in diesen Tieren zeigten sich nebenbefundlich und damit
unabhangig von  Stressbehandlung und pharmakologischer Intervention
interhemispharische Unterschiede mit erhhtem NGF und BDNF im Bereich des
rechten Hippocampus im Vergleich zur linken Seite. Andere Bereiche wie der frontale
Cortex, das Cerebellum oder auch NGF- und BDNF-Werte im Serum der Ratten
zeigten keine Veranderungen unter der Behandlung. Ein weiteres Ergebnis stellte
eine negative Korrelation zwischen dem Korpergewicht der Tiere und den Serum-
BDNF Konzentrationen da. Auch dies war unabhéngig von Stress und SSRI-
Behandlung.

Zusammenfassend konnten in spezifischen Regionen Veranderungen von NGF und
BDNF dargestellt werden, welche unter antidepressiver Behandlung reversibel
waren. Ahnlich wie bei der vorherigen Studie fiihrte auch die chronische
Stressbehandlung zu einer Verminderung frontokortikaler NGF-Konzentrationen.
Eine negative Korrelation zwischen Gewicht und Serum-BDNF bestatigt ein
ahnliches Ergebnis in einer humanen Kohorte (Lommatzsch et al., 2005) und lasst in
diesem Bereich Parallelen in der Regulation peripherer Neurotrophinkonzentrationen

zwischen den Menschen und Nagern vermuten.
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3.4. Altersabhéangige Verdnderungen cerebraler
Neurotrophinkonzentrationen im APP23 Modell der Alzheimer

Erkrankung:

Schulte-Herbriggen O, Eckart S, Deicke U, Kuhl A, Otten U, Danker-Hopfe H,
Abramowski D, Staufenbiel M, Hellweg R. Age-dependent time course of cerebral
brain-derived neurotrophic factor, nerve growth factor, and neurotrophin-3 in APP23
transgenic mice. J Neurosci Res. 2008 Apr 25. [Epub ahead of print]

Die Applikation von Neurotrophinen wird in den letzten Jahren zunehmend als
vielversprechende Option einer therapeutischen Intervention bei der AD diskutiert.
Neben einer mdoglichst sicheren und nebenwirkungsarmen, sprich lokalen aber
hochdosierten, Applikationsform, ist weiterhin das zeitliche therapeutische Fenster
Teil reger wissenschaftlicher Diskussion.

Wenig ist bisher Uber den altersabhangigen Verlauf der neurotrophen Faktoren in
den verschiedenen klinisch relevanten Hirnarealen bekannt. Weiterhin kontrovers
diskutiert  wird, inwiefern diese altersabhangigen @ Schwankungen der
Neurotrophinkonzentrationen durch den neurodegenerativen Prozess der AD
beeinflusst werden. Zur Eingrenzung dieser Fragen wurde ein gut charakterisiertes
Mausmodell gewahlt. B-amyloid precursor protein (APP) Uberexprimierende
transgene Mause stellen ein hilfreiches experimentelles Konstrukt zur Untersuchung
von cerebralen Neurotrophinen in der AD dar. APP-Uberexprimierende Mause tragen
die schwedische Mutation (APP23) und weisen die Amyloidpathologie der humanen
Erkrankung (siehe auch Methodenbeschreibung) auf. Die neurotrophen Faktoren
NGF, BDNF und NT-3 wurden in APP23 transgenen Tieren im Alter von 5, 10,5 und
20 Monaten und altersentsprechenden Wildtypkontrollen in verschiedenen fir die AD
relevanten Hirnregionen sowie einer peripheren Kontrollregion (Nervus ischiadicus)
untersucht.

Die Neurotrophine wurden mit einem hochsensitiven, zweiseitigen fluorometrischen
ELISA System in Homogenaten aus den untersuchten Hirnregionen quantifiziert.

In den APP23 Mausen zeigte sich dabei ein signifikanter Anstieg von NGF und BDNF

im Bereich des frontalen und okzipitalen Cortex und zusatzlich nur bei BDNF im
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Striatum in den 20 Monate alten Tieren (maximal 12-facher Anstieg). Die Zunahme
des jeweiligen Neurotrophins korreliert dabei positiv mit der Amyloid-Konzentration
der korrespondierenden Hirnregion. NGF und NT-3 zeigen daruber hinaus einen
altersabhangigen Anstieg im Bereich des Septum (maximal zweifache Zunahme).
Dieser Anstieg war in den APP23 transgenen Tieren nicht zu detektieren. Im
Hippocampus, dem Bulbus olfactorius und dem Cerebellum (hier nur fir NT-3)
liessen sich weder alters- noch genotypabhangige Veranderungen feststellen. Im
Nervus ischiadicus zeigte sich ein Anstieg von NGF und BDNF in 5 Monate alten
APP23 Tieren. Diese Erhdhung sinkt mit zunehmendem Alter aber auf Kontrollniveau
herab.

Zusammenfassend zeigt sich in APP23 Mausen ein vom Genotyp abhangiger
Zuwachs von NGF- und BDNF-Konzentrationen im Bereich des Neocortex, der hoch
mit der jeweiligen Gewebekonzentration an Amyloid korreliert ist. Diese Ergebnisse
mogen auf eine amyloid-abhangige Neurotrophin-Sekretion aus Gliazellen hinweisen
oder aber eine Veranderung des axonalen Transport dieser Substanzen im Rahmen
der AD Pathologie. Eine therapeutische Intervention mit einem exogen zugefuhrten
Neurotrophin bei AD Patienten kdnnte nach diesen tierexperimentellen Befunden am
ehesten in frihen Stadien einen Sinn machen, wogegen in spateren Stadien, sei es
transportbedingt oder aufgrund der neuroimmunologischen Aktivierung, zu erhéhten
Neurotrophinkonzentrationen im Cortex kommt. Die Zunahme von NGF und NT-3 im
Septum lIasst sich aus bisherigen Studien zur AD Pathophysiologie nur schwer

einordnen und bedarf weiterer funktioneller Studien.
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3.5. Einfluss von Amyloid auf die NGF-Produktion in hippocampalen

Astrocyten der Ratte:

Schulte-Herbrtiggen O, Hamker U, Meske V, Danker-Hopfe H, Ohm TG, Hellweg R.
Beta/A4-Amyloid increases nerve growth factor production in rat primary
hippocampal astrocyte cultures. Int J Dev Neurosci. 2007 Oct;25(6):387-90.

Auf die essentielle Rolle von NGF fiir das Uberleben cholinerger Neurone und damit
fur das Entgegenwirken der Neurodegeneration bei der AD wurde in der Einleitung
ausfuhrlich eingegangen. Weiterhin gibt es Hinweise, dass NGF in der Prozessierung
des Amyloid precursor protein (APP) eine Rolle spielt. Die pathologische Anhaufung
von extrazellularem [3-Amyloid, das den Hauptbestandteil der Alzheimer Plaques
darstellt, ist mit den NGF-Rezeptoren TrkA und p75NTR assoziiert (Akar and
Wallace, 1998). Weiterhin wird kontrovers diskutiert, ob in der AD neuroprotektive
oder die AD Pathologie beférdernde Anteile des NGF Uberwiegen. Bisher gibt aber
keine Daten, inwieweit Amyloid selber die NGF-Produktion beeinflusst.

Es wurden daher in vitro Versuche an primaren hippocampalen Astrozyten der Ratte
durchgefiihrt, wobei diese Zellen mit kinstlich ,gealtertem” B/A4-Amyloid (1-40)
behandelt wurden. In verschiedenen Fraktionen (Uberstand, Vesikelfraktion und
Zytosolfraktion) wurden daraufhin nach 72h NGF mittels ELISA gemessen.

Die Behandlung mit B/A4-Amyloid (1-40) flhrte zu einer bis zu 30-fachen Erhéhung
der NGF-Proteinkonzentrationen in den jeweiligen Fraktionen im Vergleich zu
unstimulierten Zellen.

Diese amyloid-abhéngige NGF-Induktion in Gliazellen muss in weiteren Studien
funktionell eingeordnet werden. Somit stellt sich die Frage, ob dieser Mechanismus
zu einer Beschleunigung des neuronalen Untergangs Uber Aktivierung von p75NTR
fuhrt oder mdglicherweise einen endogenen neuroprotektiven Weg darstellt, um dem

amyloid-bedingten Verlust cholinerger Neurone entgegenzuwirken.
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4. Diskussion

Depression

Nach einer Zeit intensiver Charakterisierung der Physiologie der neurotrophen
Faktoren wurden in den vergangenen Jahren zunehmend Verbindungen zu
pathophysiologischen Prozessen dieser Proteinfamilie hergestellt. So zeigte sich,
dass Uber neuropsychiatrsiche und neurologische Erkrankungen des zentralen
Nervensystems auch Pathologien des peripheren Nervensystems und des
Immunsystems mit Dysfunktionen im Neurotrophinsstoffwechsel einhergehen.
Vorklinische Studien fuhrten zu Einteilungen in Pathologien mit Gberschiessenden
(z.B. allergisches Asthma, Schmerz) und erniedrigten Neurotrophinkonzentrationen
(z.B. AD und periphere Neuropathien) (Schulte-Herbriiggen et al., 2007a). Daran
orientierten sich die ersten klinischen Behandlungsstudien und begannen im Falle
der AD (Tuszynski et al., 2005), neurotropher Keratitis (Lambiase et al., 1998) und
dem neuropathischen Schmerz (Apfel et al., 1998) mit der Substitution von NGF. In
den oben vorgelegten Studien zu Neurotrophinen in gut etablierten Tiermodellen der
Depression zeigt sich dagegen eine dem jeweiligen Hirnareal spezifischen
Regulation der jeweiligen Neurotrophine (Schulte-Herbrliiggen et al., 2006a; Schulte-
Herbriggen et al., 2007b). Dabei unterscheiden sich diese lokalen Dysregulationen
zudem von Modell zu Modell, welche sich in Art des zugefuhrten Stressparadigmas
und deren Dauer unterscheiden. So fihrt denn auch jedes Modell zu einem
typischen Phanotyp mit typischen Verhaltensanteilen eines depressiv-angstlichen
Syndroms. Auch wenn Tiermodelle niemals sicher die Komplexitdt der humanen
Depression widerspiegeln, bestehen doch dahingehend Parallelen, dass auch beim
Menschen unterschiedliche Phanotypen depressiver Syndrome mit mehr Agitation,
Anhedonie oder Angstlichkeit imponieren. Damit fiigen sich die vorgelegten
Ergebnisse gut in die aktuelle Diskussion zu Neurotrophinen in pathologischen
Prozessen ein. Im Gegensatz zu einer einheitlichen Rolle im Rahmen einer
Erkrankung diskutiert Martinowitch et al. (Martinowich and Lu, 2008) in einer neueren
Ubersichtsarbeit am Beispiel der Rolle des BDNF in der Depression Hinweise auf
eine differenzierte  Neurotrophinwirkung in verschiedenen Hirnarealen innerhalb
einer Pathologie. Die Depression ist klinisch durch verzweifeltes Verhalten sowie

durch die Unfahigkeit Freude zu erleben gekennzeichnet. Diese zwei
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Symptomkomplexe werden neurobiologisch durch unterschiedliche Systeme
interagierende Systeme kontrolliert: das Stresssystem beinhaltend Hippocampus und
HPA System und das Belohnungssystem mit ventralem Tegmentum, Nucleus
accumbens und prafrontalem Cortex. So haben Infusionen von BDNF in den
Hippocampus antidepressive Wirkungen (Shirayama et al., 2002; Siuciak et al.,
1997) wogegen BDNF im Belohnungssystem pro-depressive Wirkung entfaltet (Eisch
et al.,, 2003). So weisen diese Daten und die vorgelegten Studien auf den Bedarf
nach lokalisierten differenzierten Behandlungsstrategien, wie sie zum Beispiel durch
gentherapeutische Ansatze verfolgt wird. Erweitert wird dieses Spektrum
Syndromtypischer lokaler Neurotrophinveranderungen durch die Erkenntnis, dass im
Modell der Pradisposition bzw. Schutz vor Depression im Modell der veranderten
Glukokortikoidrezeptorfunktion Neurotrophine schon hierbei ein charakteristisches
Regulationsmuster aufweist, welches sich deutlich vom Wildtyp unterscheidet.

Die vorgelegten Ergebnisse einer Zunahme der zerebralen BDNF-Konzentrationen in
Antwort auf Stress scheinen dabei contra-intuitiv, da die traditionelle Neurotrophin
Hypothese der Depression eine Abnahme hippocampalen des BDNF annimmt. Dabei
kristallisiert sich in der gegenwartigen wissenschaftlichen Diskussion eine
differenziertere Sichtweise auf stressinduzierte BDNF Veranderungen heraus.
Obwohl eine groRe Anzahl praklinischer Studien erniedrigte BDNF-Expression
aufzeigt, welche mit depressivem Verhalten einhergehen (Barrientos et al., 2003;
Nibuya et al., 1995; Pizarro et al., 2004; Roceri et al., 2004; Smith et al., 1995;
Ueyama et al., 1997) zeigen sich auf der anderen Seite eine beachtliche Anzahl von
Untersuchungen, die diese Abnahme nicht beobachten und ihr teils widersprechen
(Schulte-Herbriiggen et al., 2006a; Branchi et al., 2006; Hellweg et al., 2007,
Schulte-Herbriiggen et al., 2006a). Eine neuere Ubersichtsarbeit zu dieser Pro und
Contra Debatte (Groves, 2007) beleuchtet dabei den unterschiedlichen Charakter der
Stressmodelle mit verschiedenen Paradigmen akuten und chronischen
Behandlungen, sowie unterschiedlichen Applikationen von antidepressiver
Medikation hinsichtlich Behandlungsdauer und Dosis. Weiterhin mussen
Unterschiede zwischen Spezies und verschiedenen Stammen der Tiere
berucksichtigt werden. Letztendlich wurden in verschiednen Studien entweder BDNF
MRNA oder Protein untersucht. Lokale Diskrepanzen zwischen diesen beiden sind
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wiederholt beschrieben und der Tatsache zuzuschreiben, dass BDNF einem
erheblichen axonalen Transport unterliegt (Conner et al., 1997; Jacobsen and Mork,
2004).

Neben einer differenzierten topischen Veranderung der Neurotrophinkonzentrationen
in Erkrankungen ist die zeitliche Verédnderung dieser Werte von therapeutischer
Relevanz. In der vorgelegten Studie zum Zeitverlauf der Neurotrophine zeigt sich
eine mit dem Gehalt an Amyloid hoch korrelierte Zunahme von NGF und BDNF im
frontalen und okzipitalen Cortex. Daten aus vorherigen Studien legen zwei
Mechanismen nahe. Eine Amyloid-abhéngige entzindliche Gliaaktivierung mit
folglich erhdhter Neurotrophinsynthese. Fur NGF konnte dieser mdgliche
Mechanismus in der vorgelegten in vitro Studie an priméren Astrozyten untermauert
werden. Der zweite Mechanismus fihrte aufgrund fortschreitender neuronaler
Degeneration und damit ausbleibendem axonalen Transport zu einem Aufstauen der
Neurotrophine im Cortex. Wahrscheinlich tragen beide Mechanismen zu diesem
auch Phanomen bei. Ahnliche Zeitverlaufe insbesondere fir NGF wurden in
verschiedenen Lasionsmodellen cholinerger Neurone aber auch bei der
menschlichen AD gezeigt (Hellweg et al., 1998b). In einer preliminaren postmortem
Studien war NGF ebenfalls im frontalen Cortex vermindert in Patienten, die zum
Todeszeitpunkt nicht dement waren, aber senile Plaques aufwiesen). Dies entsprach
wahrscheinlich dem Korrelat fur AD Hochrisikopatienten fiir AD. Patienten ohne
senile Plaques zeigten unveranderte NGF-Konzentrationen (Hellweg et al., 1998a).
Nach dieser wahrend der préklinischen AD postulierten Abnahme von NGF weisen
passend zu den vorgelegten Daten mehrere Studien auf eine darauf folgende
gegenregulatorische Zunahme von NGF Uber das Niveau der altersentsprechenden
Kontrollen hinaus hin (Crutcher et al., 1993; Hellweg et al., 1998a; Hock et al.,
2000a; Narisawa-Saito et al.,, 1996). Fur die Planung weiterer therapeutischer
Interventionen, wie sie kurzlich mit einer gentherapeutischen NGF-Substitution im
Bereich des basalen Vorderhins im Menschen versucht wurde (Tuszynski et al.,
2005) untermauern die vorgelegten Ergebnisse in den APP23 Tieren die These eines
engen therapeutischen Zeitfensters, in welchem die Behandlung mit Neurotrophinen
sinnvoll erscheint. Wenig hilfreich erscheint dabei die Substitution mit NGF oder
BDNF in einem klinisch apparenten Demenzstadium, in dem neben dem
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stattgefundenen Neuronenverlust ein Uberschuss von neurotrophen Faktoren
besteht.

Zusammenfassend weisen die vorgelegten Studien, dass die Regulation
neurotropher Faktore Korrelate sowohl der Pradisposition als auch einer
verminderten Vulnerabilitdt sowie einer klinisch apparenten Depression darstellen.
Dabei sind die Verteilungsmuster hirntopisch differenziert und unterstitzen damit die
These einer lokal unterschiedlichen Regulation und Wirkung.

Auch im APP23 transgenen Tiermodell der AD zeichnet sich eine in
krankheitsrelevanten Kerngebieten differenzierte Regulation der neurotrophen
Faktoren. Dabei zeigen sich neben alterabhangigen Veranderungen hochsignifikante
Korrelationen zum Amyloid, welche fir weitere therapeutische Interventionen z.B. mit

NGF relevant sind.
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Erklarung

8§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich ,dass
e Weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder
angemeldet wird oder wurde.

e Die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten
Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit fremden
Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften sowie
die verwendete Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift angegeben

wurden.

e Mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Datum Unterschrift
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