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Abstrakt

Einleitung: Hauptsymptome einer Alzheimer-Erkrankung sind der Verlust von Nerven-
zellen und kognitiven Funktionen. Aufgrund ihrer essenziellen Bedeutung fir den Erhalt
von adulter Neurogenese und ihrer neuroprotektiven Wirkung stehen neurotrophe Fak-
toren und Wachstumsfaktoren im Blickpunkt der Forschung. Dies gilt auch fir das an
der Bildung und Funktion von Synapsen beteiligte und fir die neuronale Plastizitat be-
deutsame APP. Epidemiologische Studien beweisen, dass Menschen mit physisch und
mental ,aktivem® Leben ein verringertes Risiko aufweisen, an Alzheimer zu erkranken.
In der alternden Maus halt Aktivitat die hippocampale Plastizitat und adulte hippocam-
pale Neurogenese auf einem gleichsam ,jingeren“ Niveau. Aus Studien mit nicht trans-
genen Tieren sind die positiven Einflisse von ENR und RUN auf die Produktion von
neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren und auf die adulte Neurogenese be-
kannt. In der vorliegenden Studie haben wir untersucht, ob gleiche Mechanismen in der
Pathologie der APP23-Maus wirken.

Methodik: Weibliche APP23-Mause, die humanes APP7s1 mit der schwedischen Dop-
pelmutation K670N/M671L unter der Kontrolle eines Thyl-Promoters exprimieren, leb-
ten fur die Zeit des Experimentes unter drei verschiedenen Untersuchungsbedingun-
gen: ENR, RUN und CTR. In den untersuchten Hippocampi und Kortices dieser Tiere
wurde die mMRNA-Genexpression des endogenen APP sowie der neurotrophen Fakto-
ren NGF, BDNF, NT-3 und der Wachstumsfaktoren FGF-2, IGF-1 und VEGF-a bestimmt

und miteinander verglichen.

Ergebnisse: Die Expression von endogenem APP im Hippocampus und Kortex war un-
ter RUN-Bedingungen im Vergleich zu CTR signifikant reduziert, wohingegen sich unter
ENR-Bedingungen keine statistisch signifikante Regulation nachweisen lie3. In den
ENR-Méausen lag eine spezifisch erh6hte mRNA-Expression von Neurotrophinen im
Hippocampus vor, wéhrend in den RUN-Mausen eine unerwartet verringerte Regulation

von Wachstumsfaktoren im Hippocampus und Kortex gemessen wurde.

Schlussfolgerung: Ich konnte in dieser Arbeit zeigen, dass in ENR und RUN sowohl
neurotrophe Faktoren als auch Wachstumsfaktoren unterschiedlich reguliert wurden.
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Vorteile von Langzeitaktivitdt abhangig von

der Art der Aktivitat sind. Als nachhaltiges Ergebnis unserer Arbeit ist festzustellen, dass
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durch ENR auch in Alzheimer-Demenz-Pathologie ein neuroprotektives Milieu geschaf-
fen werden kann. Dies liefert eine moégliche Erklarung auf molekularer Ebene, warum
spezielle Trainingsprogramme bei Alzheimer-Patienten positive Auswirkungen auf die

Gedachtnisleistung zeigen.



Abstract

Introduction: The main symptoms of Alzheimer’s disease are the loss of neurons and
cognitive functions. Neurotrophic factors and growth factors are in the focus of Alz-
heimer’s research because of their neuroprotective effects. This also applies to the APP
that is involved in the formation and function of synapses and is important for neuronal
plasticity. Epidemiological studies have shown that people with physical and mental “ac-
tive” life have a lower risk of developing Alzheimer’s disease. In the aging mouse activity
keeps the hippocampal plasticity and adult hippocampal neurogenesis at a “younger”
level. From studies with non-transgenic animals positive effect of ENR and RUN on the
production of neurotrophic and growth factors are known. In the present study we inves-
tigated whether the same mechanisms apply in the pathology of a rodent model for Alz-

heimer’s disease.

Methods: Female APP23 mice that express human APP751 with the Swedish double
mutation K670N/M671L under the control of a Thyl promoter lived for the period of the
experiment under three different test conditions: ENR, RUN and CTR. In the examined
hippocampi and cortices of these animals, the mRNA expression of the endogenous
APP, the neurotrophic factors, NGF, BDNF, NT-3, and the growth factors FGF-2, IGF-1

and VEGF-a were compared.

Results: The expression of endogenous APP in the hippocampus and cortex was in
RUN compared to CTR significantly reduced, whereas under ENR conditions we could
not detect statistically significant regulation. In the ENR mice we measured increased
MRNA expression of neurotrophins in the hippocampus while in RUN mice growth fac-

tors were unexpectedly decreased in the hippocampus and cortex.

Conclusion: | was able to show that in ENR and RUN both neurotrophic factors and
growth factors are differentially regulated. The results indicate that the advantages of
long-term activity are dependent on the type of activity. As a sustainable result of our
work is to be noted that a neuroprotective environment can be created by enriched envi-
ronment also in an Alzheimer’s disease pathology. This provides a possible explanation
at the molecular level, why special training programs in Alzheimer’s patients show posi-

tive effects on memory performance.
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Vorwort

Mit Beginn meiner Tatigkeit als Zahnarztin wurde mir klar, dass zunehmend mehr altere
Patienten sowie die steigende Anzahl alter Menschen mit Verhaltensveranderungen in
einer zahnarztlichen Praxis zu behandeln sind. Ich finde es wichtig, sich als Zahnarztin
auf demenzkranke Patienten, sowohl in der personlichen Betreuung als auch in diver-
sen Praxisablaufen, einzustellen. Hieraus entstand der Wunsch, meinen Wissensstand
um demenzspezifisches Verhalten zu erweitern und auch an urséchlicher Forschung

zum umfassenden Gebiet der Alzheimer-Demenz mitzuwirken.

Die vorliegende Arbeit entstand als Teil einer Studie an transgenen Alzheimermé&usen,
die 2006 unter dem Titel: Cognitive and physical activity differently modulate disease
progression in the amyloid precursor protein (APP)-23 model of Alzheimer’s disease

(Wolf und Kronenberg et al. 2006) verdffentlicht wurde.

Das Ergebnis dieser Untersuchung war, dass weibliche Mause, die eine mutierte Form
des menschlichen Amyloid-Vorlauferproteins (APP) uberexprimierten (APP23), unab-
hangig davon, ob ihr Lebensumfeld reizreich oder reizarm war, die gleiche Auspragung
von Amyloidplaques im Gehirn aufwiesen. Die Versuchsmause aus einer reizreichen
Umgebung (ENR) zeigten in anschlieRenden Verhaltenstest jedoch eine bessere kogni-
tive Leistung und eine gesteigerte adulte Neurogenese (Wolf und Kronenberg et al.
2006).

Um das oben beschriebene Phanomen auf molekularer Ebene zu untersuchen, habe
ich die Frage ,Wie beeinflussen ENR und korperliche Aktivitdt (RUN) die Expression
neurotropher Faktoren, Wachstumsfaktoren und die des APP?“ ins Zentrum der vorlie-

genden Arbeit gestellt.

Fur diese Fragestellung, die molekularbiologisch an transgenen Alzheimer-Mausen un-
tersucht werden soll, habe ich quantitative Polymerase-Kettenreaktion-(PCR)-
Untersuchungen fur neurotrophe Faktoren, Wachstumsfaktoren und APP in der Arbeits-

gruppe Kempermann etabliert und durchgefihrt.
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1 Einleitung

Aufgrund der demografischen Entwicklung ist in den westlichen Industrielandern mit
einer massiven Veréanderung der Altersstruktur zu rechnen. Weil in unserer Gesellschaft
der Anteil alterer Mitbirger zunehmen wird, ist auch von einer Zunahme Demenzkran-
ker auszugehen. Genetische Faktoren und das Alter bergen die grof3ten Risiken zu er-
kranken. In der Altersgruppe der 65- bis 69-Jahrigen ist knapp tber 1 % von einer De-
menz betroffen. Im Alter von 80 bis 90 Jahren erkrankt dagegen schon fast jeder Dritte.
Experten rechnen fur das Jahr 2047 mit 2,7 Millionen Patienten in Deutschland (Weyer
und Bickel 2007). Da sich die Alterspyramide verschiebt und sich dadurch die Pravalenz
an Demenzerkrankungen erhoht, ist das Interesse an der Erforschung der Entstehung
und Beeinflussung der Erkrankung in den letzten Jahren enorm gestiegen. Demenz ist
bislang nicht heilbar. Derzeitige Therapien sind nur in der Lage, die Symptome der Er-

krankung zu lindern.

1.1 Die Alzheimer-Erkrankung

Zu Beginn des letzten Jahrhunderts beschrieb der Arzt Alois Alzheimer erstmals eine
Erkrankung des Gehirns, die mit einem fortschreitenden Verlust mentaler Fahigkeiten
wie Gedéachtnisschwund und Orientierungslosigkeit einhergeht und Uberwiegend bei

Menschen héheren Alters beobachtet wird (Alzheimer 1907).

Die Alzheimer-Krankheit ist die haufigste Form der senilen Demenz (60 %), bei der das
Gehirn in dramatischer Weise an Substanz verliert. Obwohl der Ablauf der Erkrankung
bei jedem Alzheimer-Patienten sehr unterschiedlich ist, scheinen sich die Symptome
Uber die gleichen Stadien zu entwickeln. Typische Anzeichen der strukturellen Degene-
ration treten im Gehirn zuerst in den Regionen des Hippocampus und in den parietalen
Arealen auf und breiten sich im spaten Stadium der Alzheimer-Demenz zum Assoziati-
onskortex hin aus (vgl. Braak und Braak 1991, 1993).

Zu den neuropathologischen Kennzeichen der Erkrankung zahlen die Anhaufungen von
Amyloidplaques und das verstarkte Auftreten intrazellularer neurofibrillarer Biindel
(NFB) (vgl. Goedert et al. 1991). Die Ablagerung des Amyloid-B-(AB-)Peptides, als ein
Hauptbestandteil der Amyloidplagues, gipfelt in neuronalen und synaptischen Dysfunk-
tionen, Neurodegeneration und Demenz (Hardy und Higgins 1992; Selkoe 2002). Als
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Folge der Neurodegeneration kommt es zu Veranderungen in verschiedenen Neuro-
transmittersystemen (Holzgrabe et al. 2007). Der Untergang cholinerger Neurone im
Nucleus basalis Meynert im basalen Vorderhirn bewirkt fast tberall im Kortex einen
hochgradigen Mangel an Acetylcholin, das neben Glutamat ein wichtiger Neurotransmit-

ter bei Lern- und Gedéchtnisprozessen ist (Diehl und Kurz 2002).

Hierzu postulierten Hardy und Higgins erstmals 1992 die sogenannte Amyloid-
Kaskaden-Hypothese der Alzheimer-Demenz, die auf den Erkenntnissen der familiaren
Formen der Erkrankung beruht (Hardy und Higgins 1992). Andere Studienergebnisse
haben inzwischen eine entscheidene Rolle intrazellularer AB-Ablagerungen sowie intra-
zellularer Prozesse bei der AB-induzierten Alzheimer-Pathologie nachgewiesen
(Schmitz et al. 2004). So formulierten Wirths und Mitarbeiter die modifizierte Amyloid-
Kaskaden-Hypothese, in der die Rolle des intrazellularen AB-Peptides hervorgehoben
wird. Gemal dieser modifizierten Hypothese beginnt der neuropathologische Prozess
der Alzheimer-Demenz mit einem intraneuronal erhéhten Spiegel des Ap-Peptides
(Wirths et al. 2004).

Die im Blickpunkt der Untersuchungen zur Alzheimer-Erkrankung stehenden Amy-
loidplaques bestehen aus einem stark verdichteten Amyloid-Proteinkern, umgeben von
degenerierten Nervenendigungen. Das die Zellmembran durchspannende APP kommt
in den meisten Gewebetypen des Menschen vor (Masters et al. 1985). Wahrend der
Entwicklung des Zentralen Nervensystems Uberschneiden sich eine erhdohte APP-
Expression und neuronale Differenzierung (Hung et al. 1992). APP ist an der Bildung
und Funktion von Synapsen beteiligt und spielt eine Rolle bei der neuronalen Plastizitat
(Aydin etal. 2011). Im gesunden adulten Gehirn wird das APP durch das Enzym a-
Sekretase in losliches (soluble) sAPP gespalten, das vom Kdorper abtransportiert wer-
den kann. Interessanterweise ist dieses sAPP an der Zellproliferation beteiligt (Schmitz
et al. 2002). Doch wie werden APP zu pathologischen Plaques, die eine Anhaufung von
AB-Peptiden enthalten? Bei der Proteinspaltung des APP durch - und y-Sekretasen
werden in neuronalen und nicht neuronalen Zellen ABR-Peptide gebildet (Klafki et al.
1996). Sie variieren in ihrer LAnge zwischen 39 und 42 Aminosauren (Glenner 1992).
Obwohl dabei zahlenmafiig die l6sliche AB40-Form vorherrscht, ist das anteilig unter-
legene (5 bis10 %), unlésliche und toxische AB42-Fragment Hauptbestandteil in den
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Amyloidplaques. Dies fuhrt extrazellular zur Aggregation der charakteristischen Falt-
blattstruktur (Cummings und Cole 2002; vgl. Selkoe 2008).

Die AB-Peptide bewirken, so Ingram, eine Beeintrachtigung der neuronalen Schalt-
kreise, indem sie sich an a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure-
(AMPA)-Rezeptoren anlagern, wodurch zu viel Calcium (Ca?*) in die Zelle strémt und
die Signalweiterleitung zwischen den Nervenzellen blockiert wird (Ingram 2005). Zeitlich
und raumlich begrenzte Anderungen der intrazelluldaren Ca**-Konzentration steuern
verschiedene Vorgange, von der Neurotransmitterausschittung Gber die Genexpression
bis hin zur Funktion von Zellorganellen. Halt nun aber das AB-Peptid die Kanéle dauer-
haft offen, bricht das gesamte System zusammen. Das fuhrt dazu, dass die Zelle nicht
mehr in der Lage ist, Neurotransmitter auszuschuitten sowie auf auf3ere Reize zu rea-
gieren; dies bewirkt schlie3lich die Unterbrechung des Informationsflusses im Gehirn.
Da sich grofe Mengen von AMPA-Kanélen in den Zellen des Hippocampus und der
Hirnrinde befinden — jenen Regionen, die fur Gedéachtnis und kritisches Denken unent-
behrlich sind — machen sich solche Blockaden bei Alzheimer-Patienten als kognitive

Beeintrachtigung bemerkbar (Ingram 2005).

Ahmad und Kollegen weisen in einer In-vitro-Studie nach, dass dieser Ca®*-Uberschuss
innerhalb der Zelle zur Aggregation von ABR42 fuhrt, nicht jedoch zu einer Aggregation
von AB40. Die AB42-Peptide agglomerieren zu Fibrillen und destabilisieren damit das
Zellskelett, woraufhin die Zellen absterben (Ahmad et al. 2009).

Die ebenso im Fokus stehenden NFB lagern sich intrazellular ab. Diese paarigen Fila-
mente sind normale Bestandteile des mikrotubuldren Zytoskeletts. Bestandteil dieser
Filamente ist das Tau-Protein, das sich physiologisch an die Mikrotubuli des Zyto-
skeletts bindet und somit fur die Zellstabilitat und den axonalen Transport wichtig ist
(Heinemann und Zerr 2007). Die krankhafte Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins
fuhrt zu einer gestorten Bindung an Mikrotuboli, wodurch es wiederum zu einer Zersto-

rung der Nervenzellen kommt (Heinemann und Zerr 2007).
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1.1.2 Die Bedeutung von AB-Peptid und neurofibrillaren Bindeln fir
die Ausbildung einer Alzheimer-Demenz
Die Bedeutung der beschriebenen neuropathologischen Kennzeichen fir den Verlauf

der Alzheimer-Erkrankung wird kontrovers diskutiert.

Alzheimer-Gehirne weisen im Durchschnitt eine héhere Konzentration von AB-Peptiden
und NFB auf als gesunde altere Gehirne oder Gehirne mit anderen neurodegenerativen
Prozessen. Einerseits wiesen frihe Studien darauf hin, dass intra- und extrazellulare
Ablagerungen, selbst wenn sie in groRen Mengen vorkommen, als unspezifische neu-
ropathologische Marker der Demenz angesehen werden mussen. In friihen Untersu-
chungen wurde von Fallen berichtet, bei denen zwar eine gro3e Dichte an Amyloid-
plagues im Gehirn nachgewiesen wurde, eine Alzheimer-Erkrankung aber nicht vorlag
(Katzman et al. 1988; Snowdon 1997). Zum Anderen wurde bei Untersuchungen von
Demenzpatienten eine Vielzahl von Plaques gefunden, NFB fehlten jedoch grof3tenteils
oder sogar vollig (Terry et al. 1987). Ferner treten diese intrazellularen Ablagerungen
nicht nur bei der Alzheimer-Demenz auf, sondern u. a. auch bei anderen neurologi-
schen Erkrankungen mit unterschiedlicher Symptomatik, z. B. der Creuzfeldt-Jakob-
Krankheit (Eurelings et al. 2010) und der frihen aggressiven Form der Multiplen Sklero-
se (Anderson et al. 2009).

Dennoch besteht weitgehend Einigkeit dartiber, dass Ap-Peptid und NFB an der Patho-
genese der Alzheimer-Demenz beteiligt und mehr als nur unspezifische Marker sind
(Braak et al. 2011; Wolfe 2007). So erklaren Jan und Kollegen, dass die Aggregation
und die fibrilliare Formation des AB-Peptides ein zentrales Ereignis in der Entwicklung
der Alzheimer-Demenz darstellt (Jan et al. 2008). Studien an Alzheimer-Patienten he-
ben — im Gegensatz zur totalen AB-Menge — die Gewichtung des ABR40/AR42-
Verhaltnisses als einen entscheidenden Marker fir den Verlauf und den Schweregrad
der Alzheimer-Erkrankung hervor (Bibl et al. 2006; Wiltfang et al. 2007). Jan und Mitar-
beiter stellten das Ungleichgewicht zwischen Produktion und Abbau von AB-Peptid im
Gehirn als grundlegend treibende Kraft in der Pathogenese der Alzheimer-Demenz dar
(Jan et al. 2011).

Die Bedeutung der NFB wird von Attems und Mitarbeiter bestétigt, deren Ergebnisse
zeigen, dass das Ausmald der Tau-Pathologie im Gehirn sehr gut mit der Kklinischen

Demenz korreliert (Attems et al. 2012). Auch bei der Untersuchung von Post-mortem-
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Gehirnen von Alzheimer-Patienten verschiedener Stadien wird die Bedeutung der Tau-

Pathologie hervorgehoben (Braak et al. 2011).

1.1.3 Genetische Risikofaktoren

In der Mehrzahl der Falle stellt sich die Alzheimer-Demenz als multifaktorielle Erkran-
kung dar, bei der zwischen genetischen und umwelt- bzw. verhaltensbedingten Risiko-

faktoren unterschieden werden kann.

Bisher sind drei Gene bekannt, die fur die frih auftretende, familiare Form der Alzhei-
mer-Demenz (FAD) verantwortlich sind (Tanzi et al. 1996). Dieser Form liegen die gene-
tischen Mutationen im APP auf Chromosom 21 (Goate et al. 1991) sowie Mutationen
des Prasenilin 1 (PS1) auf Chromosom 14 (Sherrington et al. 1995) und Prasenilin 2
(PS2) auf Chromosom 1 (Levy-Lahad et al. 1995) zugrunde. lhnen gemeinsam ist die
Auslosung einer pathophysiologischen Kaskade des APP, die die sequenzielle Spaltung
durch die B- und y-Sekretase begunstigt und zu einer erhdéhten Produktion des ApB-
Peptides fuhrt (Scheuner et al. 1996). Die Expression dieser mutierten Gene unterstiitzt
aulBerdem die Aggregation und Ablagerung des AB-Peptides und verschiebt das
AB40/AB42-Verhdltnis in Richtung des toxisch wirkenden AB42-Fragments (Borchelt
et al. 1996; Sherrington et al. 1995).

Bei der zahlenmallig dominierenden, sporadischen Form der Erkrankung (SDAT) wird
die vermehrte Amyloidablagerung auf Faktoren zurickgefihrt, die den Abbau oder
Transport des Proteins behindern. Am besten belegt sind diese Vorgange beim Apoli-
poprotein E (ApoE). ApoE stellt den groRten genetischen Risikofaktor fir die SDAT dar
(vgl. Bu 2009).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Bildung von AB-Peptid durch die
Mutationen von APP, PS1 und PS2 erhdht werden kann. Eine Beteiligung von APP und
AB-Peptid an der Alzheimer-Pathogenese ist in einer Vielzahl von Studien dokumentiert,
auch wenn bisher nicht klar aufgezeigt wird, wie die Regulation ablauft.
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1.1.4 Umwelt-und Verhaltensbedingte Risikofaktoren

Neben den genetischen spielen umwelt- und verhaltensbedingte Faktoren eine ent-

scheidende Rolle fur die Ausbildung einer Alzheimer-Demenz.

Mortimer berichtete, dass ein niedriger Bildungsstand einen Risikofaktor fur die Alzhei-
mer-Demenz darstellen kdnnte (Mortimer 1997). In der grof3en Shanghai-Studie wurde
diese Vermutung bestatigt. Mehr als ein Viertel der untersuchten Alzheimer-Patienten
erfuhr keinerlei Bildung (Hill et al. 1993). Ahnliche Ergebnisse fanden Moceri und Kolle-
gen anhand ihrer Untersuchungen heraus. Ein geringerer sozio6konomischer Status
und damit die schlechtere Entwicklungsmoglichkeit des Gehirns in der Kindheit und
wahrend der Pubertat beginstigt demnach das Risiko, an Alzheimer-Demenz zu er-
kranken (Moceri et al. 2000). Zusatzlich untersuchte ihre Arbeitsgruppe die Verbindung
von umweltbedingten und genetischen Pradispositionen. Ihre Daten deuten darauf hin,
dass Trager des ApoE4-Allels, die in einem sozial schwachen Milieu aufwuchsen, im

Alter haufiger an der Alzheimer-Demenz erkrankten (Moceri et al. 2001).

Auch Snowdon und Markesbery zeigten mit den 1996 als ,Nonnen-Studie“ publizierten
Ergebnissen, dass sich die Anfalligkeit flr Alzheimer-Demenz bereits in der frihkindli-
chen seelischen und neurophysiologischen Entwicklung ausbildet (Snowdon et al.
1996). Die Wissenschaftler hatten die Mdglichkeit, 93 Nonnen im Alter von 75 und 96
Jahren mit gquantitativen Demenztests zu untersuchen (Snowdon et al. 1996). Diese
Ergebnisse setzten sie in Beziehung zu schriftlichen Aufsatzen, die die Novizinnen beim
Eintritt ins Kloster hatten schreiben missen. Die sprachanalytische Untersuchung der
Aufsatze ergab, dass die an Demenz erkrankten Nonnen ca. 20-jahrig sprachlich weni-

ger umfassende Aufsatze geschrieben hatten (Snowdon et al. 1996).

Saczynski und Mitarbeiter fanden mit Untersuchungen der Honolulu-Studie heraus,
dass Personen, die bereits im mittleren Lebensalter geringere soziale Kontakte pflegen,
ein hoheres Risiko hatten, an Alzheimer-Demenz zu erkranken (Saczynski et al. 2006).

Klinische und epidemiologische Studien brachten beachtliche Belege, dass ein phy-
sisch, mental und sozial aktives Leben das Risiko verringert, an einer Demenz zu er-
kranken (Ackermann und Oswald 2008; Chang et al. 2010; Colcombe et al. 2004a, b;
Katzmann 1993; Kornhuber 2004; Link 2008; Rovio et al. 2005; Scarmeas et al. 2011;
Snowdon et al. 1996; Wilson et al. 2002).
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1.1.5 Therapiemdglichkeitenin der Alzheimer-Erkrankung

Noch ist die Medizin nicht in der Lage, das Fortschreiten der Alzheimer-Erkrankung
ganz zu stoppen und eine kausale Therapie zu ermdglichen. Deshalb erstrecken sich
die Anstrengungen der Alzheimer-Forschung neben der Identifikation und Beeinflussung
von Risikofaktoren darauf, den Krankheitsverlauf zu verzégern und die Symptome zu
mildern (Gruber A et al., unter: http://dgk.de/aiw/altern-in wuerde/aktuelles/was-hilft-bei-
alzheimer-wirklich.html, abgerufen am 04.04.2012). Zumeist besteht das Problem darin,
dass die Erkrankung erst bei bereits vorhandenen bzw. fortschreitenden neuronalen

Zerstorungen diagnostiziert werden kann.

Medikamente mit auf Nervenbotenstoffe wirkenden Substanzen wie Acetylcholinestera-
sehemmer (AChE) und dem N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptorantagonist Meman-
tine sind fur die Alzheimer-Therapie geeignet. Durch AChE lasst sich eine Verbesserung
der cholinergen Neurotransmission erreichen. Sie hemmen die Enzyme Acetylcholines-
terase und Buterylesterase, die den Transmitter Acetylcholin hydrolysieren, wodurch ein
Anstieg der Aktivitéat von Acetylcholin im Gehirn erreicht wird. Bei knapp 60 % der mit
dem AChE-Wirkstoff Galantamin behandelten Patienten wurde die kognitive Leistungs-
fahigkeit verbessert (Forette und Hauw 2010). Memantine blockieren die schédigende
Wirkung des Glutamats auf die Nervenzelle. Das Institut fur Qualitatssicherung und
Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWIG) bestétigte 2011 die positive Wirkung
von Memantine auf die kognitive Leistungsfahigkeit der behandelten Patienten (IQWiG,
abgerufen am 25.09.2012). Die Behandlung mit Medikamenten ist insofern erfolgreich,
als dass eine Verlangsamung des Krankheitsverlaufs und eine Verbesserung der All-

tagsaktivitdten patientenabhangig erreicht werden kann.

In einem weiteren Ansatz auf molekularbiologischer Ebene versuchten Forscher die
Entstehung des AB-Proteins im Gehirn zu verhindern oder die Peptidfragmente mithilfe
des Immunsystems abzubauen (Ingram 2005). Mithilfe der aktiven Immunisierung konn-
ten im Tierversuch grol3e Erfolge erzielt werden. Bei Mausen fuhrte die Impfung mit AB-
Peptiden zum Abbau der Amyloidablagerung im Gehirn der Tiere (vgl. Selkoe und
Schenk 2003). Bei dem Versuch, Menschen mit diesem Impfstoff zu behandeln, kam es
jedoch zu schweren Hirnhautentziindungen, sodass die Studie 2002 abgebrochen wur-
de (vgl. Schenk 2002). Die passive Immunisierung, bei der direkt die fertig produzierten

Antikorper injiziert werden, konnten dagegen schon erfolgreich auf den Menschen uber-
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tragen werden. Von Dodel und Kollegen wurde 2010 die positive Wirkung der Behand-
lung bestatigt (vgl. Dodel et al. 2010). Bei geimpften Patienten wurde ein Ruckgang der
AB-Peptide im Gehirn beobachtet. Die Teilnehmer zeigten eine Verbesserung bzw. zu-
mindest keine weitere Verschlechterung in kognitiven Leistungstests. Allerdings wird
derzeit noch Uberprtft, ob diese Effekte auch bei einer grol3eren Patientenanzahl im

gleichen Mal3e auftreten (vgl. Dodel et al. 2010).

Eine wachsende Zahl von Ergebnissen deutet darauf hin, dass ein gesunder, geistig
und kdrperlich regsamer und geselliger Lebensstil die Wahrscheinlichkeit des Auftretens
von Alzheimer-Demenz vermindern kann (Ackermann und Oswald 2008; Chang et al.
2010; Oswald und Ackermann 2009a, c; Scarmeas et al. 2011). Bei einem Therapiean-
satz auf korperlicher und kognitiver Ebene, sprechen Oswald und Mitarbeiter von einem
wirkungsvollen Versuch zur Vorbeugung der Alzheimer-Demenz mit nicht medikamen-
tosen Therapien (Ackermann und Oswald 2008). Seit 1991 forscht die Arbeitsgruppe
am SimA-Trainingsprogramm (SimA = Selbststandig im Alter). Dabei handelt es sich um
eine Therapieform, die die Lebensqualitéat der Patienten im Alter zu erhéhen vermag
sowie die Pflegebedurftigkeit und Demenz hinauszdgert. Bedingung dafir ist das inei-
nandergreifende Angebot von Gedachtnis- und psychomotorischem Training. SimA-
Trainierte lebten nach einem Jahr Intensivtraining in den folgenden acht Jahren besser,
d. h. es zeigten sich positive Effekte auf die funktionellen Fahigkeiten und die Aktivitaten

des taglichen Lebens (Oswald und Ackermann 2009a, c).

1.1.6 Aktivitat als Pravention zur Alzheimer-Demenz

Ein moglicher Faktor der Einflussnahme auf die Neurodegeneration in der Alzheimer-
Demenz ist Aktivitat. Gesichert ist, dass kognitive und korperliche Aktivitat zu den weni-

gen Faktoren gehdren, bei denen eine gewisse protektive Wirkung nachgewiesen ist.

Bereits in frihen Studien legten Katzmann und Kollegen den Einfluss der Bildung auf
die Entwicklung und Ausprégung einer Demenz dar. lhre Untersuchungen ergaben,
dass Menschen mit Bildungsgrundlagen wie Lesen, Schreiben und Rechnen zwei- bis
funfmal seltener an Alzheimer-Demenz erkrankten, als Menschen ohne Schulbildung
(Katzmann 1993).
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Unabhangig vom Genotyp sind auch das soziale Umfeld, das Aufgehobensein in Bezie-
hungen, Familie und Gemeinschaft wichtige schitzende Aspekte gegen das Entstehen
einer Demenz. Soziale Kontakte bedeuten geistige Anregung, und das wiederum
scheint das Risiko fur Gedachtnisverlust zu senken, wie eine Studie der Columbia Uni-
versitat in New York ergab (Link 2008).

Chang und Mitarbeiter untersuchten in der Reykjavik-Studie Uber einen Zeitraum von
26 Jahren die Auswirkungen von physischer Aktivitat im mittleren Lebensalter auf die
kognitiven Funktionen im hohen Lebensalter. Die Ergebnisse der Studie bestatigen die
Annahme, dass physische Aktivitat im mittleren Lebensalter zum Erhalt der kognitiven
Funktionen beitragen und das Risiko, im spateren Alter an Alzheimer-Demenz zu er-
kranken, verringern oder sogar verhindern kann (Chang et al. 2010). Einige Studien
deuten darauf hin, dass physische Aktivitdt den kognitiven Verfall verlangsamen kann.
So untersuchten Scarmeas und Kollegen den Zusammenhang zwischen physischer
Aktivitat und Alzheimer-Demenz an Probanden tber 65 Jahren. Die Ergebnisse zeigen,
dass physische Aktivitat nicht nur das Risiko verringert, an Alzheimer-Demenz zu er-
kranken, sondern auch bei erkrankten Patienten die Uberlebensdauer erhoht
(Scarmeas et al. 2011).

Die biologische Basis fur die Auswirkung der aktivitats- und trainingsbedingten Plastizi-

tat auf das Gehirn ist bis heute noch weitestgehend unklar.

1.2 Der Hippocampus

Als Teil des Gehirns ist der Hippocampus in den Schlafenlappen beider Hirnhalften lo-
kalisiert. Die Erkenntnis, dass der Hippocampus in der Demenz friihzeitig und stark be-
eintrachtig ist (Braak und Braak 1991), fihrten zu seiner besonderen Beachtung in der
Alzheimer-Forschung.

In den 50er-Jahren des letzten Jahrhunderts zeigte sich bereits bei einer Reihe von Pa-
tienten die Bedeutung des Hippocampus fur das Lernen und die Gedéachtnisbildung (Bi-
schofberger und Schmidt-Hieber 2006). Besondere Beachtung fand der Patient H. M.,
dem aufgrund einer lebensbedrohlichen Epilepsie im Alter von 27 Jahren der Hippo-
campus in beiden Gehirnhalften mikrochirurgisch entfernt wurde (Bischofberger und

Schmidt-Hieber 2006). Dieser Eingriff flihrte bei sonst normaler Personlichkeit des Pa-
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tienten H. M. zu massiven Gedachtnisverlusten (Scoville und Milner 2000). Daraufhin
ging die Wissenschaft der Frage nach, wie Gedachtnis gebildet und mit raumlichen und
zeitlichen Gedachtnisinhalten verkntpft wird und wie neuronale Verschaltung erfolgt
(Bischofberger und Schmidt-Hieber 2006).

1.2.1 Funktion des Hippocampus

Der Hippocampus spielt eine zentrale Rolle fir das Lernen und fur die Gedachtnis-
bildung. Er ist essenziell fur die r&dumliche Orientierung und Erinnerung raumlicher
Strukturen. In ihm flieRen Informationen oder Gedachtnisinhalte verschiedener sensori-
scher Systeme zusammen, die fUr kurze Zeit gespeichert werden, um den Inhalt fir das
Langzeitgedachtnis im Kortex vorzubereiten. Damit ist er eminent wichtig fir die Uber-
fuhrung von Gedachtnisinhalten aus dem Kurzzeit- in das Langzeitgedachtnis.

Die neuronale Verschaltung innerhalb des Hippocampus folgt einem charakteristischen
synaptischen Schema in drei Subregionen: dem Gyrus dentatus und den Regionen CA3
und CA1 im Ammonshorn (Cornu Ammonis, CA). Der Tractus perforans vom entorhina-
len Kortex bildet den Haupteingang zum Hippocampus (Anderson und Lomo 1966,
Swanson et al.1978). Die ankommenden Axone innervieren Kornerzellschichten des
Gyrus dentatus. Die Kornerzellen projizieren mit ihren Axonen zu den CA3-Pyramiden-
zellen und stellen den Moosfasertrakt dar. Die Schaffer-Kollateralen sind die Projekti-
onsfasern der CA3-Pyramidenzellen in Richtung CAl-Pyramidalneuronen. Mithilfe die-
ser Neurone gelangen die neuronalen Signale wiederum Uber das Subiculum zurtick zu

den tieferen Schichten des entorhinalen Kortex (vgl. Gaarskjaer 1986).

Neuronale Plastizitat beinhaltet sowohl Synaptogenese als auch die Reorganisation von
Dendriten und die Bildung neuer Nervenzellen (Neurogenese). Die Starke der synapti-
schen Ubertragung und die neuronalen Verbindungen sind durch den Lernprozess mo-
difizierbar (vgl. Bliss und Collingridge 1993). Bliss und Lomo haben in friilhen Studien
der Langzeitpotenzierung herausgefunden, dass eine kurzfristige funktionelle Verande-
rung eine langfristige strukturelle Veranderung bewirkt (Bliss und Lomo 1973). Eine
wichtige Eigenschaft des Hippocampus ist die enorme Anpassungsfahigkeit seiner sy-
naptischen Verbindungen. Damit wird er den Anforderungen gerecht, sich an neue Situ-
ationen, die ein Individuum erlebt, anzupassen und auch Gelerntes stabil wiederzuge-

ben (vgl. Deadwyler et al. 1987).
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Maguire und Mitarbeiter fanden durch morphometrische Untersuchungen eine Korrela-
tion zwischen der Tatigkeit als Taxifahrer, die das Orientierungsvermégen schult, und
dem Volumen des dorsalen Hippocampus (Maguire et al. 2000). Eine &hnliche Studie
mit Medizinstudenten ergab ebenfalls eine raumliche und zeitliche Veranderung der
hippocampalen Strukturen wahrend intensiven Lernens tber den Zeitraum von drei Mo-

naten (Draganski et al. 2006).

Erickson und Kollegen zeigten, dass auch koérperliche Bewegung zu einer messbaren
Volumenzunahme des Hippocampus und zu einer Verbesserung der Hippocampus-

abhangigen Lern- und Gedéachtnisleistung fuhrt (Erickson et al. 2011).

Somit steuern geistige und korperliche Aktivitat messbare Veranderungen in der grauen
Substanz des Hippocampus und im neuronalen Netzwerk (Markham und Greenough
2004). Diese Veranderungen sind nicht allein durch im Erwachsenenalt neu gebildete
Nervenzellen (adulte Neurogenese) erklarbar, dazu ist die Zahl der neuen Nervenzellen
zu gering. Sie zeichnen aber den Hippocampus als eine Region ganz aul3erordentlicher
,Struktureller Plastizitat aus. Dabei ist die Besonderheit der Fahigkeit zur Neurogenese

ein wesentlicher Teil der Anpassungsfahigkeit.

1.2.2 Adulte hippocampale Neurogenese

Der Hippocampus enthélt eine von zwei Regionen im Gehirn, in der adulte Neurogenese
stattfindet (Das und Altman 1970; Kaplan und Hinds 1977; Sierra et al. 2011). Diese so-
genannte neurogene Region im Hippocampus ist die Subgranulare Zone (SGZ) im Gyrus
dentatus (Cameron et al. 1993; van Praag et al. 2002). Die zweite neurogene Region liegt
in der Subventrikularen Zone (SVZ) — Bulbus olfactorius (Alvarez-Buylla und Nottebohm
1988; Lois und Alvarez-Buylla 1993). In einem komplexen Prozess findet in diesen neu-
rogenen Regionen die Reifung und Differenzierung aus neuronalen Stammzellen statt,
die zum Uberleben und zur Integration adulter funktionaler Zelltypen in das jeweilige neu-
ronale Netzwerk beitragen (Kempermann et al. 2004; Zhao et al. 2008).

Die urspringlich von Kempermann aufgestellte Einteilung der Reifung neuronaler Zellen
in der SGZ des Gyrus dentatus umfasst sechs verschiedene Entwicklungsstadien
(Kempermann et al. 2004). In der subgranuldren Zone des Hippocampus kommen die

Typ-1-Zellen vor, die héchstwahrscheinlich die neuronalen Stammzellen reprasentieren

11
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(Seri et al. 2001). lhre Nachkommen sind hochproliferierende Typ-2a-Zellen, die
Markerproteine unreifer Nervenzellen wie Nestin tragen und in das néchste Stadium
neuronaler Vorlauferzellen vom Typ-2b-Zellen tbergehen (gleichzeitige Expression von
Doublecortin und Nestin-negativen) (Kronenberg et al. 2003). Diese Zellen verandern
ihre Morphologie und wandern eine kurze Distanz in die Kérnerzellschicht hinein, wo sie
als Typ-3-Zellen (nur noch Expression von Doublecortin) bezeichnet werden und ihren
letzten Teil der neuronalen Reifung absolvieren (Expression von Calbindin — Calretinin
und schliel3lich NeuN als reife neuronale Marker) (Brandt et al. 2003; Kuhn, et al. 1996;
Mullen et al. 1992). In den Typ-2b- und Typ-3-Stadien (Expression von Doublecortin)
sind die Vorlauferzellen besonders empfanglich fir positive und negative Stimuli
(Plimpe et al. 2006). In diesem Stadium gehen die meisten Zellen durch programmier-
ten Zelltod zugrunde, sodass nur eine ausgewahlte geringe Population der urspringlich
gebildeten Vorlauferzellen das postmitotische Stadium erreicht. Nachdem sie den Zell-
zyklus verlassen haben, senden — gesteuert durch synaptischen Input — diese neuen
Neurone ihre Axone fir eine funktionelle Verbindung mit der CA3-Region aus und ver-
starken somit den Moosfasertrakt im Hippocampus (Hastings und Gould 2003; Markakis
et al. 2004; Stanfielt und Trice 1988; Zhao et al. 2006). Die neuen Neurone bendtigen
einen Zeitraum von vier bis sieben Wochen, um sich ganz in das Netzwerk des Gyrus
dentatus zu integrieren (Jessberger et al. 2005; van Praag et al. 2002). lhre dauerhafte
Integration in das lokale Netzwerk erlaubt nachhaltige Anpassungsvorgange. Somit un-
terstitzt adulte Neurogenese wichtige Aspekte des Lernens (Arruda-Carvalho et al.
2011; Burghardt et al. 2012; Garthe et al. 2009).

Verschiedene Faktoren regulieren die Neurogenese. Zu den positiven Regulatoren der
adulten Neurogenese zahlen sowohl korperliche, als auch kognitive Aktivitaten (Fabel
und Kempermann 2008). In frhen Studien erbrachten van Praag und Kempermann
den Beweis, dass die Rate der neugebildeten Zellen im Hippocampus durch Verhal-
tensdnderungen wie ENR (Kempermann et al. 1997, 1998) und RUN erhdht werden
kann (van Praag et al. 1999).

Als starkster bekannter negativer Faktor fur die Neurogeneserate wurde das Alter identi-
fiziert (Eriksson et al. 1998; Seki und Arai 1995). Ebenso wirken akuter und chronischer
Stress direkt negativ auf die Zellproliferation in der SGZ (Mirescu und Gould 2006; Joéls
et al. 2007).

12
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Wenn die adulte Neurogenese verringert ist, kann dies zu unterschiedlichen kognitiven
Defiziten fuhren, wie sie bei neurodegenerativen Erkrankungen wie z. B. der Demenz

auftreten (vgl. Lazarov et al. 2010; vgl. Mu und Gage 2011).

1.2.3 Der Hippocampus in der Alzheimer-Demenz

In der Alzheimer-Forschung findet der Hippocampus besondere Beachtung, da er in der

Alzheimer-Demenz friihzeitig stark beeintrachtigt ist.

Im Verlauf der Alzheimer-Demenz finden schon friih ein selektiver, regionaler Synap-
senverlust (Masliah et al. 2001) und Neuronenverlust in Gehirnen von Alzheimer-
Patienten statt (Coleman und Yao 2003). Von allen Regionen des Gehirns sind der Hip-
pocampus und der angrenzende entorhinale Kortex besonders friih und stark vom Neu-
ronenverlust betroffen (Wirths et al. 2004). Kril und Mitarbeiter fanden eine starke Korre-
lation zwischen der Neuronenanzahl und dem Gehirn- bzw. Hippocampusvolumen, was
sie vermuten liel3, dass die hippocampale Atrophie bei der Alzheimer-Demenz das Er-
gebnis des Neuronenverlustes darstellt (Kril et al. 2004). Es wurde herausgefunden,
dass die Atrophie zuerst in den hippocampalen Regionen CA1 und CA2 auftritt und fri-
he kognitive Beeintrachtigungen bewirkt (Apostolova et al. 2010; Thompson et al. 2007;
Wang L et al. 2003). Aus diesem Grund bevorzugen Mueller und Kollegen die Untersu-
chung der CA1-2-Regionen zur Diagnose der frihen Form der Alzheimer-Demenz im

Gegensatz zur Messung des Gesamtvolumens des Hippocampus (Mueller et al. 2010).

1.2.4 Kognitive und neurogene Reserve

Ein hohes Bildungsniveau verringert das Risiko, an Alzheimer-Demenz zu erkranken
und bringt den Hinweis, dass eine stimulierende Umwelt positive Wirkung auf die men-
tale Gesundheit hat. Die Beobachtung, dass die klinische Auspragung der Alzheimer-
Erkrankung sehr variieren kann und keine direkte Verbindung zwischen den neuropa-
thologischen Erscheinungsformen hinsichtlich des Ausbruchs und dem Fortschreiten
der Erkrankung besteht, fiihrten Katzmann als Ersten zu der Hypothese der kognitiven
Reserve (Katzmann 1993). Katzmann und weitere Forscher stellten die These auf, dass
das Vorhandensein von Bildung und Intelligenz eine Art kognitive Reserve und Schwelle
darstellt, die das Auftreten der Alzheimer-Demenz erschwert (Cummings et al. 1998;

Katzmann 1993; Scarmeas und Stern 2003; Stern 2006). Die Theorie der kognitiven
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Reserve bietet damit eine Erklarung, warum z. B. im Falle einer neurodegenerativen
Erkrankung die neuropathologischen Schaden keine enge Korrelation zu einer funktio-
nalen Schadigung zeigen (Fratiglioni et al. 2004). Das Modell der kognitiven Reserve
beschreibt die Diskrepanz verschiedener Individuen, unterschiedlich auf Pathologien zu
reagieren, und beinhaltet die Hypothese, dass durch gezieltes kombiniertes Training
des Gedachtnisses das ,aktive“ Gehirn die bestehende Pathologie besser kompensie-
ren kann (Staff et al. 2004).

Kempermann geht zuséatzlich von einer neurogenen Reserve aus (Kempermann 2008).
Im Hippocampus werden im Erwachsenenalter neue Nervenzellen aus Stammzellen ge-
bildet. Die Theorie der neurogenen Reserve basiert auf der Annahme, dass die adulte
Neurogenese in Abhangigkeit von korperlichen und erfahrungsbedingten Stimuli in der
Jugend stattfindet. Durch kontinuierliche Aktivitat wird das Potenzial fur adulte Neuroge-
nese aufrechterhalten und schafft dadurch einen Pool von potenziell rekrutierbaren Neu-
ronen, die eine stetige Anpassungsfahigkeit des hippocampalen Netzwerks erlauben
(Kempermann 2008). Die adulte Neurogenese bewirkt im Hippocampus ein Potenzial fir
lebenslange kognitive Flexibilitat und Anpassungsfahigkeit (Kempermann et al. 2010).

1.2.5 Aktivitat und adulte hippocampale Neurogenese

Das Modell der ENR ist durch sensorische Stimuli, soziale Erfahrungen, korperliches
und kognitives Training gekennzeichnet (van Praag et al. 2000). Hebb beschrieb als
Erster die kognitiven Auswirkungen von komplexer Umgebung auf die — von seinen
Kindern als ,Haustiere” gehaltenen — Ratten (Hebb, 1947). Bereits in frihen Studien
zeigte ENR eine insgesamt erhdohte Neurogeneserate (Kempermann et al. 1997; van
Praag et al. 1999). Es ist inzwischen allgemein akzeptiert, dass Verhaltensanderungen
wie das Leben in ENR und RUN die Rate der hippocampalen Neurogenese erhdéhen
(Kempermann et al. 1997, 1998; van Praag et al. 1999). Diese Steigerungen sind fur
eine verbesserte Ausfiihrung verschiedenster kognitiver Tests verantwortlich (Kemper-
mann 2008). Die aktivitatsabhangige Steigerung der Neurogeneserate wird auf unter-
schiedlichen Wegen erreicht. Wahrend RUN den priméren Effekt auf die Proliferation
der Vorlauferzellen erhéht (Kronenberg et al. 2003, Steiner et al. 2004), férdert ENR das
Uberleben neugebildeter Nervenzellen und verstarkt damit die Neurogenese in der SGZ

des Gyrus dentatus im Hippocampus von Mausen (van Praag et al. 1999). In bisherigen
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Studien der Arbeitsgruppe von Kempermann wurden deutliche Einflisse von ENR (oh-
ne Laufrad) und RUN auf die aktivitatsabhangige Regulation von adulter hippocampaler
Neurogenese gefunden (Brandt et al. 2003; Ehninger und Kempermann 2003; Kronen-
berg et al. 2003; Steiner et al. 2004), obwohl die Neurogeneserate im Alter physiolo-
gisch abnimmt (Kuhn et al. 1996, Kempermann et al. 1998). Kronenberg und Kollegen
konnten zeigen, dass kontinuierliche Aktivitat (RUN) dem altersbedingten Rickgang der
Proliferation der Vorlauferzellen im Hippocampus entgegenwirkt (Kronenberg et al.
2006), wobei jedoch keine Erhohung der Neurogenese selbst erreicht wurde. Fabel und
Kollegen untersuchten daraufhin, ob die durch RUN ausgeldste Vorlauferzellproliferati-
on auch zu einer gesteigerten Neurogenese fuhrt, wenn die Mause anschliel3end einer
kognitiven Stimulation, also ENR, ausgesetzt werden. Seine Studie zeigt, dass die
Kombination aus RUN und ENR einen additiven Effekt auf die adulte hippocampale
Neurogenese hat (Fabel et al. 2009). Diese beiden Studien belegen, dass auch im Alter
die Kombination der Aktivitaitsmodelle eine Steigerung der Neurogenese im Hippocam-

pus erzielen kann.

1.3 Die Alzheimer-Erkrankung im Tiermodell

Da immer mehr Menschen an Alzheimer-Demenz erkranken, ist die Grundlagenfor-
schung auf diesem Gebiet in den letzten Jahrzehnten gefordert worden. Aus ethischen
und praktischen Griinden wird vorwiegend auf Tiermodelle zurtickgegriffen.

Aufgrund der beim Menschen auftretenden FAD, die mit APP- und PS1/2-Gen-
veranderungen einhergeht, wurden transgene Mausstamme mit Alzheimer-ahnlicher
Pathologie und Alzheimer-&hnlichen Symptomen gezichtet (Borchelt et al. 1997,
Jankowsky et al. 2002; Rozmahel 2002; Sturchler-Pierath et al. 1997; van Leuven
2000). Diese transgenen Mausmodelle reproduzieren pathologische Lasionen der Er-
krankung und erlauben den Wissenschaftlern so, krankheitsbedingte Verhaltensande-
rungen wahrend der Alzheimer-Demenz zu untersuchen. In den transgenen Maus-
stammen treten wahrend des Alterungsprozesses, abhangig von der Art der Mutation,
zu unterschiedlichen Zeitpunkten und in unterschiedlicher Dichte Amyloidablagerungen

im Zentralnervensystem auf.

Fur die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit, wurde mit transgenen APP23-Mausen
gearbeitet, die humanes APP751 mit der schwedischen Doppelmutation K670N/M671L
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unter der Kontrolle eines Thyl-Promoters exprimieren (Sturchler-Pierath et al. 1997).
Das APP23-Mausmodell besitzt eine der Haupteigenschaften der Alzheimer-Demenz
beim Menschen, namlich den typischen Neuronenverlust (vgl. Sturchler-Pierrat und
Staufenbiel 2000). Mit stereologischen Methoden wurde bei den transgenen Mausen im
Alter von 14 bis 18 Monaten ein hippocampaler Neuronenverlust in der CA1-Region des
Hippocampus ermittelt (Calhoun et al. 1998). Die Ursache des Neuronenverlustes blieb
jedoch unklar. Die M&use wiesen ab einem Alter von ungefahr sechs Monaten typische
AB-Ablagerungen auf (Bornemann et al. 2001), die sich mit zunehmendem Alter bis zu
siebenfach erhéhten (Calhoun et al. 1998, Bondolfi et al. 2002). Im APP23-Modell korre-
liert der Neuronenverlust mit den Plagueablagerungen. Ferner lasst sich bei weiblichen
Mausen eine hoéhere Anzahl an Plaques finden (vgl. Sturchler-Pierrat und Staufenbiel
2000). Auch konnte eine fortschreitende, altersabhangige Schédigung des kognitiven
Verhaltens beobachtet werden (Lalonde et al. 2002, Kelly et al. 2003, Van Dam et al.
2003, Dumont et al. 2004). Zudem beschrieben Phinney und Kollegen ein abweichen-
des axonales Wachstum sowie Astro- und Mikrogliose in der mittleren Plaqueumgebung
in Kortex und Hippocampus (Phinney et al. 1999).

1.3.1 Hippocampale Neurogenese im Tiermodell zur Alzheimer-
Erkrankung

In einer frihen In-vitro-Studie mit Vorlauferzellen unterbrach die AB-Zugabe die neuro-
nale Zellteilung (Haughey et al. 2002). Kuhn bestatigte diese Aussagen flr In-vivo-
Modelle und stellte fest, dass in den meisten APP- und APP/PS1-Mausmodellen die
Zellteilung reduziert ist (Kuhn et al. 2007). In einer friiheren tierexperimentellen Studie,
berichten Jin und Kollegen von einer gesteigerten Neurogeneserate in der transgenen
PDGF-(Platelet-derived growth factor-)APPsw, ina-Maus im Hinblick auf die Zellteilung
und die Uberlebensrate der Zellen (Jin et al. 2004a). Weitere Studien unterstreichen
diese gesteigerte Neurogeneserate an den Mausmodellen PDGF-APPsw, ind und
APPsy, ind (Gan et al. 2008; Lopez-Toledano und Shelanski 2007). Im Gegensatz dazu
wurde in Alzheimer-Studien, die auf dem PS1-Transgen basieren, von einer geminder-
ten adulten hippocampalen Neurogeneserate berichtet (Wen et al. 2004; Zhang et al.
2007). Unsere eigene Studie zeigte, dass aktivitatsabhéngig eine Steigerung der Neu-
rogenese ebenfalls im APP23-Modell méglich war (Wolf und Kronenberg et al. 2006).
Mirochnic und Kollegen bestétigten die gesteigerte Neurogenese im APP23-Modell im
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Vergleich mit Wildtyp-Mausen und fanden zusatzlich eine durch kognitive Aktivitat ver-
starkte Neurogeneserate in der SGZ des Gyrus dentatus und eine erhdhte Anzahl Uber-
lebender Zellen (Mirochnic et al. 2009). Die Neurogeneserate wird auch am doppelt-
transgenen Mausmodell aktivitatsabhangig erhoht (Catlow et al. 2009; Herring A et al.
20009).

Diese Studien zeigen, dass die Verbindung zwischen hippocampaler Neurogenese und
Alzheimer-Demenz kontrovers zu sehen ist. Vergleichbare Aussagen sind daher schwer
zu treffen. Gesichert ist, dass humane Transgene, wie APP und PS1/2, die Neurogene-

se in Alzheimer-Demenz-Modellen beeinflussen.

1.3.2 Aktivitat (ENR und RUN) im Tiermodell zur Alzheimer-
Erkrankung

Als Folge neuronaler und synaptischer Dysfunktionen, verursacht durch AB-Peptid und
NFB, kommt es wahrend der Alzheimer-Erkrankung zu kognitiven Verlusten. Verdoffentli-
chungen machen deutlich, dass ENR im Tiermodell auf die Bildung von Plaques und die
kognitiven Fahigkeiten wirkt (Arendash et al. 2004; Costa et al. 2007; Hu et al. 2010;
Jankowsky et al. 2003, 2005; Mirochnic et al. 2009; Lazarov et al. 2005). Es ist darauf
hinzuweisen, dass unterschiedliche Tiermodelle verschiedene Reaktionen beztglich der
Plaquebildung und der kognitiven Funktionen zeigen. Jankowsky und Kollegen bewerte-
ten die Wirkung von ENR am doppelt transgenen Mausmodell (PS1dE9/
APPK670/M671L) der Alzheimer-Demenz. In den Untersuchungsergebnissen bewirkte
ENR eine vermehrte Bildung von AB-Peptid und verbesserte die Lernfahigkeit
(Jankowsky et al. 2003; 2005). Arendash und Kollegen berichten von verbesserter kog-
nitiver Funktion in Verbindung mit gleichbleibenden AB-Ablagerungen nach Langzeit-
ENR bei betagten transgenen APPsw-Mausen (Arendash et al. 2004). Lazarov und Mit-
arbeiter stellten bei der Untersuchung eines weiteren doppelt transgenen Mausstam-
mes (APPswe/PS1dE9) fest, dass ENR die AB-Konzentration und Ablagerung reduzie-
ren kénnen (Lazarov et al. 2005). In einer weiterfihrenden Studie wurde die Reduktion
von sAB-Oligomeren schon nach einem Monat ENR bestatigt (Hu et al. 2010).

In allen genannten Studien waren Laufrader Bestandteil von ENR. Daher kann keine kla-
re Aussage Uber den Einfluss von RUN auf die beobachteten Ergebnisse getroffen wer-

den. In der vorliegenden Studie wurden die unterschiedlichen Auswirkungen der Untersu-
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chungsbedingungen ENR (ohne Laufrad) und RUN (mit Laufrad) auf die Pathologie der

Alzheimer-Demenz im Tiermodell untersucht (Wolf und Kronenberg et al. 2006).

In zahlreichen nicht transgenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass ENR und
RUN die Produktion von die Neurogenese beeinflussenden neurotrophen Faktoren und
Wachstumsfaktoren bewirken (Adlard et al. 2005a, 2011; Carro et al. 2001; Fabel et al.
2003, Farmer et al. 2004; Gomez-Pinilla et al. 1997; Griesbach et al. 2004; Ickes et al.
2000; Llorens-Martin et al. 2010; Marlatt et al. 2012; Neeper et al. 1995; Pham et al.
1999a, b; Trejo et al. 2001, 2008; van Praag et al. 2000; Vedovelli et al. 2011). Daraus
folgend wurde die Untersuchung der Einflisse von ENR und RUN auf die Genexpressi-
on von endogenem APP und verschiedener neurotropher Faktoren und Wachstumsfak-

toren im APP23-Mausmodell durchgefihrt.

1.4 Neurotrophe Faktoren und Wachstumsfaktoren

Die Bezeichnung ,Neurotrophine® ist fur die heute bekannten sechs verschiedenen neu-
rotrophen Faktoren NGF (Nerve growth factor), BDNF (Brain derived neurotrophic fac-
tor), NT-3 (Neurotrophin-3), NT-4/5 (Neurotrophin-4/5), NT-6 (Neurotrophin-6) und NT-7
(Neurotrophin-7) reserviert. Die biologischen Prozesse und ihre zellularen Effekte ver-
mitteln sie Uber die Aktivierung der hochaffinen Tyrosinkinase-(Trk-)Rezeptoren und
Uber die niedrigaffinen p75-Rezeptoren aus der Gruppe der Tumor-Nekrose-Faktoren-
Rezeptoren (Kaplan und Miller 2000). Hierzu sind drei verschiedene Trk-Rezeptoren
bekannt TrkA, TrkB und TrkC (Middlemas et al. 1991). Im Hinblick auf neuronale Zellen
binden die Neurotrophine vornehmlich an einen speziellen Trk-Rezeptor. NGF bindet an
TrkA (Klein et al. 1991), BDNF und NT-4/5 binden an TrkB (Ip et al. 1993) und NT-3 an
TrkC (Rodriguez-Tebar et al. 1992, vgl. Barbacid 1995).

Neurotrophe Faktoren, wie NGF, BDNF und NT-3 sind dadurch charakterisiert, dass sie
sowohl fur die neuronale Neubildung, als auch fur Umbildungsprozesse an Nerven ver-
antwortlich sind (Hennigan et al. 2007). Sie haben einen regulierenden Einfluss auf neu-
ronale Prozesse im heranwachsenden und adulten Gehirn. Ein Mangel an den notwen-

digen Neurotrophinen fuhrt zur Auslésung von Apoptose (vgl. Lewin und Barde 1996).

Wachstumsfaktoren sind l6sliche Peptide, die als zellulares Produkt sezerniert werden.

Ihre spezifische Bindung an zellmembransténdige Rezeptoren hat ein biologisches Si-
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gnal zur Folge (Waltenberger et al. 2001). Je nach Wachstumsfaktor konnen diese Sig-
nale die Zellteilung und Migration, die Expressionsmuster von Genen oder die Differen-
zierung der Zielzelle beeinflussen (Waltenberger et al. 2001). Die Wachstumsfaktoren
FGF-2 (Fibroblast growth factor 2), IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) und der VEGF-a
(Vascular endothelial growth factor-a) wurden neben den oben genannten neurotrophen
Faktoren (NGF, BDNF, NT-3) in der vorliegenden Untersuchung betrachtet.

Alle diese Faktoren sind wichtige Ansatzpunkte fur die Therapie neurodegenerativer
Krankheiten wie der Alzheimer-Demenz und ihrer pathologischen Merkmale, da ihre
Produktion eine Voraussetzung fur kognitive Steigerung zu bedingen scheint (Egan
et al. 2003; Figurov et al. 1996; Gomez-Pinilla et al. 2008; Kiyota et al. 2011; Laske und
Eschweiler 2006; Levi-Montalcini et al. 1996; Llorens-Martin et al. 2010; Tanaka et al.
2008; Trejo et al. 2008; Tuszynski 2000; vgl. Minichiello 2009). Zudem kénnen neuro-
trophe Faktoren und Wachstumsfaktoren im gesunden und erkrankten Gehirn positiv
das Wachstum und die Differenzierung von Stamm- und Vorlauferzellen regulieren und
damit adulte Neurogenese beeinflussen (Aberg et al. 2003; Babu et al. 2007; Castella-
nos et al. 2003; Hennigan et al. 2007; Jin et al. 2000; Kiyota et al. 2011; Kuhn et al.
1997; Palmer etal. 1995, 1999; Rai et al. 2007; Schanzer etal. 2004; Segi-Nishida
et al. 2008; Trejo et al. 2001, 2008).

1.4.1 Nerve growth factor (NGF)

NGF wurde als erster Faktor in den 50er-Jahren aus der Reihe der Neurotrophine ent-
deckt. Er wird physiologisch im Hippocampus und Kortex synthetisiert und zu den choli-
nergen Zellkoérpern des basalen Vorderhirns transportiert (Hefti et al. 1989; Lewin und
Barde 1996). Die hochsten Konzentrationen des NGF-Proteins sind im Hippocampus,
Kortex und Bulbus olfactoris zu finden (Pitts and Miller 2000). Im Hippocampus wird
NGF unter anderem durch die Zellen im Bereich der CA2- und CA3-Region, des Gyrus
dentatus und der Kérnerzellschicht erzeugt (Pascual et al. 1998; Pitts and Miller 2000).

NGF wird zur Aufrechterhaltung unterschiedlichster zellularer Funktionen bendtigt und
ist fur die Entwicklung und das Uberleben sympathischer und sensorischer Neurone
verantwortlich (Hellweg et al. 1998a; Levi-Montalcini et al. 1996; Thoenen et al. 1987).
Stérungen in der NGF-Synthese und im NGF-Transport kdnnen mit Blick auf Erkran-

kungen pathophysiologisch bedeutsam sein (Hellweg 1992).
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Hefti fand heraus, dass NGF eine besonders ausgepragte schutzende Wirkung auf die
Nervenzellen hat, die den Ubertragerstoff Acetylcholin erzeugen (Hefti 1994). Da das
Absterben cholinerger Neurone im basalen Vorderhirn bei der Alzheimer-Demenz tief-
greifende Folgen fur die gesamte Informationsverarbeitung im Gehirn hat und an der
Entstehung der Gedachtnisstérungen beteiligt ist (Whitehouse et al. 1982; Mufson und
Kordower 1989), rickte NGF zunehmend in das Interesse therapeutischer Ansatze. In
einem Therapieansatz zu neuroprotektiven Strategien von Tuszynski und Kollegen
konnte nach Injektion von NGF eine erhthte Expression des Faktors im basalen Vor-

derhirn der Probanden nachgewiesen werden (Tuszynski et al. 2005).

Bei Alzheimer-Patienten wird die NGF-Synthese kontrovers diskutiert. Einerseits berich-
tet Peng von einem erhohten Spiegel des Vorlauferproteins des aktiven NGF wahrend
des préaklinischen Stadiums der Alzheimer-Demenz (Peng et al. 2004). Gestitzt wird
diese These durch die Untersuchungen von Alzheimer-Patienten, bei denen eine Hoch-
regulation des NGF-Systems dokumentiert werden konnte (Hellweg et al. 1998a;
Hortnagel und Hellweg 1997). In Unterstitzung fir einen pathologisch veranderten axo-
nalen Transport von NGF in den Neuronen in der Alzheimer-Demenz wurde durch Scott
und Kollegen gezeigt, dass erhohte Mengen von NGF-Protein in den kortikalen Gebie-
ten mit verringerten Mengen des Proteins im basalen Vorderhirn verbunden waren
(Scott et al. 1995). Die frihzeitig und stark auftretende Degeneration von hippocampa-
len und cholinergen Neuronen des basalen Vorderhirns konnte auf die neurotoxische
Interaktion von AB-Peptiden und NGF zuriick zufihren sein (Yankner et al. 1990). Ande-
rerseits konnten Studien keine veranderte Genexpression von NGF bei Alzheimer-

Patienten dokumentieren (Goedert et al. 1989; Fahnestock et al. 1996).

In tierexperimentellen Studien zeigten Versuche an Ratten, dass NGF das Uberleben
und die Funktion cholinerger Neurone verbessert und kognitive Defizite vermindert
(Levi-Montalcini et al. 1996; Tuszynski 2000). Die Expression von NGF wird durch RUN
und ENR im nicht transgenen Tiermodell verstarkt (Ickes et al. 2000; Neeper et al.
1995; van Praag et al. 2000). Weiterfihrende Studien mit Ratten dokumentierten, dass
das Leben in ENR die Genexpression von NGF im Hippocampus steigert und damit
eine Anhebung des Proteinlevels von NGF bewirkt (Pham et al. 1999; vgl. Pham et al.
2002). Castellanos beschreibt den positiven neuro-restaurativen Effekt im Gehirn alter

Ratten nach intraventrikularer Injektion von murinem NGF (Castellanos et al. 2003).
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1.4.2 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

Da auch BDNF in die neuronale Entwicklung involviert ist, wurde er als zweiter Faktor
der Gruppe der Neurotrophine untersucht (Lewin und Barde 1996). BDNF ist im Orga-
nismus ubiquitéar vorhanden und somit im Zentralen Nervensystem, als auch in periphe-
ren Organen und im Blut nachweisbar (Knaepen et al. 2010; Murer et al. 2001). BDNF
haftet an der Zelloberflache. Hohe Konzentrationen an BDNF wurden im Hippocampus
und im Kortex gemessen (Murer et al. 2001), wobei die Konzentrationen des BDNF-

Proteins im Alter sinken (Ziegenhorn et al. 2007).

BDNF und sein Rezeptor TrkB stellen sich als Schlisselmolekiile bei der Neurogenese
im Hippocampus dar (vgl. Ernst et al. 2006) und modulieren somit die Gehirnplastizitéat
(Laske und Eschweiler 2006). Ebenso grol3 ist ihre Bedeutung bei dem Signalweg der
Langzeitpotenzierung und der synaptischen Plastizitat wahrend des Lernens (Figurov
et al. 1996; Laske und Eschweiler 2006; vgl. Minichiello 2009; Tanaka et al. 2008).

BDNF steigert entscheidend die Uberlebens- und Regenerationsrate aller davon be-
troffenen Neuronentypen (Murer et al. 2001). BDNF wirkt unter anderem auf hippocam-
pale, neocorticale, sensorische sowie cholinerge Neurone des Septums und des basa-
len Vorderhirns (Lindholm et al. 1996; Henderson et al. 1993; Knusel et al. 1991).

Ein Mangel an BDNF fihrt zu funktionellen Veranderungen der Neuronen (Nanobashvili
et al. 2005). Eine Mutation des BDNF-Gens beeinflusst die Sekretion von BDNF im
Hippocampus (Egan et al. 2003) und steht in Beziehung zu einer geringeren Serum-
konzentration (Ozan et al. 2010). Diese Mutation beeinflusst die aktivititsabhangige
Sekretion von BDNF und steht somit im Zusammenhang mit Gedachtnisleistung und
hippocampaler Funktion (Egan et al. 2003). In Studien wurde gezeigt, dass bei jungen
gesunden Erwachsenen BDNF nach korperlicher Aktivitat verstarkt freigegeben wird
(Seifert et al. 2010).

Fur die Pathogenese der Alzheimer-Demenz ist BDNF ein wesentliches Regulations-

molekil auf molekularer Ebene.

Klinisch konnte eine geringere BDNF-Konzentration in den Gehirnen von Alzheimer-
Patienten dokumentiert werden (Peng et al. 2005; Conour et al. 1997; Fahnenstock

et al. 2002), wobei Phillips dies speziell im Hippocampus nachwies (Phillips et al. 1991).
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Ebenso ist der BDNF-Spiegel im Serum bei Alzheimer-Demenz-Patienten reduziert
(Laske et al. 2007; Yasutake 2006). Dieser erniedrigte BDNF-Spiegel lasst sich durch
korperliche Aktivitdt verandern und fuhrt zu einem transienten Anstieg der BDNF-
Konzentration im peripheren Blut (Knaepen et al. 2010). Ein erhdhter BDNF-Serum-
spiegel weist auf einen verlangsamten negativen Verlust bei Alzheimer-Demenz-
Patienten hin (Laske et al. 2011).

In zahlreichen tierexperimentellen Studien konnten die Wirkungen von BDNF nachge-
wiesen werden. Es wurde gezeigt, dass sich Aktivitat, ENR und RUN, foérderlich auf die
Bildung von BDNF auswirkt (Adlard et al. 2005a; 2011; Berchtold et al. 2010; Falken-
berg etal. 1992; Farmer et al. 2004; Marlatt et al. 2012; Neeper et al. 1995). BDNF
konnte fur die auslosenden Effekte von RUN auf die Langzeitpotenzierung verantwort-
lich sein (Farmer etal. 2004) sowie flir die synaptische Plastizitdt (Vaymann et al.
2004). Gomez-Pinilla und Mitarbeiter unterstitzen diese Theorie, da sie zeigen konnten,
dass BDNF die Effekte von Aktivitat auf die Kognition vermittelt (Gomez-Pinilla et al.
2008). Die Steigerung von Lernprozessen bei Versuchstieren in RUN kdnnte auf das
erhohte Level von BDNF zurlckgefihrt werden (Adlard et al. 2011; Berchtold et al.
2010). Neurogenese kann durch die Infusion von BDNF in den Ventrikel induziert wer-
den (Pancea etal. 2001). Eine viral ausgeloste Uberexpression von BDNF bewirkt

ebenso Neurogenese in der SVZ (Henry et al. 2007).

In-vitro-Untersuchungen bestatigten, dass BDNF ein Faktor fur Differenzierungsfunktio-
nen ist und z. B. eine verringerte Vorlauferzellproliferation bewirkt (Babu et al. 2007). In
einer weiterfihrenden Studie konnte Babu zeigen, dass die Ausschittung des BDNF
aus hippocampalen Neuronen fir die Anregung der neuronalen Differenzierung verant-
wortlich ist (Babu et al. 2009).

1.4.3 Neurotrophin-3 (NT-3)

NT-3 wird vom Hippocampus gebildet und zu den cholinergen Zellkérpern des basalen
Vorderhirns transportiert. In vitro wurde belegt, dass NT-3 die neuronale Differenzierung
von adulten hippocampalen Vorlauferzellen erhdht (Babu et al. 2007). NT-3 foérdert hip-
pocampale Plastizitat sowie Lernen und Erinnern durch die Regulierung der Neuroge-
nese (Shimazu et al. 2006). Ein Mangel an NT-3 verursachte Defizite bei der Differen-

zierung von neuronalen Vorlauferzellen und fuhrte zu Ausféallen im raumlichen Lernen,
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wahrend die Anwesenheit von NT-3 die Expression von BDNF erhéhte (Schitte et al.
2000). Fur das weniger erforschte NT-3 wurden bis jetzt gleichbleibende oder gesunke-
ne Konzentrationen bei Alzheimer-Patienten gefunden (Narisawa-Saito et al. 1996). Die
Bedeutung von NT-3 flur die Alzheimer-Erkrankung muss in kiinftigen Forschungsarbei-

ten genauer geklart werden.

1.4.4 Fibroblast growth factor-2 (FGF-2)

FGF-2 ist sowohl ein extrazellularer Wachstumsfaktor als auch ein Protein, das inner-
halb des Zellkerns vorkommt. FGF-2 blockiert apoptotische Vorgéange an Nervenzellen
und hat damit Einfluss auf das Uberleben von Zellen (Okada-Ban et al. 2000). In der
Angiogenese ist er ein wichtiger Faktor, da er das Wachstum und die Reaktionsfahigkeit
von Astrozyten unterstitzt. Physische Aktivitat bewirkt eine gesteigerte neuronale Aktivi-
tat und eine erhohte Synthese von FGF-2 im Hippocampus (Gomez-Pinilla et al. 1997).

FGF-2 beglnstigt neuronale Differenzierung. Kuhn konnte durch die intrazerebroventri-
kulare Applikation des Wachstumsfaktors FGF-2 die Neurogenese im adulten Ratten-
gehirn stimulieren (Kuhn et al. 1997). Hierbei wurde eine Erh6hung der Neurogenese im
olfaktorischen System, nicht jedoch im Hippocampus festgestellt (Kuhn et al. 1997). In
Tierexperimenten mit alteren Tieren loste die intrazerebroventrikulare Infusion von FGF-
2 die Proliferation und Neurogenese in der SGZ aus (Jin et al.2003; Rai et al. 2007).
Durch In-vitro-Studien wurde die unterstitzende Wirkung von FGF-2 auf die Bildung
von hippocampalen neuronalen Vorlauferzellen bestatigt (Babu et al. 2007; Palmer et al.
1995, 1999). Ebenso fuhrte die durch einen in den Hippocampus injizierten Virus erhoh-
te FGF-2-Produktion in einem murinen APP/PS1-Modell zu einer Verbesserung der

kognitiven Leistung und Erh6hung der Neurogeneserate (Kiyota et al. 2011).

1.4.5 Insulin-like growth factor-1 (IGF-1)

Mit zunehmender Erkenntnis Uber den Bildungsprozess des AB-Peptides im Gehirn
l&sst sich vermuten, dass der IGF-1 und Insulin, die die AB-Peptidabgabe von Nerven-
zellen stimulieren, pathologisch am Prozess der Alzheimer-Demenz beteiligt sind (Carro
und Torres-Aleman 2004).
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Bei nicht transgenen Tieren wurde IGF-1 als starker Vermittler sowohl beim aktivitats-
abhangigen Schutz von Neuronen (Carro et al. 2001) als auch bei der Hochregulation
der adulten Neurogenese ermittelt (Trejo et al. 2001). Wenn IGF-1 peripher oder intra-
zerebroventrikular injiziert wurde, erhohten sich die Proliferation und die Nettoneuroge-
neserate im Gyrus dentatus von Ratten (Aberg et al. 2000, 2003; Lichtenwalner et al.
2001). Es ist allgemein bekannt, dass IGF-1 die Vorlauferzellproliferation und die Zahl
neuer Neuronen sowie die Blutgefal3e im Gyrus dentatus des Hippocampus erhoht (vgl.
Aberg 2010).

IGF-1 spielt eine entscheidende regulatorische Rolle bei der Vermittlung von positiven
Effekten durch RUN auf raumliches Lernen, Angstverhalten und Neurogenese (Trejo
et al. 2008; Llorens-Martin et al. 2010). Gleichzeitig wird er als ein schitzender neuro-
tropher Faktor bei In-vivo- und In-vitro-Modellen der Alzheimer-Demenz beschrieben
(Carro und Torres-Aleman 2004; Niikura et al. 2001; Freude et al. 2009).

1.4.6 Vascular endothelial growth factor-a (VEGF-a)

VEGF-a ist ein wichtiges Signalmolekil, dessen Bildung durch Hypoxie ausgelst wird.
Da ein klinisches Symptom der Alzheimer-Demenz die verringerte Hirndurchblutung ist
(Alegret et al. 2012; Tonini et al. 2003), stand VEGF-a im Interesse dieser Arbeit. Be-
kannt ist, dass VEGF-a sowohl die Vaskulogenese an endothelialen Vorlauferzellen als
auch die Angiogenese mittels VEGF-Rezeptor Typl und Typ2 an Endothelzellen regu-
liert (Yla-Herttuala et al. 2007). VEGF-a hat eine wichtige Funktion bei der GefalRent-
wicklung im Gehirn und erzielt dort an Neuronen neuroprotektive Effekte (Jin et al.
2000; Ogunshola et al. 2002). Yang und Kollegen konnten zeigen, dass VEGF-a gleich-
zeitig mit dem AB-Peptid bei der Alzheimer-Demenz auftritt (Yang et al. 2004). Andere
Studien dokumentierten eine verringerte Freisetzung von VEGF-a bei Alzheimer-
Patienten (Solerte et al. 2005) sowie eine geringere Freisetzung von VEGF-a bei Pati-
enten der milden Form der Alzheimer-Demenz im Vergleich mit gesunden alteren Men-
schen (Luppi et al. 2009).

Klinische und tierexperimentelle Studien belegen, dass VEGF-a mit hippocampalen
Funktionen und hippocampaler Neurogenese im Alter mit RUN und ENR verknUpft ist
(Cao et al. 2004; Fabel et al. 2003; Schanzer et al. 2004; During and Cao 2006). Kru-
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cker und Mitarbeiter deckten bei ihren Untersuchungen von Nagetieren mit Alzheimer-
Demenz-ahnlicher Pathologie die altersabhangigen Anderungen der Durchblutung und
Anomalitaten von Gefal3en im Gehirn auf (Krucker et al. 2004). Die Erhéhung von
VEGF durch die Implantation von VEGF-exprimierenden Zellen fuhrte im Tierexperi-
ment mit APP/PS1-Tieren zu erhdhter Neurogenese und Angiogenese (Antequera et al.
2012).
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2 Ziele und Fragestellungen der vorliegenden
Arbeit

Die Alzheimer-Demenz beeinflusst als neurodegenerative Erkrankung in verschiedener
Weise den Hippocampus und den zerebralen Kortex. Hier treten die frihesten neuro-
pathologischen Lasionen auf, die in der Alzheimer-Demenz zu kognitiven Symptomen
wie Gedachtnisstérungen fihren. Daher besteht grof3es Interesse an der Untersuchung
des Hippocampus von transgenen Alzheimer-Mausen. In der vorliegenden Arbeit liegt
der Fokus auf Untersuchungen zum Einfluss von korperlichen und geistigen Aktivitaten
auf den Verlauf der Alzheimer-Demenz sowie ihrem maoglichen Einsatz als vorbeugende

und therapeutische Faktoren.

Ausgangspunkt hierzu sind die Feststellungen, dass Alzheimer-Demenz mit Plaque-
ablagerungen, also mit Neuronenverlust, im Hippocampus einhergeht und dass im Ge-
hirn lebenslang aus Stammzellen Neuronen gebildet werden kdnnen. Bei gleicher
Plagueansammlung in den Gehirnen von APP23-Mausen zeigten Tiere der ENR-
Bedingung eine bessere Lernleistung im Test zur raumlichen Orientierung (Morris-
Water-Maze-Test) als Tiere der RUN-Umgebung (Wolf und Kronenberg et al. 2006).
Folglich kann davon ausgegangen werden, dass trotz einer Alzheimer-Pathologie durch

ENR die Neurogenese stimuliert werden kann.

Tierexperimentelle Studien belegen, dass Aktivitat (ENR und RUN) einen positiven Ein-
fluss auf die hippocampale Produktion von, die Neurogenese beeinflussenden, neuro-

trophen Faktoren und Wachstumsfaktoren ausuibt.

Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit aus der molekularbiologischen Analyse des Hip-
pocampus und des Kortex transgener APP23-Mause Ruckschlisse auf neurologische
Basisaspekte im Gehirn gezogen und Aussagen uber aktivitats- und trainingsbedingte
Abhangigkeiten getroffen werden. In der vorliegenden Arbeit wird die Regulation von
endogenem APP, den neurotrophen Faktoren NGF, BDNF, NT-3 und den Wachstums-
faktoren, FGF-2, IGF-1 und VEGF-a im APP23-Mausmodell untersucht. Es soll geprift
werden, inwieweit die Untersuchungsbedingungen ENR und RUN eine Auswirkung auf
die Expression von neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren haben. Das Inte-

resse ist u. a. damit begriindet, dass ENR das Modell fiir die biologische Umsetzung
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der kognitiven oder neurogenen Reservekapazitdt beim Menschen im Tiermodell er-

maoglicht.

Fur die durchzufiihrende Studie wird postuliert, dass im APP23-Modell ENR und RUN
die Produktion von neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren im Hippocampus

der Tiere erhdhen.

Um diese Hypothese zu prifen, wird die mRNA-Konzentrationen des endogenen APP
sowie der neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren BDNF, NGF, NT-3, FGF-2,
IGF-1und VEGF-a im Hippocampus und Kortex der APP23-Tiere bestimmt und vergli-
chen. Dazu ist es notwendig, eine Methode zur Untersuchung und Auswertung der Ge-
nexpression zu etablieren und anzuwenden, mit der die mRNA-Expression von neuro-

trophen Faktoren und Wachstumsfaktoren in der APP23-Maus bestimmt werden kann.
In der Studie zu dieser Arbeit sollen folgende offene Fragen untersucht werden:

1. Welchen Einfluss Gben ENR und RUN auf die Expression von endogenem APP
im APP23-Modell aus?

2. Stimuliert ENR die hippocampale Produktion von neurotrophen Faktoren und
Wachstumsfaktoren in Hippocampus und Kortex im APP23-Modell der cerebral-
en Amyloidopathie?

3. Stimuliert RUN die hippocampale Produktion von neurotrophen Faktoren und
Wachstumsfaktoren in Hippocampus und Kortex im APP23-Modell der cerebral-
en Amyloidopathie?

4. Stimmen die Ergebnisse der Genexpression mit denen der morphologischen und

kognitiven Untersuchungen an den gleichen APP23-Mausen Uberein?
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3 Material und Methoden

Die durchgefuhrten Untersuchungen umfassen die im Folgenden dargestellte Gewin-
nung von Ribonukleinsaure (RNA) aus dem Hippocampus und dem Kortex der Gehirne
von APP23-Tieren, sowie ihre Aufbereitung. Um die Genexpression von endogenem
APP sowie der neurotrophen Faktoren NGF, BDNF, NT-3 und Wachstumsfaktoren FGF-
2, IGF-1 und VEGF-a bewerten zu kdnnen, entwickelte ich in meiner Arbeitsgruppe ein
neues Verfahren. Meine molekularbiologischen Untersuchungen schlossen an denen
von Dr. Susanne Wolf und Prof. Dr. Golo Kronenberg, ehemals Arbeitsgruppe
Prof. Dr. Gerd Kempermann des MDC-Berlin Buch, durchgefuhrten histologischen und

immunhistochemischen Untersuchungen an den APP23-Mausen an.

3.1 Versuchstiere und experimentelles Design

Fur die durchgefuhrten Untersuchungsreihen wurden transgene APP23-Mause verwen-
det, die humanes APP751 mit der schwedischen Doppelmutation K670N/M671L unter
der Kontrolle eines Thyl-Promoters exprimieren. Die Generierung der Mause erfolgte
gemaln Sturchler-Pierrat (Sturchler-Pierrat et al. 1997).

Drei3ig weibliche Tiere wurden nach dem Zufallsprinzip gleichméRig auf die unter-
schiedlichen Untersuchungsbedingungen ENR, RUN und CTR (ohne Laufrad und reiz-
reicher Umgebung) aufgeteilt. Zu Beginn des Experiments waren die Tiere zehn Wo-
chen alt. Die zehn Méause der Umgebung ENR lebten, vergleichbar mit friheren Studien
(van Praag et al. 2000), in gerdumigen Kafigen mit zu Tunnelsystemen angeordneten
Kunststoffrohren, als Wippe umgebauten Metallbestandteilen, Papphausern und Plas-
tikballen (Abb. 1a). Die Gruppe der zehn Mause in der Umgebung RUN lebte in Kafigen
mit der Moglichkeit, ein Laufrad (Abb. 1b) beliebig zu nutzen. Die zehn M&use der
Gruppe CTR lebten in kleinen Kéfigen ohne Laufrad, Spielgegenstdnde oder Tunnel-

systemen.

Die Zahl der Uberlebenden APP23-Mause in den drei Untersuchungsbedingungen ENR,
RUN und CTR betrug am Ende des Experiments sechs Tiere der CTR-, sechs Tiere der
ENR- und sieben Tiere der RUN-Bedingungen. Im Alter von elf Monaten erfolgten durch
Frau Dr. Susanne Wolf und Kollegen die Verhaltenstests mittels Morris-Water-Maze-

Test zur Uberpriifung der raumlichen Orientierung und Fitness im Rotarod. Mit zwolf
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Monaten erhielten alle Mause an funf aufeinander folgenden Tagen eine tagliche Bro-
modeoxyuridine-(BrdU-)Injektion (50 mg/kg Koérpergewicht; Sigma). Alle Mause wurden
im selben Raum mit zwdlfstiindig wechselnden Hell- und Dunkelphasen zur Simulation
der Tagesrhythmik untergebracht. Wasser und Trockenpellets erhielten sie ad libitum.
Wadchentlich wurden die Tierkéfige gereinigt und die Mause mit neuer Streu versorgt.
Das Tierprotokoll war vom Landesamt fir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und techni-
sche Sicherheit Berlin zugelassen (TVA G 0321/00).

Drei Wochen nach der BrdU-Injektion wurden die Tiere anasthesiert, perfundiert und
eine Hemisphéare des Gehirnes fir immunhistochemische Versuche aufbereitet. Von
den verbleibenden anderen Hemispharen wurde durch Frau Dr. Susanne Wolf der Hip-
pocampus mithilfe eines Zeiss-Stereomikroskops isoliert und anschlie3end mit den rest-
lichen Kortices in RNA-Later (Qiagen-GmbH, Hilden, Deutschland) gelagert und bei
—80 °C bis zur RNA-Extraktion gefroren.

Abbbildungen 1a und 1b: Experimentelle Bedingungen fir die Untersuchungen transgener Mause
la) links: reizreiche Umgebung (ENR) - Equipment des ENR-Kéfigs (Techniplast,
HohenpleiBenberg, Deutschland); 1b) rechts: koérperliche Aktivitat (RUN) — APP23-Maus im
Laufrad

3.2 RNA-Extraktion

Aus Hippocampus und Kortex wurde die Gesamt-RNA mit dem RNeasy® Lipid Tissue
Kit (Qiagen-GmbH, Hilden, Deutschland) isoliert. Dafir kam ein System aus Wasch-

und Trennséaulen mit verschiedenen Pufferlésungen zur Anwendung.
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Die zu isolierenden Proben wurden in 1,5 ml ReaktionsgefaRen mit 1 ml QIAzol Lyse
Reagenz (Qiagen-GmbH, Hilden, Deutschland) aufbewahrt und dort mittels des Homo-
genisators 20 bis 40 Sekunden homogenisiert. Nach dem Ruhen der Proben fir
5 Minuten bei Raumtemperatur wurde nach Zugabe von 200 pl Chloroform die Mi-
schung 15 Sekunden geschiittelt und erneut bei Raumtemperatur zur Phasenauftren-
nung 2 bis 3 Minuten ruhen gelassen. Nach dem Zentrifugieren (bei 4 °C fur
15 Minuten) mit einer Geschwindigkeit von 12.000 x g schloss sich eine Weiterverarbei-
tung der entstandenen oberen Phase an. Diese RNA enthaltende Phase wurde in ein

neues Reaktionsgefald tberfiuhrt, mit 600 ul Ethanol (70 %) aufgefullt und geschuttelt.

Fur die folgenden Extraktionsschritte wurde das Material bei 8.000 x g 15 Sekunden
lang zentrifugiert. Die RNA wurde durch Pipettieren von 700 ul der Probe in ein saube-
res RNeasy Mini-Spin-Roéhrchen mit anschlieBender Zentrifugation gebunden. Dies
wurde mit groReren Probenmengen wiederholt, die Uberstande wurden verworfen. Zum
Waschen der Probe wurden 700 ul des RW1-Puffers pipettiert, erneut zentrifugiert und
der Inhalt des RNeasy Mini-Spin-Rohrchens in ein neues 2-ml-Sammelrdhrchen gege-
ben. Ein zweiter Waschschritt schloss sich unter Zugabe von 500 ul des Puffers RPE
und folgender Zentrifugation an. Das erneute Pipettieren von 500 ul des RPE-Puffers
und das Zentrifugieren fur 2 Minuten bewirkte ein nochmaliges Waschen und Reinigen
bzw. Trocknen der Membran. Die Abkiurzungen der Puffer RW1 und RPE aus dem Ex-

traktionskit stammen vom Hersteller. Die genaue Zusammensetzung ist nicht bekannt.

Fiur die abschlieRende Elution wurde auf das Membran-Rohrchen 30 ul RNAse-freies
Wasser (Qiagen-GmbH, Hilden, Deutschland) pipettiert und 1 Minute zentrifugiert. Um
grolRere Mengen der RNA zu gewinnen, erfolgte eine zweifache Wiederholung dieses

Schrittes. Mit diesem Arbeitsschritt war die RNA-Extraktion abgeschlossen.

Da zwei hippocampale RNA-Extraktionen fehlschlugen, reduzierte sich die auswertbare
Anzahl der Tiere (n) mit Hippocampusproben auf n =5 fir die Untersuchungsbedingung
ENR und auf n =6 fur die Untersuchungsbedingung RUN. Die Tierzahl fur die Untersu-
chungsbedingung CTR blieb bei n = 6. Die Anzahl der Tiere fur die Proben aus dem Kor-
tex blieben unverandert und ergaben fir CTR n =6, fir ENR n =6 und fir RUN n =7.

Zur anschlielenden Konzentrationsmessung wurden 2 ul RNA entnommen und mit

98 ul RNAse-freiem Wasser aufgefiillt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mithilfe
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des UV-Spektrophotometers (BioPhotometer 6131, Eppendorf AG). Dabei wurde die
Absorption der RNA-LAsung bei einer Wellenlange von 260 nm sowie 280 nm gemes-
sen (eine Extinktion von 1 entsprechen 40 ug/ml RNA). Die teilweise Uberlagerung der
Absorptionen von Nukleinsduren bei 260 nm und 280 nm kann ebenfalls dazu genutzt
werden, die Reinheit einer Nukleinsdurepréaparation abzuschatzen. Der Quotient
E260 / E280 sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Nach der Konzentrationsbestimmung der gewonnenen RNA wurde mit der reversen

Transkription fortgefahren.

3.3 Reverse Transkription

Fur die PCR kann der Einsatz von RNA nicht direkt erfolgen. Die RNA wurde daher in
den komplementaren Desoxyribonukleinsaure(cDNA)-Strang umgeschrieben. Fir jede
hippocampale bzw. kortikale Alzheimer-Demenz-RNA-Probe wurde die Reverse Tran-

skription (RT) dreimal separat durchgefthrt.

Bei der angewandten Two-Step-Variante erfolgte zunachst die cDNA-Erst-Strang-
synthese der RNA und im zweiten Schritt die RT dieses Erststranges. Dadurch konnten
in beiden Reaktionen die Bedingungen optimal auf die jeweils verwendeten Enzyme
eingestellt werden. Die so gebildete cDNA fand in der in 3.7 beschriebenen quantitati-
ven real-time PCR (q real-time PCR) ihren Einsatz. In den nachfolgenden Tabellenl a—c

werden die eingesetzten Materialien und die Reaktionsansatze fur die RT beschrieben.

Tabelle 1a: Materialien und Konzentrationen RT

SuperScript® Il Reverse Transcriptase, (200 U/ul)

First-Strand-Puffer, (5 x) (250 mM Tris-HCI, pH 8.3 bei Raumtem-
peratur; 375 mM KCI; 15 mM MgCI2)

DTT (dithiothreitol), (0,1 M)

Oligo (dT)12-18 — Primer, (500 pg/ul)

dNTP (2'-Deoxynucleoside 5'-Triphosphat) Mix, (je 10 mM der
Nucleotide dATP, dCTP, dGTP,dTTP)

Template-RNA, (1 pg/ul)

Materialien (InvitrogenTM)

RNase H, (2 U)

DEPC-Wasser (Diethylpyrocarbonat)
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Tabelle 1b: Reaktionsansatz RT, Schritt 1

Substanz Volumen
Oligo (dT)12-18 — Primer 1l

+ dNTP Mix 1l

+ Template - RNA x pl

+ DEPC-Wasser X
2z 12

Der Inhalt der Reaktionsgefal3e wurde fir 5 Minuten bei 65 °C inkubiert und danach auf

Eis gestellt.
Tabelle 1c: Reaktionsansatz RT, Schritt 2
Substanz Volumen
First-Strand-Puffer 4l
+ 0,1 MDTT 2l
> 6 ul

Zuerst wurde ein Mastermix erstellt und anschlie3end einheitlich 6 ul je Reaktionsgefald

pipettiert. Es erfolgte eine erneute Inkubation fir 2 Minuten bei 72 °C.

Tabelle 1d: Reaktionsansatz RT, Schritt 3

Substanz Volumen
SuperScript® Il Reverse Transcriptase 1yl

+ RNase H 1l
z 2l

Der dritte Schritt umfasste eine kurze Zentrifugation mit nachfolgender Inkubation bei
42 °C fur 50 Minuten. Diese Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70 °C fur 15 Minuten
gestoppt. Um die noch vorhandene RNA vollstandig zu zerstéren, wurde 1 ul RNAse H

pipettiert und bei 37 °C fur 20 Minuten erneut inkubiert.
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Nach den o. g. Schritten entstand eine einzelstrangige Alzheimer-Demenz cDNA. Sie
wurde als Probe im Thermocycler eingesetzt. Aus dem Produkt der RT-Reaktion wur-
den 2 ul entnommen, mit 98 ul RNAse-freiem Wasser aufgefillt und anschliel3end die
Konzentration, wie in Punkt 3.2 beschrieben, gemessen. Darauf folgend wurden die

Proben mit TE-Puffer auf eine einheitliche Konzentration von 1 ug/ul verdinnt.

3.4 Primer-Design

Um die Expression von APP, der neurotrophen Faktoren und der Wachstumsfaktoren
guantitativ zu bestimmen, wurden externe Standards generiert. Die daflr erforderlichen
externen Primerpaare (ePP) generierten ein PCR-Produkt in einer Lange von ca. 500 Ba-
senpaaren und enthielten das kirzere spezifische Zielfragment (iPP/interne Primerpaare).

In den Tabellen 2a und b sind die Sequenzen der verwendeten Primer ausgewiesen.

Tabelle 2a: PCR-Primersequenzen, innere Primerpaare

Gen Tm (°C) innerer Primer (5" => 3') GC-Anteil (%)
BDNF F 60 gcg gca gat aaa aag act gc 50
R 58 ctt atg aat cgc cag cca at 45
NGF F 62 cag gca gaa ccg tac aca ga 55
R 64 gtc tga aga ggt ggg tgg ag 60
NT-3 F 62 tgc aac ggc aca gag cta c 55
R 58 tgc cca cat aat cct cca tt 45
FGF-2 F 62 ctg ggc tag gaa ctg tga gc 55
R 60 gcc gtc cat ctt cct tca ta 50
IGF-1 F 64 ctg ggc tag gaa ctg tga gc 60
R 62 taa gtg ccg tat ccc aga gg 55
VEGF-a | F 62 cca gga gga cct tgt gtg at 55
R 62 ggg aag gga aga tga gga ag 55
ir;,d; 9: F 62 cgg aag aga tct cgg aag tg 55
R 58 tgt tcg aac cca cat ctt ca 45

F = Forward-Primer, R = Reverse-Primer, Tm = Schmelztemperatur
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Tabelle 2b: PCR-Primersequenzen, externer Primerpaare

Gen Tm (°C) externer Primer (5' => 3') GC-Anteil (%)
BDNF F 62 agc tga gcg tgt gtg aca gt 55
R 60 ttc ccc ttt taa tgg tca gtg 43
NGF F 62 gca gtg agg tgc ata gcg ta 55
R 62 cac tga gaa ctc ccc cat gt 55
NT-3 F 60 gat cca ggc gga tat ctt ga 50
R 60 Cgg aca tag gtt tgc gaa gt 50
FGF-2 F 60 acc agg cca ctt caaggac 58
R 64 tca gct ctt agc aga cat tgg a 45
IGF-1 F 60 tgg atg ctc ttc agt tcg tg 50
R 60 tcc cat gtg taa gtg ccg ta 50
VEGF-a | F 62 gagagaggc cga agt cct tt 55
R 62 ggg aag gga aga tga gga ag 55
Zr;,d; 9: F 60 gtg atc tac gag cgc atg aa 50
R 60 gtg atg aca atc acg gtt gc 50

F = Forward-Primer, R = Reverse-Primer, Tm = Schmelztemperatur

Die erforderlichen Primersequenzen wurden mithilfe der Software Primer3 (Rozen und
Skatelsky 2000) entwickelt und von der Firma Biotez Berlin-Buch GmbH synthetisch her-
gestellt. Endogenes APP sowie folgende neurotrophe Faktoren und Wachstumsfaktoren
wurden in diese Arbeit einbezogen: BDNF, NGF, NT-3, FGF-2, IGF-1 und VEGF-a..

3.5 Generierung des externen Standards

Fir die Generierung des externen Standards wurden die Primer (spezifische Ziel-
dsDNA) mittels einer konventionellen PCR getestet. Die dadurch gewonnenen spezifi-
schen Amplifikationsprodukte konnten durch Gel-Elektrophorese aufgetrennt und sicht-
bar gemacht werden. Anschliel3end wurden sie aufgereinigt und photometrisch vermes-
sen. Daraus konnte die Konzentration in der Stammlésung berechnet und eine

Verdunnungsreihe des Standards hergestellt werden.
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3.5.1 Gewinnung spezifischer Amplifikate mittels konventioneller
PCR
Die konventionelle PCR wurde im Eppendorf-Thermocycler (Eppendorf AG, Hamburg)
mit dem Platinium® PCR SuperMix High Fidelity (Invitrogen™, Eggenstein, Deutsch-
land) durchgefuhrt. Die Primer (iPP und ePP) wurden jeweils in TE-Puffer geldst, um
eine Konzentration von je 100 uM zu erhalten. Alle eingesetzten Materialien wurden auf
Eis gelagert. Die eingesetzte Mischung bestand aus den in Tabelle 3a aufgelisteten
Komponenten:

Tabelle 3a: Platinium® PCR SuperMix High Fidelity PCR

22 U/ml Komplex von Recombined Taq DNA-
Polymerase

Tyrococus spezie GB-D thermostabile Polymerase

Platinium® Taq Antikorper

66 mM Tris-SO4 (pH 8,9)

19.8 mM (NHa)2 SO4

2.4 mM MgSO,4

220 uM dNTPs

Platinium® PCR SuperMix High
Fidelity (Invitrogen™)

Stabilisatoren

Es wurde wie folgt pipettiert: Der Mastermix, bestehend aus dem Highfidelity-Mix und
den Primern (iPP oder ePP), wurde in 250 ul-Eppendorf-PCR-Reaktionsgefalie pipet-
tiert. AnschlieBend wurden die Proben hinzugegeben. Bei dieser PCR-Methode wurde
stets eine Negativkontrolle mitgefuhrt. Das Gesamtvolumen des PCR-Ansatzes betrug
50 ul. Bei der Erstellung des Mastermix orientierte sich die jeweilige Ansatzmenge an
der Anzahl der vorhandenen Proben. Es wurde fur jeden Versuch bei einer Probenzahl
X jeweils der Mastermix fur x+2 Proben angesetzt, dadurch erhielt man eine Mastermix-
Reserve, die im Falle eines auftretenden Pipettierfehlers Zeitverlust durch Erstellen ei-
nes neuen Mastermix verhinderte. Der Reaktionsansatz umfasste die in Tabelle 3b auf-

gefuhrten Substanzen.
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Tabelle 3b: Reaktionsansatz PCR

Substanz Volumen
Primer f 1l

+ Primer r 1y

+ Probe cDNA 0,2 ul

+ Platinium® PCR SuperMix High Fidelity 47,8 pl
hX 50 ul

Nach einigen Abstimmungsschritten konnte fir APP (endogen), sowie alle neurotrophen
Faktoren (NGF, BDNF, NT-3) und Wachstumsfaktoren (FGF-2, IGF-1, VEGF-a) ein
PCR-Reaktionsprotokoll etabliert werden (Tab. 3c). Die Dauer einer kompletten PCR
betrug ca. 60 Minuten bei 35 Zyklen.

Tabelle 3c: Reaktionsprotokoll PCR

Schritt | Bezeichnung Temperatur (°C) Zeit

1 Inkubation 95 3 min
2 Denaturierung 94 30 sec
3 Annealing Tm-5/58 30 sec
4 Elongation 72 30 sec
5 Wiederholung der Schritte 2 bis 4 fur 35 Zyklen

3.5.2 Gelelektrophorese

Nach der Amplifikation fand die Auftrennung der Amplifikate in einem 1 % TEA-
Agarosegel (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland) durch eine
angelegte Spannung von 70 bis 80 Volt (Laufzeit 1 Stunde) statt. Die Auftrennung er-
folgte in der Gelelekrophorese unter Verwendung eines DNA-Grdl3enmarkers (100 bp
DNA Ladder, Invitrogen). 20 ul jedes Amplifikations-Produktes wurden mit 2-ul-Puffer
(1 % SDS, 250 mM EDTA, 0,25 % Xylencyanol, 0,25 % Bromphenolblau, 50 % Glyce-
rin) versetzt und das neu entstandene Probevolumen gleichmaRig in die einzelnen Ta-
schen des ca. 6 mm starken TEA-Agarosegels pipettiert. Die Pufferung der Gelkammer
entstand durch 50 x TAE-Puffer (242 g Tris, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5M EDTA,
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pH = 8,0). Durch Zugabe von Ethidiumbromid bei der Gelherstellung konnten die Ban-

den sofort unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert werden.

Mithilfe des Fotos konnten die Banden der Amplifikate in Bezug zum mitgefuihrten DNA-
GrolRenmarker verglichen werden. Die Spezifitdt eines Amplifikats war bestatigt, wenn
die im Gel abgezeichnete Amplifikatlange in Basenpaaren mit der jeweiligen Lange fir
den Primer und der jeweiligen berechneten mRNA (endogenes APP, neurotrophe Fakto-

ren und Wachstumsfaktoren) tbereinstimmte.

3.5.3 Aufreinigen von DNA aus Agarosegelen

Die spezifischen Amplifikate wurden mithilfe des E.Z.N.A.®-Gel-Extraktionskits (Peglap-
Biotechnologie GmbH, Erlangen) aus dem Gel aufgereinigt, mit dem Ziel, reine cDNA,
ohne PCR-Beiprodukte zu erhalten. Die Aufreinigung wurde in folgenden Schritten

durchgefuhrt:

Bei jedem Vorgang wurden die Gelstiicke mit dem PCR-Produkt ausgeschnitten, abge-

wogen und in dem vierfachen Volumen an Bindepuffer gelost (Geldichte 1 g/ml).

Das Gelfragment wurde fur 7 Minuten bei 60 °C im Heizblock inkubiert und dabei alle
2 bis 3 Minuten geschuttelt. Nach dem vollstandigen Lésen der Agarose sollte der Bin-
depuffer eine hellgelbe Farbe aufweisen. Diese zeigt den korrekten pH-Wert > 7,5 an.
Damit ist die vollstandige Bindung der DNA an die Matrix gewahrleistet. Das Laden und
Binden der DNA-Agaroseldsung erfolgte dann durch das Pipettieren von 650 ul der Lo-
sung auf eine High-Bind-Zentrifugensdule. Nach dem Zentrifugieren bei Raumtempera-
tur fir 1 Minute bei 10.000 x g wurde der Saulendurchfluss verworfen und bei Volumina
> 650 pl die Saule erneut geladen und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Zweimali-
ges Waschen der Losung erfolgte durch das Zufligen von jeweils 600 pul DNA-
Waschpuffer. Dieser wurde 2 bis 3 Minuten in der Séule belassen und anschliel3end fir
1 Minute bei 10.000 x g zentrifugiert. Die Zentrifugenséule wurde durch Zentrifugieren
getrocknet. Die DNA-Elution erfolgte durch Zugabe von 30 ul Elutionspuffer auf das
Zentrifugensaulchen, das vorher in ein sauberes 1,5 ml Zentrifugenréhrchen gesteckt
wurde. Abschliel3end erfolgte wiederholt eine Zentrifugation (1 Minute, 10.000 x g). Um
den absoluten Betrag auf bis zu 95 % zu verbessern, wurde eine zweite Elutionsrunde

vorgenommen.
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3.5.4 Quantifizierung der dsDNA

Die gewonnenen DNA-L6sungen wurden mit TE-Puffer 1 : 10 verdinnt. Fur die Berech-
nung der Konzentration wurde die optische Dichte (10 D = 50 pug/ml dsDNA) beriick-
sichtigt. Alle auf diese Weise gewonnenen DNA-LAsungen wurden fur die weitere Stan-

dardvalidierung auf eine Konzentration von 4 ng/ul angeglichen.

3.6 Standardvalidierung

Die erhaltenen Standards wurden in jeder g-real-time-PCR-Messung mitgefuhrt, um
eine Standardkurve zu erhalten. Diese g-real-time-PCR wurde unter Verwendung des
DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green (Quantitect SYBR Green PCRKit,
Qiagen-GmbH, Deutschland) im Thermocycler Opticon™ Il DNA Engine (MJ Research,
Waltham, MR, USA) ausgefiihrt. Eine Schmelzkurvenanalyse sicherte die Spezifitdt der
Reaktion ab. Die Quantifizierung der PCR basierte auf der Berechnung des Fluores-
zenz-Schwellenwerts (Ct-Wert). Hier stieg die Fluoreszenz erstmalig signifikant tber die
Hintergrundfluoreszenz an. Mittels Software liel3 sich die gemessene Fluoreszenz ge-
genuber der Zyklenzahl darstellen. Die Quantifizierung der DNA-Menge beruhte nicht
auf absoluten Mengen an PCR-Produkt, sondern auf der Kinetik der PCR-Reaktion.
Parallel dazu wurde in jedem g-real-time-PCR-Messdurchgang bekannte Probemengen
amplifiziert, die einen Vergleich ermdglichten, welche Probemenge bei welchem Ct-
Wert entstand. Daraus lie3 sich eine Standardkurve erstellen, anhand derer aus einem

bestimmten Cr-Wert auf eine Templatekonzentration geschlossen werden konnte.

3.6.1 Standardkurve

Fur alle sieben Primerpaare wurde eine Standardkurve erstellt. Bei dieser g-real-time-
PCR kamen die gewonnenen Standards von je 4 ng/ul (bei IGF 2,6 ng/ul,) als Template-
cDNA zur Standardbestimmung zum Einsatz. Zusatzlich wurde in jedem Experiment mit
einer Probendoppelbestimmung (unspezifische und spezifische cDNA) und einer Nega-
tivkontrolle gearbeitet. In allen Fallen wurde ein Mastermix pipettiert. Die Reaktionsan-
satze und das Reaktionsprotokoll der PCR-Standardkurve sind in den folgenden Tabel-

len (Tab. 4a bis c) dargestelit.
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Tabelle 4a: Reaktionsansatz Standardkurve, Verdinnungsreihe 1 : 10

Substanz Volumen
SYBR Green | 8 ul

+ |iPPr 1l

+ iPP f 1l

+ Template-DNA (spezifisch ePP) 1l

+ Bidest 9 ul
2z 20 u

Tabelle 4b: Proben der Alzheimer-Demenz-cDNA

Substanz Volumen
SYBR Green | 8 ul

+ iPPr 1yl

+ iPP f 1yl

+ Template-DNA 1yl

+ Bidest 9 ul
2 20 ul

Tabelle 4c: Reaktionsprotokoll PCR-Standardkurve

Schritt | Bezeichnung Z;%Tperatur Zeit

1 Inkubation 95 3 min

2 Denaturierung 94 30 sec

3 Primeranlagerung 60 30 sec

4 Elongation 72 30 sec

5 Messung

6 Wiederholung (40 Zyklen)

7 Schmelzkurve alle 0,3 °C,
gehalten 1 sec
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3.6.2 Temperaturgradient

Mit allen verwendeten Primerpaaren wurde ein Temperaturgradienten-Experiment
durchgefuhrt. Um die optimale ,Arbeitstemperatur® der spezifischen iPP herauszufinden
(Konzentration 100 nmol/ul), wurde die Temperatur in 2-°C-Schritten von 55 °C bis
65 °C gewahlt. Der Mastermix enthielt alle Reagenzien bis auf die Template-cDNA. Zur
Bestimmung des Temperaturgradienten sind der Reaktionsansatz und das Reaktions-

protokoll in den Tabellen 5a und b aufgefihrt.

Tabelle 5a: Reaktionsansatz Temperaturgradient

Substanz Volumen
SYBR Green | 8 ul

+ iPPr 1l

+ iPP f 1l

+ Probe-DNA (spezifisch ePP) 1l

+ Aqua bidest 9 ul
z 20 ul

Tabelle 5b: Reaktionsprotokoll Temperaturgradient

Schritt | Bezeichnung Temperatur (°C) Zeit

1 Inkubation 90 2 min

2 Denaturierung 94 15 sec

3 Prlmeranlagerun_g mit 55— 65 je 15 sec
Temperaturgradient

4 Elongation 72 30 sec

5 Messung

6 Wiederholung (40 Zyklen)

7 Schmelzkurve 50 - 95 alle 0,3 °C,

gehalten 1 sec

40



Genexpression im Alzheimer-Demenz-Modell Material und Methoden

3.7 mRNA-Quantifizierungen von endogenem APP,
neurotropher Faktoren und Wachstumsfaktoren mittels
g-real-time-PCR

Die Konzentrationen der Alzheimer-Proben wurden von mir mit den Verdinnungsreihen
des externen Standards (4.000 bis 0,0004 fmol/ul) fir das endogene APP, sowie jeden
trophischen Faktor bestimmt. In den Genexpressionsmessungen wurde fur jedes getes-
tete Primerpaar (iPP) ein Mastermix der Bestandteile des Reaktionsansatzes hergestellt
und mittels Multipipette (Eppendorf AG, Hamburg) in ein 96-well-Microplatten-Format
der Firma Opticon eingebracht. Die hippocampale und kortikale cDNA der APP23-Tiere
wurden zuletzt einzeln pipettiert. Zur Quantifizierung wurden je eine Standardkurve, ei-
ne Doppelbestimmung und eine Nullprobe pro Messdurchgang mitgefiuhrt. Die Mess-
durchgadnge wurden pro Primerpaar mindestens dreimal wiederholt. Die Reaktionsan-
satze sind in Tabellen 6a und b und das Reaktionsprotokoll in Tabelle 6¢ aufgefihrt.

Tabelle 6a: Reaktionsansatz Genexpressionsmessung, Verdinnungsreihe 1: 10

Substanz Volumen
SYBR Green | 8 ul

+ iPPr 1l

+ iPP f 1yl

+ Probe-DNA (spezifisch ePP) 1

+ Aque bidest. 9 ul
2 20 u

Tabelle 6b: Proben der hippocampalen und kortikalen Alzheimer-Demenz-cDNA

Substanz Volumen
SYBR Green | 8 ul

+ iPP r 1l

+ iPP f 1l

+ Probe-DNA (spezifisch AD) 1

+ Aque bidest. 9 ul
2 20 ul
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Tabelle 6¢: Reaktionsprotokoll Genexpressionsmessung

Schritt [Bezeichnung Temperatur (°C) Zeit

1 Inkubation 95 3 min

2 Denaturierung 94 30 sec

3 Primeranlagerung 58 0. 60 30 sec

4 Elongation 72 30 sec

5 Messung

6 Wiederholung Schritt 2 — 5 (44 Zyklen)

7 Schmelzkurve 50 - 95 ggi;i .

Da sich SYBR Green unspezifisch in die dsDNA einlagert, erfolgte zur Differenzierung
zwischen spezifischem Produkt und Primerdimeren bzw. zur Mutationsanalyse im An-
schluss an jeden g-real-time-PCR-Messdurchgang eine Schmelzkurvenanalyse. Pri-
merdimere oder Mutationen weisen eine geringere Schmelztemperatur als spezifische
grolRere PCR-Produkte auf. Zeigten die Proben bei der Messung der Schmelzkurven
die gleichen Schmelztemperaturen, konnten sie miteinander verglichen werden. Die

Methode hat sich als geeignet und zuverlassig erwiesen.

3.8 Statistik

Fur die statistische Analyse der Ergebnisse wurde die Analysesoftware SPSS 11.0

(IBM) verwendet. Nach der Erhebung wurden alle Daten flr SPSS aufbereitet.

Der Vergleich fur alle drei Untersuchungsgruppen (CTR, ENR, RUN) erfolgte mithilfe
des nonparametrischen Kruskal-Wallis-Tests (H-Test) und der Monte-Carlo-Signifikanz.
AnschlieBend wurde der Mann-Whitney-U-Test (U-Test) fir den paarweisen Vergleich
der Gruppen ENR versus CTR bzw. RUN versus CTR herangezogen. Statistisch signifi-
kant ist ein p-Wert von p < 0.05.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurde an sechs CTR-Tieren, funf ENR-Tieren und sieben
RUN-Tieren die Genexpression von endogenem APP, den neurotrophen Faktoren NGF,
BDNF, NT-3 und den Wachstumsfaktoren FGF-2, IGF-1 und VEGF-a im Hippocampus
und Kortex des APP23-Mausmodell bestimmt und miteinander verglichen. Der Vergleich
der Messwerte der drei Untersuchungsgruppen erlaubt Rickschlisse auf die aktivitats-
abhangige Regulation der untersuchten Faktoren in der Pathologie der Alzheimer-
Demenz. Alle Konzentrationswerte wurden in der Einheit fmol/ul gemessen, zu Mittel-
werten zusammengefasst und statistisch ausgewertet wie im folgenden Kapitel darge-

stellt ist.

4.1 Korperliche Aktivitat (RUN) reduziert die endogene
APP-Expression

Die erste Frage war, ob RUN die Regulation von endogenem APP bei gleichzeitiger
konstitutiver Uberexpression des humanen APP23 beeinflusst. Wolf zeigte in ihrem
Studienanteil, dass RUN nicht direkt auf das Transgen wirkte (CTR 128 + 26 ng/ug
cDNA, ENR 174 + 56 ng/ug cDNA, RUN 116 + 32 ng/ug cDNA; Kruska-Wallis-Test;
p = 0.6) (Wolf und Kronenberg et al. 2006). Die Expression der humanen transgenen
cDNA war in den Gruppen ENR, RUN und CTR ahnlich.

Daraufhin wurde die Konzentration von endogenem APP im Hippocampus und Kortex
gemessen. Wie die Abbildung 2 zeigt, ist in RUN die endogene APP-Expression im Hip-
pocampus und Kortex im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert (Mann-Whitney-U-
Test, Hippocampus p = 0.04, Kortex p = 0.002), wohingegen sich unter ENR-
Bedingungen keine statistisch signifikante Regulation nachweisen liel3 (Mann-Whitney-
U-Test, Hippocampus p = 0.93, Kortex p = 0.7). Dieser Befund legt nahe, dass Training

zu einer Reduktion von APP fiihrt.
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Abbildung 2: Endogene APP-Expression in Hippocampus und Kortex der APP23-Maus. Im Alter
von 13 Monaten zeigten die RUN-Mause (graue Balken) nach 11 Monaten korperlicher Aktivitat
(RUN) eine signifikante Reduktion des endogenen APPs im Vergleich zur Kontrollgruppe (CTR)
(schwarze Balken, Mann-Whitney-U-Test: APP-Hippocampus p =0.04, n =6 Tiere; APP-Kortex
p =0.002, n =7 Tiere). Im Gegensatz dazu zeigten die ENR-Tiere (weil3e Balken) nach 11 Monaten
keine statistisch relevante Auswirkung auf die endogene APP-Expression (Mann-Whitney-U-Test:
APP-Hippocampus p =0.93, n =5 Tiere; APP-Kortex p = 0.7, n =6 Tiere). Ein Sternchen * zeigt eine
statistische Signifikanz von p < 0.05 an. Eingesetzte Menge an cDNA: 4 ng/ul.

4.2 Hippocampus-spezifische Regulationen von
Neurotrophinen in reizreicher Umgebung (ENR)

Aus dem vorherigen Ergebnis stellte sich die Frage, in welchem Kontext die Regulation
von endogenem APP ablauft. Dazu wurde die Expression der Gene diverser neuro-
tropher Faktoren und Wachstumsfaktoren gemessen. Aus Studien mit nicht-transgenen
Tiermodellen ist bekannt, dass die Regulation von NGF, BDNF, IGF-1 und VEGF-a in
ENR Hippocampus-spezifisch ist (Falkenberg et al. 1992; Pham et al. 1999b; Torasdot-
ter et al. 1998). Um zu prufen, ob diese Regulation auch im APP23-Modell stattfindet,
verglichen wir die Expression dieser Faktoren bei Tieren im ENR mit CTR-Tieren
(Abb. 3a, b).

Die nachstehenden Ergebnisse zeigen, dass sowohl neurotrophe Faktoren als auch
Wachstumsfaktoren im Hippocampus der ENR-Mause vermehrt exprimiert werden.
BDNF und NT-3 waren in ENR signifikant gegeniiber CTR erhoht (Mann-Whitney-U-
Test; BDNF p = 0.01, NT-3 p = 0.04).
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Abbildung 3a: mRNA-Expression neurotropher Faktoren und Wachstumsfaktoren im
Hippocampus der APP23-Maus im Vergleich der Gruppen CTR (schwarze Balken, n =6 Tiere) und
ENR (weilBe Balken, n =5 Tiere). Die 13 Monate alten Tiere zeigten nach 11 Monaten reizreicher
Umgebung (ENR) im Hippocampus eine signifikante Erh6hung der BDNF- und NT-3-Expression
(Mann-Whitney-U-Test: BDNF p = 0.01; NT-3 p = 0.04), statistisch nicht signifikant sind die
Expressionsniveaus von NGF, FGF-2, IGF-1, VEGF-a. (Mann-Whitney-U-Test: IGF-1 p = 0.06,
VEGF-a p =0.07, NGF p = 0.2, FGF-2 p = 0.144). Ein Sternchen * zeigt eine statistische Signifikanz
von p £0.05 an. Eingesetzte Menge an cDNA: 4 ng/ul, fir IGF-1: 2,6 ng/pl.

Es gab einen Trend in Richtung verstarkter Genexpression bei IGF-1 und VEGF-a
(Mann-Whitney-U-Test; IGF-1 p =0.06; VEGF-a p =0.07). NGF und FGF-2 zeigten
ebenfalls erhdohte Expressionsstufen; die nicht statistisch signifikant waren (Mann-
Whitney-U-Test; NGF p = 0.2, FGF-2 p = 0.144). Im Gegensatz dazu waren im Kortex
die Faktoren nahe dem Expressionsniveau der CTR-M&ause exprimiert.
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Abbildung 3b: mRNA-Expression neurotropher Faktoren und Wachstumsfaktoren im Kortex der
APP23-Maus im Vergleich der Gruppen CTR (schwarzer Balken, n =6 Tiere) und ENR (weil3er
Balken, n =6 Tiere). Die 13 Monate alten Tiere zeigten nach 11 Monaten reizreicher Umgebung
(ENR) im Kortex die Expressionsniveaus der Faktoren nahe denen der CTR-Tiere (Mann-Whitney-
U-Test: BDNF p =0.15, NGF p =0.631, NT-3 p=1, FGF-2 p =0.471, IGF-1 p =0.43, VEGF-a
p = 0.631). Ein Sternchen * zeigt eine statistische Signifikanz von p < 0.05 an. Eingesetzte Menge
an cDNA: 4 ng/ul, fur IGF-1: 2,6 ng/ul.

Folglich zeigt die Regulation der neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren eine
relative Spezifitat fir den Hippocampus. Die Befunde legen nahe, dass die Produktion
einiger endogener, potenziell neuroprotektiver Faktoren im Hippocampus auch unter

pathologischen Bedingungen durch eine reizreiche Umgebung gesteigert werden kann.

4.3 Signifikanter Einfluss von korperlicher Aktivitat (RUN)
auf die Expression von FGF-2, NGF und BDNF

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Auswirkung von
RUN. Um zu priufen, ob dies auch unter den Bedingungen der Alzheimer-Pathologie
zutrifft, wurde die Genexpression der genannten Faktoren zwischen CTR und RUN ver-
glichen (Abb. 4a, b).

Die Untersuchungen ergaben im Hippocampus der RUN-Mé&use eine tendenzielle Erho-
hung der IGF-1-Expression im Vergleich zu CTR, die allerdings nicht statistisch signifikant
war. Hingegen waren die Werte fur FGF-2 im Vergleich der Gruppen CTR und RUN bei
insgesamt sehr niedrigen Werten signifikant verringert. Die Expressionen von BDNF,
NFG, NT-3 und VEGF-a und der Kontrolltiere lagen nah beieinander (Mann-Whitney-U-
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Test: BDNF: p =0.15, NGF: p=0.26, NT-3: p =0.337, FGF-2: p=0.02, IGF-1: p=0.1,
VEGF-a: p =0.15).
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Abbildung 4a: mRNA-Expression neurotropher Faktoren und Wachstumsfaktoren im
Hippocampus der APP23-Maus im Vergleich der Gruppen CTR (schwarzer Balken, n = 6 Tiere) und
RUN (grauer Balken, n = 6 Tiere). Im Alter von 13 Monaten zeigten die RUN-Mause nach 11
Monaten korperlicher Aktivitdt im Hippocampus eine tendenzielle Erhéhung von IGF-1 (Mann-
Whitney-U-Test: IGF-1 p =0.1) und eine signifikante Verringerung von FGF-2 (Mann-Whitney-U-
Test: FGF-2 p = 0.02). Ein Sternchen * zeigt eine statistische Signifikanz von p £ 0.05 an.
Eingesetzte Menge an cDNA: 4 ng/ul, fur IGF-1: 2,6 ng/ul.

Im Kortex exprimierten die Faktoren unter RUN-Bedingungen ebenfalls geringer. Der
Vergleich der Gruppen CTR und RUN ergab Signifikanzen fur BDNF, NGF und FGF-2
(Mann-Whitney-U-Test: BDNF: p=0.04, NGF: p=0.02, NT-3: p=0.945, FGF-2:
p=0.01, IGf-1: p =0.153, VEGF-a: p=1).
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Abbbildung 4b: mRNA-Expression neurotropher Faktoren und Wachstumsfaktoren im Kortex der
APP23-Maus im Vergleich der Gruppen CTR (schwarzer Balken, n = 6 Tiere) und RUN (grauer
Balken, n =7 Tiere). Nach 11 Monaten kdrperlicher Aktivitat (RUN) waren im Kortex BDNF, NGF
und FGF-2 signifikant reduziert (Mann-Whitney-U-Test: BDNF p =0.04 NGF p =0.02, FGF-2
p = 0.01). Ein Sternchen * zeigt eine statistische Signifikanz von p £ 0.05 an. Eingesetzte Menge
an cDNA: 4ng/ul, fur IGF-1: 2,6 ng/pul.

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die aufgefuihrten Ergebnisse zeigen, dass RUN im APP23-Modell mit zerebraler Amy-
loidopathie zu einer signifikanten Reduktion der Expression von endogenem APP so-
wohl im Hippocampus als auch im Kortex fuhrt. RUN kann unter pathologischen Bedin-
gungen, also bei einer Uberexpression von mutiertem APP, die Produktion von
endogenem APP drosseln.

Es zeigte sich, dass RUN nicht direkt auf das Transgen wirkte. Die Expression der hu-
manen transgenen cDNA war in den Gruppen &ahnlich (CTR 128 = 26 ng/ug cDNA, ENR
174 £ 56 ng/ug cDNA, RUN 116 + 32 ng/ug cDNA; Kruska-Wallis-Test: p = 0.6).

Es stellte sich also die Frage, in welchem Kontext diese Regulation von APP ablauft. Da-
zu wurde die Regulation der Gene von NFG, BDNF, NT-3, FGF-2, IGF-1 und VEGF-a

gemessen.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Langzeiteinfluss von ENR auf die APP23-Maus eine

tendenziell verstarkte Hippocampus-spezifische Regulation von neurotrophen Faktoren
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und Wachstumsfaktoren zur Folge hat. BDNF und NT3 sind sogar signifikant hoher ex-
primiert. RUN hingegen zeigte keine klare unterstitzende Wirkung hippocampal expri-

mierter Faktoren, FGF-2 war sogar herunterreguliert (Abb. 5a).

5a Hippocampus mCTR DENR  ORUN
0,35 - . + 12,00
< % .
% 030 1 : 1 10,00
S 0% 1 8,00
~ 0,20 - :
S : 1 6,00
< 0,15 | . .
& 0,10 - : T 400
c H *
S 0,05 - : T 2,00
} ik
0,00 : o e— 3 : : 0,00

NGF NT-3 FGF-2 IGF-1 BDNF VEGF APP

Abbildung 5a: mRNA-Expression des endogenen APP, neurotropher Faktoren und
Wachstumsfaktoren im Hippocampus der APP23-Maus, mRNA-Expression im Hippocampus: Alle
Faktoren zeigten einen Trend in Richtung erh6hte Expression im Vergleich zu ENR und CTR. Der
Trend erreichte statistische Signifikanz fir die NT-3- und BDNF-Expressionen, wahrend FGF-2-
und APP-Expressionen im Vergleich der Gruppen RUN mit CTR signifikant verringert waren. IGF-1
war der einzige Faktor, der den Trend zur erhéhten Expression im Hippocampus der RUN-Mause
zeigte (Kruska-Wallis-Test gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test: n = 6 (CTR), 5 (ENR), 6 (RUN);
BDNF: p = 0.01; NT-3: p = 0.04). Ein Sternchen * zeigt eine statistische Signifikanz von p = 0.05
an. Eingesetzte Menge an cDNA: 4 ng/ul, fur IGF-1: 2,6 ng/ul.

Des Weiteren zeigen die Daten eine auffallig verringerte Expression einiger Faktoren im
Kortex der APP23-Maus (Abb. 5b).
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Abbildung 5b: mMRNA-Expression des endogenen APP, neurotropher Faktoren und
Wachstumsfaktoren im Kortex der APP23-Maus, mRNA-Expression im Kortex: Es gab keinen
signifikanten Unterschied zwischen ENR und CTR fiur diesen Gehirnbereich, obwohl ein Trend
fur héhere Werte fir NT-3 und IGF-1 in reizreicher Umgebung (ENR) erkennbar war. Alle
Faktoren waren bei den RUN-Mé&usen verglichen mit den CTR-Tieren verringert, signifikant fur
BDNF (p =0.04), NGF (p = 0.03), FGF-2 (p =0.01) und endogenes APP (p =0.002). Ein Sternchen *
zeigt eine statistische Signifikanz von p < 0.05 an. Eingesetzte Menge an cDNA: 4 ng/ul, fur IGF-1:
2,6 ng/pl.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie galt es zu untersuchen, inwieweit Leben in ENR und RUN
Einfluss auf die Regulation von endogenem APP in Hippocampus und Kortex sowie auf
die Expression der neurotrophen Faktoren NGF, BDNF, NT-3 und der Wachstumsfakto-
ren FGF-2, IGF-1, VEGF-a im APP23-Mausmodell ausiben.

Die Ergebnisse zeigen, dass RUN uber einen Zeitraum von 11 Monaten zu einer signifi-
kanten Reduktion der Expression von endogenem APP in APP23-Mausen fuhrt. Ein
derartiger Effekt ist bei der Untersuchungsgruppe ENR nicht festzustellen. ENR und
hier speziell deren Langzeiteinfluss, bewirkten jedoch eine erhéhte hippocampale Pro-
duktion von neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren im Vergleich zu CTR. RUN
zeigt hingegen im Ergebnis dieser Untersuchungen keine Beeinflussung der Expression
der untersuchten neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren. Korperliche und
kognitive Stimulation nehmen also unterschiedlich Einfluss auf das APP23-Modell einer

zerebralen Amyloidopathie.

5.1 Endogene APP-Expression ist von aul3en beeinflussbar

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die molekularbiologische Untersuchung der
Auswirkung von ENR und RUN auf die endogene APP-Expression bei 13 Monate alten,
weiblichen transgenen APP23-Mausen mit der schwedischen Doppelmutation (K670N,
M671L). Ein Vergleich zwischen gesundem und pathologischem APP blieb dabei unbe-
achtet.

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen, dass bei gleichbleibender Menge von
AB-Plaques innerhalb der drei Untersuchungsbedingungen (ENR, RUN, CTR) (Wolf und
Kronenberg et al. 2006) die verschiedenen Aktivitdten (ENR und RUN) Auswirkung auf
die endogene APP-Expression hatten. RUN fiihrte zu einer signifikanten Reduktion von
endogenem APP. Im Gegensatz dazu zeigte die ENR-Gruppe regionale Unterschiede
im Einfluss auf die endogene APP-Produktion. Im Hippocampus wurde in der vorliegen-
den Studie mehr APP und im Kortex weniger APP gebildet, allerdings in beiden Fallen

ohne statistische Signifikanz.
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Diese Regulationen sind nicht einfach zu interpretieren, da sie im Kontext der Uberex-
pression des humanen APP23 stattfinden. In den hier untersuchten, transgenen APP23-
Méausen, liegt das humane APP in hoherer Kopienanzahl vor, als in nicht transgenen
Méausen. Im realen Fall Iage beim Patienten nur ein, mutmalfilich regulierbares APP-Gen
vor. Dabei reicht die Kopienzahl des humanen APP in der APP23-Maus nicht an die

Zahl der Kopien des APP im Menschen heran.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass RUN unter den pathologischen Bedingungen
der Uberexpression von humanem APP die Produktion von murinem APP, sowohl im

Hippocampus als auch im Kortex drosseln kann.

In einer weiterfihrenden Studie konnten Mirochnic und Kollegen den Einfluss von Aktivi-
tat auf die endogene APP-Expression im APP23-Mausmodell bestéatigen, wobei diese
Ergebnisse gegensatzliche Effekte zu unserer Studie zeigten. ENR senkte die Expres-
sion von endogenem APP (ohne statistische Signifikanz), wahrend RUN selbige steiger-
te (Mirochnic et al. 2009).

Die Wirkung der herausgefundenen Regulationen des APP ist noch recht unklar und
muss, wie auch andere physiologische Zusammenhange zum APP, weiter erforscht
werden. Ausgehend davon, dass APP eine Schlisselrolle in synaptischen Prozessen
und neuronaler Plastizitat spielt (Aydin et al. 2012), legen unsere Ergebnisse nahe,
dass Training zumindest partiell Einfluss auf pathogenetisch relevante Parameter der

Alzheimer-Erkrankung nehmen koénnte.

5.2 Reizreiche Umngebung (ENR) stimuliert die Produktion
von neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren im
adulten Gyrus dentatus im Alzheimer-Demenz-Modell

Unabh&ngig von einer neuroprotektiven Wirkung und der Plaquebildung wurde die Re-
gulierung der neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren unter ENR-Bedingungen
im Alzheimer-Demenz-Modell untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass durch ENR
die hippocampale Produktion von neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren im
APP23-Modell erhdht wird. Im Hippocampus der ENR-Tiere waren die mRNA-
Expressionsspiegel von BDNF und NT-3 statistisch signifikant vermehrt reguliert. Es lag
nahezu kein Effekt von ENR auf die Produktion von NGF und FGF-2 vor. Ebenso wurde

im Kortex fur fast alle neurotrophen Faktoren sowie Wachstumsfaktoren eine Erh6hung
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beobachtet, was jedoch nur als eine Tendenz betrachtet werden kann, da keine statisti-

sche Signifikanz vorlag.

Zahlreiche Studien an nicht transgenen Tieren kommen zu den Ubereinstimmenden Er-
gebnissen (Ickes et al. 2000, Torasdotter et al. 1998; Pham et al. 1999b; Falkenberg
et al. 1992), dass das bessere Leistungsvermdgen von ENR-Tieren mit einer hippo-
campalen Erhéhung von BDNF, NT-3, IGF-1 und VEGF-a korrelierte.

Bezuglich des unveranderten NGF-Wertes konnten wir die Ubereinstimmung zu Klini-
schen Studien bei Alzheimer-Demenz-Patienten dokumentieren (Goedert et al. 1989,
Fahnestock et al. 1996). Van Praag und Kollegen belegten, dass das Leben in ENR mit
beliebiger Nutzung des Laufrades die Produktion von BDNF und NGF beeinflusst (van
Praag et al. 2000). Pham und Kollegen berichten von einem erhdhten hippocampalen
NGF-Spiegel nach Langzeiteinfluss von ENR, allerdings bei nicht transgenen Tieren
(Pham et al. 1999a). Ickes und Kollegen zeigten, dass NGF im Gehirn von in ENR le-
benden Ratten verstéarkt positiv reguliert wurde (Ickes et al. 2000).

Zudem zeigen wir in der Studie, dass ENR eine Auswirkung auf die Expression neuro-
tropher Faktoren hatte, obwohl die Plaqueanhaufung durch ENR nicht beeinflusst wurde
(Wolf und Kronenberg et al. 2006). Ein Leben in ENR verhindert im APP23-Mausmodell
folglich nicht das Ausbrechen der Pathologie selbst, sondern scheint den Krankheitsver-
lauf nur verzdégern zu konnen und nimmt vermutlich indirekten, kompensatorischen Ein-

fluss.

Die neue Aussage dieser vorliegenden Studie ist, dass die endogene Produktion der
meisten neuroprotektiven Faktoren im Hippocampus durch ENR sogar unter Alzheimer-
Demenz-ahnlichen Bedingungen erhéht sein kann. Die erhdhten Konzentrationen der
MRNA der in dieser Arbeit untersuchten trophischen Faktoren im Hippocampus legen
nahe, dass sie Einfluss auf seine Funktionen ausiben, genau so, wie sie in Beziehung
mit Prozessen des Lernens und Erinnerns stehen (vgl. Aberg 2010; Antequera et al.
2012; Castellanos et.al 2003; Egan et al. 2003; Freude et al. 2009; Jin et al.2003; Kiyo-
ta et al. 2011; Kuhn et al. 1997; Rai et al. 2007; Shimazu et al. 2006; Vaymann et al.
2004). Dabei ist der Hippocampus als dynamische Gehirnstruktur entscheidend bei dem
Prozess der Gedachtniskonsolidierung beteiligt, da in der Region des Gyrus dentatus

durchgangig, d. h. auch wahrend des Alterungsprozesses, Neurogenese stattfindet
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(Kempermann et al. 2003; Knoth et al. 2010). Die Verhaltensanderungen durch ENR
beeinflussen die hippocampale Neurogeneserate (Kempermann et al. 1997, 1998). Da-
bei werden standig neue Zellen funktional in das bestehende neuronale Netzwerk ein-
gebaut (van Praag et al. 2002). Diese interessante Verbindung fuhrte zur Neubewertung
von Neurogenese bei verschiedenen humanen Erkrankungen, die mit einem Verlust von
hippocampalen Funktionen verbunden sind. Dazu gehért auch die Alzheimer-Demenz.
Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen somit diese Aussage auch fir die Alzheimer-
Demenz-Pathologie und bestarken das Modell der kognitiven und neuralen Reserve.

Uberdies besteht eine Mehrfachwirkung von ENR auf adulte Neurogenese im Alzheimer-
Demenz-Modell. So hat die Erh6hung der neurotrophen Faktoren und Wachstumsfakto-
ren als Konsequenz einer ENR nicht nur Auswirkung auf Vorlauferzellen allein, sondern
beeinflusst auch bestehende adulte Nervenzellen und Synapsen (Kumar et al. 2011). Die
neurotrophe Hypothese neurodegenerativer Erkrankungen wie der Alzheimer-Demenz

sieht die Degeneration als Folge des Fehlens trophischer Unterstlitzung an.

Zusammenfassend stellen wir fest, dass ein Zusammenhang zwischen ENR und der
Produktion von Neurotrophinen existiert. Ihre Produktion ist bei pathologischen Prozes-
sen haufig lokal erhdéht und sie sind somit an Schutz- und Reparaturvorgéngen beteiligt
(Carro et al. 2001; Doré 1997; Larsson et al. 1999; Young et al. 1999). Diese Aussagen
scheinen auch auf die Alzheimer-Demenz-Pathologie zuzutreffen. Es ist deutlicher ge-
worden, dass der schitzende Effekt von ENR nach pathologischen Prozessen auch im
Alzheimer-Demenz-Modell durch die Bildung der Neurotrophine (BDNF, NT-3) vermittelt
wird. Dies stimmt mit den Befunden anderer Forschungsgruppen uberein (vgl. Be-
kinschtein et al. 2011). ENR schutzt vor kognitiven Einbu3en Gber die Vorbeugung se-

kundarer Degeneration und erhalt Uberleben und Funktion der Neurone.

5.3 Koarperliche Aktivitat (RUN) steigert die Produktion von
neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren im
Alzheimer-Demenz-Modell nicht

In der vorliegenden Studie fanden wir keine durch RUN ausgeltste erhéhte Expression
von neurotrophen Faktoren und Wachstumsfaktoren, wie sie in anderen Studien doku-
mentiert ist (Adlard et al. 2005a, 2011; Berchtold et al. 2010; Carro et al. 2001; Fabel
etal. 2003, Farmer et al. 2004; Gomez-Pinilla 1997; Griesbach et al. 2004; Llorens-
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Martin et al. 2010; Marlatt et al. 2012; Neeper etal. 1995; Trejo etal. 2001, 2008;
Vedovelli et al. 2011). Vielmehr fanden wir eine unerwartete Reduzierung der Expressi-
on von BNDF, NGF und FGF-2 im Hippocampus oder Kortex der RUN-Tiere im Ver-
gleich zu CTR. Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen in Bezug auf Alterungspro-
zesse oder neurodegenerative Prozesse (Adlard et al. 2005a, 2011; Berchtold et al.
2010; Marlatt et al. 2012), bestatigt die vorliegende Studie nicht die positive Wirkung

von RUN auf altere Mause mit Alzheimer-Erkrankung.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die BDNF-Expression im nicht transge-
nen Tiermodell durch RUN gesteigert wurde (Adlard et al. 2005a, 2011; Berchtold et al.
2010; Farmer et al. 2004; Griesbach et al. 2004; Neeper et al.1995; Marlatt et al. 2012;
Zajac et al. 2010). Die BDNF-Expression dieser Arbeit steht im Gegensatz zu den Er-
gebnissen eben genannter Studien. Es zeigen sich Unterschiede in der Wahl des Tier-

modells, des Alters und im experimentellen Design.

Neeper und Kollegen untersuchten die BDNF-Expression in Nagetieren nach sehr kur-
zem Verbleib der Tiere in der RUN-Umgebung (0 bis 7 Nachte). Die grof3ten Effekte auf
BDNF traten durch vermehrte Regulation im Hippocampus und kaudalen Neokortex auf
(Neeper et al. 1995). Es war die erste Studie, die daraufhin deutete, dass Wachstums-
faktoren unterstiitzende Effekte von Aktivitat im Gehirn vermitteln (van Praag et al.
1999). Speziell die freiwillige Nutzung des Laufrades von Ratten erhoht den BDNF-
MRNA-Anteil im Hippocampus und Kortex (van Praag et al. 1999). In der Studie von
Farmer und Kollegen wurden ebenfalls mannliche Ratten untersucht. Im Gyrus dentatus
der RUN-Tiere trat eine signifikant erhéhte BDNF- und Glutamat-Rezeptor-5-Expression
auf (Farmer et al. 2004). Darauf basierend untersuchten Adlard und Kollegen die Wir-
kung von RUN auf die BDNF-Expression im Hippocampus an Nagetieren unterschiedli-
chen Alters (2, 15 und 24 Monate). Ein weiterer Unterschied war die Dauer der Exposi-
tion der Tiere in der RUN-Umgebung von vier Monaten. Als Ergebnis dieser Studie
fanden auch hier die Wissenschaftler eine erhéhte BDNF-Expression nach einer Wo-
che, die allerdings nach zwei Wochen zurtickging und nach drei Wochen erneut anstieg
(Adlard et al. 2005a). Giel3bach und Kollegen gingen der Frage nach, ab wann die be-
kannte Regulation von Aktivitat auf BDNF seine Wirkung zeigt. Die Ergebnisse bestatig-
ten die héchste BDNF-Expression im Gehirn nach einem posttraumatischen Zeitfenster

von einer Woche. RUN fuhrt ebenfalls zu erhéhter endogener BDNF-Produktion, auch
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wenn die Tiere erst zwei bis drei Wochen nach dem Trauma dieser Umweltbedingung
ausgesetzt werden (Griel3bach et al. 2004). Nachhaltig verfugbar ist BDNF im Hippo-
campus unmittelbar, sowie ein bis zwei Wochen nach RUN (Berchtold et al. 2010).
BDNF konnte fur eine zeitlich verzogerte Verbesserung von Lernleistungen der Ver-
suchstiere verantwortlich sein (Berchtold et al. 2010). Bei &lteren Versuchstieren er-
leichtert milder Stress das Lernen, und die Erhaltung dieser Wirkung wird durch RUN
verbessert und konnte auf das erhdhte Level von BDNF zurtickgefuhrt werden (Adlard
et al. 2011). Marlatt und Mitarbeiter untersuchten neun Monate alte Tiere, die fur einen
oder sechs Monate Zugang zum Laufrad hatten. Sowohl hippocampale Neurogenese
als auch die BDNF-Expression waren nach der Langzeitaktivitat erhoht. Training tGber
diesen Zeitraum wirkt dem altersbedingten Ruckgang von raumlicher Orientierung ent-
gegen (Marlatt et al. 2012).

Die unterschiedlichen Ergebnisse von RUN auf die BDNF-Expression kénnen damit
erklart werden, dass wir ein transgenes Tiermodell benutzten und in den genannten
Studien der Verbleib der Tiere mit Laufrad (von einer Wochen bis sechs Monaten) kr-
zer war anstelle von 11 Monaten in unserer Arbeit. Zusatzlich zur Alzheimer-Pathologie
waren unsere Tiere (bis auf die Marlattstudie) auch &lter als die in den erwahnten Stu-

dien verwendeten Tiere.

IGF-1 war der einzige neurotrophe Faktor, der eine Tendenz in Richtung erhéhter Ex-
pression im Hippocampus der RUN-Gruppe aufzeigte. IGF-1 wird als starker Vermittler
fur den aktivitdtsabhangigen Schutz von Neuronen gehalten (Carro et al. 2001). Trejo
und Kollegen zeigten, dass die Steigerung adulter Neurogenese durch Laufradaktivitat
von IGF-1 vermittelt wird: Inhibition der IGF1-Wirkung blockierte die Wirkung auf die
adulte Neurogenese (Trejo et al. 2001). In weiterfUhrenden Studien spielt IGF-1 eine
entscheidende regulatorische Rolle bei der Vermittlung von positiven Effekten durch
RUN auf raumliches Lernen, Angstverhalten und die Neurogenese (Trejo et al. 2008;
Llorens-Martin et al. 2010). IGF-1 ist als neuroprotektiver Faktor in In-vivo- und In-vitro-
Modellen der Alzheimer-Demenz bekannt (Aquado-Llera et al. 2005; Carro und Torres-
Aleman 2004; Freude et al. 2009; Niikura et al. 2001). AulRerdem lasst die Blockade des
IGF-1-Rezeptors Alzheimer-Demenz-ahnliche Pathologien entstehen (Carro und Torres-
Aleman 2004).
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In dieser Arbeit war VEGF-a im Hippocampus der RUN-M&ause verringert exprimiert,
wenn auch nicht statistisch signifikant. Auch Luppi und Solerte fanden eine verringerte
VEGF-a-Freisetzung im Alzheimer-Demenz-Modell (Luppi et al. 2009; Solerte et al.
2005). Diese verringerte Expression konnte die altersabhangigen Durchblutungsstorun-
gen und cerebrovaskularen Veranderungen im Gehirn widerspiegeln (Krucker et al.
2004). Im Gegensatz zu dem Ergebnis dieser Arbeit konnte in anderen nicht transgenen
Tieren gezeigt werden, dass VEGF-a RUN mit adulter hippocampaler Neurogenese und
hippocampalen Funktionen verbindet (Cao et al. 2004; Fabel etal. 2003; Schanzer
et al. 2004). So untersuchten Fabel und Kollegen den Effekt von VEGF-a auf isolierte
Vorlauferzellen aus dem adulten Hippocampus von Nagetieren, um den méglichen Ein-
fluss von physiologisch gebildetem VEGF-a zu bestimmen. Auch hier verhindert die
Blockade von VEGF-a die aktivitatsinduzierte Neurogenese (RUN fur 1 Woche, Alter
der Tiere 8 Wochen). Also scheint VEGF-a notwendig bei der aktivititsabhangigen adul-

ten Neurogenese zu sein (Fabel et al. 2003).

Die erhohte IGF-1 und verringerte VEGF-a-Expression im Hippocampus der RUN-
Méause weist auf eine unterschiedliche Auswirkung von RUN auf nicht transgene Tiere
und Mause mit Alzheimer-Demenz-Pathologie hin. Der Mangel an anderen neurotro-
phen Faktoren, wie BDNF und NGF oder des Wachstumsfaktors FGF-2 im Hippocam-
pus oder die geringe Expression dieser Faktoren im Kortex der RUN-Mause kann teil-
weise die gleichbleibende Neurogeneserate in Bezug auf CTR und die verringerte
kognitive Leistung dieser Mause erklaren (Wolf und Kronenberg et al. 2006).

In unserem Alzheimer-Demenz-Mausmodell stellt RUN allein keinen ausreichenden
Schutz vor kognitiven Verlusten dar. Man braucht mutmalflich zuséatzliche stimulierende
Reize — so, wie Kronenberg und Kollegen an nicht transgenen Mausen dokumentieren
konnten. Sie zeigten, dass kontinuierliches Rennen dem altersbedingten Riickgang der
Vorlauferzellaktivitat im Gyrus dentatus der Mause entgegenwirkt, aber nicht automa-
tisch zur gesteigerten Neurogenese fiihrte (Kronenberg et al. 2006). Wenn die kognitive
Stimulation durch ENR fehlt, kann das Potenzial der Neurogenese nicht voll erreicht
werden. Fabel und Kollegen untersuchten in einer weiterfihrenden Studie, ob die
Proliferation der Vorlauferzellen nach RUN ebenfalls zur gesteigerten Neurogenese
fuhrt, wenn RUN ein Neuronen-tberlebensfordernder Stimulus (ENR) nachgeschaltet

wird. Fabel zeigte, dass die Kombination aus 10 Tagen RUN, gefolgt von 35 Tagen ENR
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einen additiven Effekt auf die adulte hippocampale Neurogenese (30 % mehr neue
Neurone) in Mausen, im Vergleich zu den einzelnen Aktivitatsmodellen bewirkte (Fabel
et al. 2009).

RUN steigert die Anzahl der Zellen, die sich bilden (Zellproliferation, fiir kurze Zeit von
bis zu 10 Tagen), wenn diese nicht gebraucht werden, sterben sie wieder ab. ENR wie-
derum fordert das Uberleben neugebildeter Zellen und damit die Neurogenese. Somit
steigert ENR die Plastizitat. RUN und ENR beeinflussen die hippocampale Neurogene-
se auf unterschiedlichen Wegen.

5.4 Reizreiche Ungebung (ENR) stimuliert adulte
hippocampale Neurogenese auch im Alzheimer-
Demenz-Modell

Interessant ist der Befund, den wir in der Studie zur aktivitatsabhangigen Plastizitat im
Modell der Alzheimer-Demenz-Erkrankung machten (Wolf und Kronenberg et al. 2006).
In der histologischen Untersuchung an den von mir molekularbiologisch untersuchten
13 Monate alten weiblichen transgenen APP23-Mausen, fanden sich unveranderte AB-
Plaques innerhalb der drei Untersuchungsbedingungen (ENR, RUN, CTR) sowohl im

Kortex als auch im Hippocampus (Wolf und Kronenberg et al. 2006).

Trotz gleichbleibender AB-Plaques zeigten die Tiere nach 8,5 Monaten ENR bei Verhal-
tenstests, wie dem von Wolf und Kollegen angewandten Morris-Water-Maze-Test
(rdumliche Orientierung), im Vergleich zu den RUN- und CTR-Tieren bessere Lern-

ergebnisse (Wolf und Kronenberg et al. 2006).

Diese Steigerung der kognitiven Funktionen ging, wie in der vorliegenden Arbeit ge-
zeigt, einher mit spezifisch hippocampal erh6hten Genexpressionen von neurotrophen

Faktoren und Wachstumsfaktoren (Wolf und Kronenberg et al. 2006).

Die Studie von Arendash und Kollegen zeigen &hnliche Befunde. 16 Monate alte weibli-
che APP23-Mause, erzielten nach vier Monaten in ENR trotz gleichbleibender Ap-
Plaqueanzahl, bessere kognitive Testergebnisse als die CTR-Tiere (Arendash et al.
2004). Der kurze Verbleib in ENR verbessert bei alteren, erkrankten Mausen die Fahig-

keit, Neues zu erlernen und sich zu erinnern.

58



Genexpression im Alzheimer-Demenz-Modell Diskussion

Lazarov et al. und Hu et al. verwendeten ein doppelt transgenes Mausmodell
(APPswe/PS1dE9) der Alzheimer-Demenz und zeigen in ihren Ergebnissen eine Re-
duktion der Ap-Konzentration und eine reduzierte AB-Ablagerung nach fiinf Monaten
RUN und ENR (Lazarov et al. 2005) sowie eine Reduktion von sAB-Oligomeren nach
einem Monat ENR (HU et al. 2010). Wie Wolf diskutierte, erforschten die Arbeitsgrup-
pen im Gegensatz zu den oben genannten Studien méannliche Tiere, was voneinander
abweichende Ergebnisse zum Teil erklaren kdnnte, da geschlechtsspezifische Unter-
schiede in der Plagueablagerung bekannt sind (Wolf und Kronenberg et al. 2006).
Wang und Kollegen fanden heraus, dass weibliche, doppelt transgene Mause
(APPswe/PS1) mehr ApB-Ablagerungen aufwiesen als ihre mannlichen Artgenossen
(Wang et al. 2003).

Im Gegensatz zu den Studien (Arendash et al. 2004; Hu et al. 2010; Lazarov et al.
2005; Wolf und Kronenberg et al. 2006) berichten Jankowsky und Kollegen bei der Un-
tersuchung eines weiteren PS1/APP-Mausstamms (PS1dE9/ APPK670/M671L) von
einer erhbhten endogenen und transgenen AB-Ablagerung nach sechs Monaten reizrei-
cher Umgebung (Jankowsky et al. 2003). Wie Wolf und Kollegen feststellten, war ein
wichtiger Unterschied der Jankowsky-Studie der stetige Wechsel der sozialen Struktur
innerhalb der ENR-Gruppe im Vergleich zur CTR-Gruppe (Wolf und Kronenberg et al.
2006). Anhaltender Wechsel der sozialen Struktur in der ENR-Gruppe kdnnte der Grund
fiir Stress sein, der zur Anderung der zellularen Antwort im Vergleich zur ungestorten
CTR-Gruppe fuhrte. Sapolsky und Kollegen zeigten, dass derartige Gruppenumgestal-

tung zur Induktion von anhaltendem sozialem Stress fihren kann (Sapolsky 2005).

Wenn Mause der ENR-Bedingung in frihem Lebensalter ausgesetzt werden, kénnen
die Tiere die Alzheimer-Demenz-Pathologie kompensieren. Im spateren Lebensalter
kann ENR die kognitiven Fahigkeiten verbessern, aber nicht mehr die Plaquebildung

verhindern.

Zusammengefasst deuten die genannten Studien auf eine nicht kausale Verbindung
zwischen einerseits ENR und der AB-Plagueanzahl und andererseits kognitiver Funkti-
on und AB-Plaqueanzahl hin. Demzufolge konnte eine deutliche Trennung dieser Para-
meter erkannt werden. Wenn auch in verschiedenen Studien der Effekt von ENR auf die
Alzheimer-Demenz-Pathologie im Tiermodell untersucht wurde (Arendash et al.2004;
Costa 2007; Jankowsky 2003, 2005; Lazarov et al. 2005; Hu et al. 2010), machen deren
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kontroverse Ergebnisse weitere Untersuchungen erforderlich, um den Einfluss einer

komplexen Umgebung auf den Amyloid-Methabolismus beurteilen zu kénnen.

Wolf und Kronenberg zeigen, dass der Einfluss von ENR auf die adulte hippocampale
Neurogenese unabhangig von endogenem APP und damit der Plaquebildung zu sehen
ist (Wolf und Kronenberg et al. 2006). Die Bildung neuer Nervenzellen im Gyrus denta-

tus findet trotz einer Alzheimer-ahnlichen Pathologie im Tiermodell weiterhin statt.

Jin und Kollegen berichten sogar von einer gesteigerten Neurogeneserate in der Sub-
granularen Zone des Gyrus dentatus als Antwort auf die Pathologie bei der PDGF-
APPsw,nd-transgenen Maus (Jin et al. 2004b). Weiterfuhrende Studien an Mausmodel-
len PDGF-APPsy, ind Und APPsyw, Ind Unterstreichen diese gesteigerte Neurogeneserate
(Gan et al. 2008; Lopez-Toledano et al. 2007). Die Ergebnisse unserer Studie zeigen,
dass trotz unveranderter Plaqueansammlung das neurogene Milieu bewahrt blieb. Die
Anzahl der Calretinin exprimierender Zellen war in ENR-Umgebung erhoht, was auf den
Einfluss von ENR flr die spatere Phase der neuronalen Entwicklung im Hippocampus
der APP23-Maus hinweist (Wolf und Kronenberg et al. 2006). Dieses Ergebnis bestatigt
friihere Beobachtungen tiber den vorrangigen Einfluss von ENR auf das Uberleben dif-
ferenzierter Kérnerzellen bei alteren Mausen (Kempermann et al. 2002). Mirochnic und
Kollegen bestatigten mit ihrer weiterfiihrenden Studie, dass bei gleichbleibender
Plagueansammlung im Hippocampus der APP23-Maus das Potenzial zur adulten Neu-
rogenese in Abhangigkeit von Aktivitdt und Erfahrung erhalten bleibt (Mirochnic et al.
2009). Diese Studien untersuchten den Effekt von ENR und RUN auf die Neurogenese-
rate in alteren Tieren (finf Monate und alter) nach der Amyloidablagerung (Mirochnic
et al. 2009; Wolf und Kronenberg et al. 2006). Die Ergebnisse zeigen, dass ENR die
hippocampale Neurogenese in verschiedenen Alzheimer-Demenz Modellen erhoht
(Catlow et al. 2009; Herring et al. 2009; Mirochnic et al. 2009; Wolf und Kronenberg
et al. 2006).

Trotz auftretender Unterschiede in den Ergebnissen unterstiitzen diese Studien die Hy-
pothese der ,neuralen Reserve®. Entsprechend dieser Theorie widersteht das neuronale
Netzwerk, gestarkt durch kognitive Herausforderungen, einer Stérung durch eine Er-

krankung besser, als ein weniger trainiertes (Kempermann 2008).
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5.5 Klinische Anwendbarkeit: Schiitzen kdrperliche
Aktivitat und geistiges Training vor voranschreitender
Neurodegeneration bei Alzheimer-Patienten?

Die Beobachtungen, dass Plaque und NFB sich auch in pathologisch nicht betroffenen
alteren Gehirnen wiederfinden, und zwar haufig mit der gleichen Verteilungsdichte wie
bei Alzheimer-Demenz-Patienten, zeigen, dass die klinische Auspragung der Alzheimer-
Demenz sehr variieren kann. Aul3erdem besteht kein zwangslaufiger Zusammenhang
zwischen den neuropathologischen Erscheinungsformen der Alzheimer-Demenz und
dem Ausbruch oder dem Fortschreiten der Erkrankung. Dies fuhrte zur Hypothese der
kognitiven Reserve (Cummings et al. 1998; Katzmann et al. 1993; Scarmeas und Stern
2003; Staff et al. 2004; Stern et al. 2006).

Sie lasst darauf schlie3en, dass fortschreitende Neurodegeneration kompensiert wer-
den kann, abhangig von der friher erworbenen funktionalen Reserve. Zu genau diesem
Ergebnis kamen Hofman und Mitarbeiter in ihrer prospektiven Verlaufsstudie zur Epi-
demiologie der Alzheimer-Demenz mit 7.983 Rotterdamer Probanden im Alter von 55
Jahren und &lter. Pravention hat das grof3te Potenzial neurologischen Erkrankungen bei

alteren Menschen vorzubeugen (Hofman et al. 2006).

Geistige Aktivitat schitzt vor Demenz. Der Grund daftr wird in der Jugend durch Bil-
dung gelegt (Kornhuber 2004). Generell reduzieren Bildung und berufliche Weiterent-
wicklung das Risiko einer Demenz und im Besonderen die Entwicklung einer Alzheimer-
Demenz (Katzmann et al.1993). Ahnlich dem Leben im ENR-Mausmodell, hat mentale
Aktivitat des Menschen einen vorbeugenden Effekt gegen Alzheimer-Demenz. Auch
soziale Kontakte bedeuten geistige Anregung. Das bewirkt gesteigerte Gehirntatigkeit
und beugt einer Demenz vor (Link 2008). Andere Studien haben bestétigt, dass ein ge-
sunder Lebensstil mit taglicher korperlicher Aktivitat deutlich gegen die Ausbildung einer
Alzheimer-Demenz wirken (Fratiglioni et al. 2004; Chang et al. 2010), dass physische
Aktivitat im mittleren Lebensalter zum Erhalt der kognitiven Funktionen beitragen kann
und das Risiko, im spéteren Alter an Demenz zu erkranken, verringern oder sogar ver-
hindern kann (Chang et al. 2010). Die Ergebnisse zeigen, dass physische Aktivitat nicht
nur das Risiko verringert, an Alzheimer-Demenz zu erkranken, sondern auch bei er-

krankten Patienten die Uberlebensdauer erhéht (Scarmeas et al. 2011).
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Der Nachweis eines potenziell positiven Effekts von korperlicher und geistiger Aktivitat
auf die Entwicklung einer Demenz in einer Interventionsstudie wirde einen bedeuten-
den Fortschritt mit sich bringen. Solange im Frihstadium der Demenz keine anderen
Therapien verfiigbar sind, gilt dies nicht nur fir die Demenzpravention, sondern auch fur
die allgemeine Gesundheit (Weih et al. 2009).

Geistige und korperliche Aktivitat wirken protektiv gegen Alzheimer-Demenz (Colombe
et al. 2004a, b; Fratiglioni et al. 2004; Hofman et al. 2006; Rovio et al. 2005; Wilson
et al. 2002). Dass mentaler und korperlicher Hirnsport sich auszahlt und geistige Reser-
ven schafft, die das Gehirn vor altersbedingtem Verfall bewahren, haben Oswald und
Kollegen mit ihrer SimA-Studie belegt. Nur die Kombination aus Gedéachtnis- und kor-
perlichem Training schitzte die Teilnehmer vor geistigem Abbau (Ackermann und
Oswald 2008). Fir ein erfulltes Leben ist die Kombination von korperlicher und kogniti-
ver Stimulation erforderlich, um kognitive Verluste zu verzégern oder zu kompensieren
(Oswald und Ackermann 2009a, c).
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