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1.Einleitung

1. Einleitung

1.1 Neurodegenerative Erkrankungen

Diffuse atrophische Prozesse im zentralen Nervensytem (ZNS), die zu einem Zelluntergang
fihren, kennzeichnen das Krankheitsbild neurodegenerativer Erkrankungen. Abhangig von
der Lokalisation des Untergangs zeigen sich klinisch und pathologisch unterschiedliche
Hauptmerkmale [1]. Diese korrelieren mit der Progression der Atrophie und entstehen
typischerweise schleichend. Charakteristisch sind intra- oder extrazelluldre Ablagerungen
verschiedener Proteine (z. B. AB-Protein, Tau-Protein, a-Synuclein, Ubiquitin), welche
altersunabhéangig sporadisch oder genetisch bedingt auftreten.

Waéhrend Morbus Pick, Morbus Parkinson, Chorea Huntington und amyotrophe
Lateralsklerose systemische Atrophien darstellen, finden bei Morbus Binswanger und der
Alzheimer Krankheit diffuse, im Gehirn (aber auch an GefaBen) lokalisierte Prozesse satt [2].

1.2 Demenzen

In Landern der westlichen Welt sind Demenzen zu einem schwerwiegenden sozialen und
gesundheitspolitischen Problem geworden. 2011 gab es ca. 33,9 Millionen Demenzkranke
weltweit [3] wobei allein 1,2 Millionen Betroffene in Deutschland lebten. Die Pravalenz
verdoppelt sich ab dem 60. Lebensjahr alle finf Jahre von 1% bei den unter 60-Jahrigen auf
bis zu 35% bei den Uber 95-Jahrigen. Im Jahr 2005 schéatzte man die Inzidenz global auf 4,6
Millionen. Diese Zahl wird sich aufgrund des demographischen Wandels stark vervielfachen,
so dass 2040 weltweit Gber 81,1 Millionen Menschen betroffen sein werden [4], [5].
Demenzen stellen eine soziale und finanzielle Belastung sowohl fir Betroffene selbst, deren
Angehdrige und das zustandige Pflegepersonal als auch fiir die Gesamtheit des deutschen
Gesundheitswesens dar. Der Aufwand der gesetzlichen Kranken- und Pflegeversicherung
pro Patient wurde im Jahre 2002 auf rund 13000 € beziffert [6]. Dabei sind indirekte Kosten,
die unter anderem die unentgeltliche Pflege und Betreuung durch die Angehdérigen
umfassen, nicht eingerechnet. Diese indirekten Kosten betrugen nach Hallauer im Jahr 2005
insgesamt 43750 € pro Patient [7]. Damit ist die AD bereits heute eine der teuersten
Krankheiten, deren Kosten in Zukunft weiter steigen werden [8]. Die Dringlichkeit des
Erforschens der Ursachen und Risiken und die Entwicklung neuer Therapieanséatze spiegelt
sich in den weltweit existierenden AD-Forschungseinrichtungen wider [9].
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Demenzerkrankungen weltweit (in Mio)
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Abb. 1: Anzahl an Demenzerkrankten im Alter Uber 60 Jahre im Jahre 2001 (modifiziert aus [4]).

Betroffene erwerben im Laufe ihres Lebens kognitive Stérungen, die zu Beeintrachtigungen
im alltaglichen-, wie beruflichen Leben und somit insgesamt zu einer Verschlechterung des
friheren Leistungsniveaus flhren [10]. Eine selbstandige Lebensfihrung ist im
fortgeschrittenen Stadium nicht mehr méglich. Nach dem ICD-10 missen zur Stellung der
Diagnose ,Demenz® die Symptome ,Beeintrachtigung hdherer kortikaler Funktionen inklusive
Gedachtnisstérung, Abbau des Denkvermdgens, und Veranderung der Persénlichkeit* Gber
eine Dauer von mindestens sechs Monaten vorhanden sein und einen chronisch-
progressiven Verlauf zeigen, der zu einer deutlichen Beeintrachtigung des alltaglichen
Lebens fuhrt [11].

Neben einem hoheren Lebensalter sind genetische Dispositionen ein weiterer Risikofaktor
fur die Entwicklung einer Demenz. Arterielle Hypertension [12], hoher Body Mass Index
(BMI) [13], Diabetes mellitus [14], [15], kardiovaskuldre Erkrankungen [16], UbermaBiger
Alkoholkonsum in Verbindung mit Apolipoprotein Ee4-Polymorphismus [17], Rauchen und
psychosoziale Faktoren wie niedriges Ausbildungsniveau, sportliche Aktivitdten und
Freizeitgestaltung sowie das soziale Netzwerk [18], [19] sind veranderbare, individuelle
Risikoparameter, die als zusatzliche Ursachen diskutiert werden [20].

Dementielle Erkrankungen lassen sich in primare Formen mit zerebraler Ursache und
sekundére Demenzen, die erst im Verlauf einer anderen Grundkrankheit auftreten, einteilen.
Sekundare Demenzen sind selten (ca. 10%) und werden durch Tumore, Prionen- oder
Viruserkrankungen wie die Creutzfeld-Jakob-Krankheit und HIV, Medikamente, Gifte und
Traumata ausgeldst (Abb. 2).

Primare Demenzen machen einen Anteil von rund 90% aus. Sie werden untergliedert in
degenerative Demenzen, bei denen es zum Untergang von Neuronen kommt, und vaskulare
Demenzen, die aufgrund von GeféaBverdnderungen und folgender zerebraler
Minderperfusion auftreten. Zudem gibt es Mischformen aus degenerativer und vaskularer

Demenz [21]. Degenerative Formen werden anhand ihrer Lokalisation in kortikale und
2
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subkortikale Stérungen unterteilt. Wahrend der subkortikale Demenztyp Stérungen im
Sozialverhalten, der Persdnlichkeit sowie der gedanklichen Flexibilitdt beim Konzentrieren
oder Planen betrifft, ist die kortikale Demenz durch Stérungen beim Lernen und Denken
gekennzeichnet. Auch Sprache und raumliche Orientierung sind betroffen [22], [23].

Abbildung 2 zeigt eine vereinfachte Ubersicht zur Unterteilung der verschiedenen
Demenzformen: Die Alzheimer Demenz (AD) gehért zu den neurodegenerativen Formen und

macht mit rund 66% den grdBten Anteil aus.

Demenz

primare Form sekundare Form

degenerativ vaskular gemischt

infektios
metabolisch
mechanisch
toxisch

kortikal subkortikal degenerativ + vaskular

HIV-Demenz

Wemicke-
Enzephalopathie

Dementia pugilistica
Korsakow-Demenz

AD
Morbus Pick
Down-Syndrom

Morbus Parkinson Multiinfarkt- Demenz
Chorea Huntington Morbus Binswanger

/ J

Abb. 2: Einteilung der Demenzformen (modifiziert aus [21] und [23])

Die Diagnostik einer Demenz erweist sich als schwierig. Meist kann die Diagnose erst spat
gestellt werden, da es lange dauert, bis die ersten manifesten Symptome auftreten und
richtig gedeutet werden. Zur Abgrenzung verschiedener Differentialdiagnosen ist die
Anamnese, besonders auch die der Familienangehdrigen wichtig. Mittels Bildgebender
Verfahren wie kraniale Computertomographie (cCT), Magnetresonanztomographie (MRT)
(Abb. 3) und Positronenemissionstomographie (PET) sind andere Gehirnerkrankungen
auszuschlieBen. So kann zum Beispiel die Reduktion des hippocampalen Volumens, welche
bei der AD fur den Gedachtnisverlust ursachlich ist, beurteilt werden. Desweiteren wird
mittels Mini-Mental State Examination (MMSE) und dem Uhren-Test der Verdacht einer
Demenz bestétigt und die Progredienz Uberwacht [2].
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Abb. 3: Frontalschnittbild des Kortex im MRT. Vergleich eines an AD erkrankten Gehirns (links) mit einem

gesunden Gehirn (rechts) [24].

Da die Inzidenz der Demenz in den kommenden Jahren weiter ansteigen wird, ist die
Erkrankung seit einigen Jahren ein medizinischer Forschungsschwerpunkt. Um ihre
verschiedenen Ursachen so frih wie mdglich diagnostizieren zu kénnen, besteht groBes
Interesse an der Pathophysiologie. Ziele fir die Zukunft sind das Aufhalten der
Krankheitsprogression bzw. sogar die Heilung [25].

1.3 Alzheimer Demenz

"Wie heiBen Sie?" - "Auguste.”
"Familienname?" - "Auguste.”

"Wie heiBt Inr Mann?" - "Ich glaube, Auguste.”

Dieser Dialog zwischen dem jungen Neurologen und Psychiater Alois Alzheimer (1864-1915)
und seiner Patientin Auguste Deter im Jahre 1901 ist heute noch weltbekannt. Er ereignete
sich in der Frankfurter Nervenklinik, in welche sie wegen ihrer Symptome - zunehmende
Gedachtnisschwache, Orientierungslosigkeit und Eifersuchts- und andere Wahnideen -
eingeliefert wurde. So begann die Ara der AD, die heute Millionen Menschen weltweit betrifft
[26].

Nach dem Tod von Auguste Deter am 8. April 1906, untersuchte Alzheimer ihr Gehirn und
fand ,eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“, die er bei der ,XXXVII. Versammlung
stdwestdeutscher Irrendrzte* in TUbingen prasentierte. Zum histologischen Befund schrieb
er: ,man finde Uber die ganze Rinde zerstreut, besonders zahlreich in den oberen Schichten
[...] miliare Herdchen, welche durch Einlagerung eines eigenartigen Stoffes in die Hirnrinde
bedingt sind.“ Neben diesen so genannten extrazelluldren Plaques entdeckte er auch
intrazellulare neurofibrillare Bundel [27], [28].
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Abb. 4: Links mikroskopischer (Plaques und

Zellen) und unten makroskopischer (Atrophie)

Unterschied zwischen erkranktem und gesundem
Gehirn [29], [30].

Diese beiden charakteristischen, neuropathologisch abgrenzbaren Merkmale der AD bilden
auch heute noch die Grundlage der endgultigen post-mortem Diagnose der Krankheit. Sie
sind hauptséachlich im Neocortex, im Hippocampus und in der Amygdala lokalisiert [31], [32].
Die sich intrazellular ansammelnden neurofibrillaren Bindel oder ,Tangles” entstehen durch
Aggregation von paarigen helikalen Filamenten und beinhalten eine hyperphosphorylierte
Form des ubiquitar exprimierten Tau-Proteins [9], [33].

Die physiologische Funktion des Tau-Proteins ist die Stabilisierung des Mikrotubuli-
Zytoskeletts. Durch Phosphorylierung des Tau-Proteins wird die Affinitat zwischen dem Tau-
Protein und den Mikrotubuli reguliert [34]. Bei der AD und anderen Tauopathien
(frontotemporale Demenz, Morbus Pick) l6st sich das Tau-Protein durch verstérkte
Phosphorylierung vom Mikrotubulus wodurch dieser einen Stabilitatsverlust erfahrt. Die Tau-
Proteine sammeln sich und aggregieren in neurofibrillaren Blindeln [33], [35].

Amyloide Plagues kommen nur extrazelluldr vor und bilden den zweiten pathologischen
Befund der AD [32]. Neben neuritischen Plaques gibt es auch diffuse Plaques, welche sich
mikroskopisch abgrenzen lassen. Diffuse Plaques sind ein Frihzeichen [36] der Amyloid-
Ablagerung, zeigen jedoch keine Veranderungen der Neuriten und kommen auch in
Gehirnen gesunder, alter Menschen vor [37]. In neuritischen Plaques hingegen sind die
Neuriten dystroph aufgetrieben, um einen Amyloidkern angelegt [38] und von aktivierten
Mikrogliazellen und reaktiven Astrozyten umgeben. Das Auftreten neuritischer Plaques soll
mit dem Auftreten und dem Schweregrad einer Demenz korrelieren [36]. Allerdings
beschreibt Anderton BH 1997, dass auch in gesunden Gehirnen neuritische Plaques
detektiert werden kénnen [37]. Das alleinige Vorkommen von Plaques beweist demnach
nicht das Vorliegen einer Demenz; allerdings wird kontrovers diskutiert, ob sich diffuse
Plaques in neuritische umwandeln kénnen und als deren Vorlaufer zéhlen [38], [39].
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1.3.1 Epidemiologie

Die AD hat mit ca. 66% den gréBten Anteil an den Demenzerkrankungen [40]. Betroffen sind
vor allem Menschen im Alter Gber 65 Jahre. Im Laufe der nachsten Jahre und Jahrzehnte
wird sich die Anzahl der Alzheimerkranken vervielfachen, da das Lebensalter der Menschen
durch die moderne Medizin weiter steigt [41]. Obwohl das Erkrankungsrisiko fir Manner und
Frauen gleich ist, erkranken aufgrund der héheren Lebenserwartung mehr Frauen (ca. 70%)
als Méanner [42], [43].

1.3.2 Atiologie und Risikofaktoren

Grundsatzlich gliedert man die AD beziglich ihres Krankheitsbeginns in zwei Formen: eine
early-onset Erkrankung, bei der das Erkrankungsalter unter 65 Jahren liegt und eine late-
onset Form (Uber 65 Jahre). Weiterhin unterscheidet man die sporadische (sAD), welche
Uber 90% der Falle ausmacht, und die familidre (FAD) Form. SAD und FAD sind klinisch und
neuropathologisch identisch, sie unterscheiden sich lediglich durch das Erkrankungsalter und
der Dauer der Erkrankung [40].

Wahrend die Genese der sAD zumeist multifaktoriell ist, sind FAD-Félle autosomal-dominant
vererbt und filhren bei Kindern der Gentrager zu einem 50%igen Ubertragungsrisiko. In den
betroffenen Familien h&uft sich die Erkrankung, die durch einen Krankheitsbeginn zwischen
dem 40. und 60. Lebensjahr, gelegentlich noch friher gekennzeichnet ist [44], [45].

Derzeit sind drei Gene bekannt, welche beim Betroffenen obligat zu einer FAD fihren,
Prasenilin 1 (PS1), Prasenilin 2 (PS2) sowie das Amyloid-Precursor-Protein (APP). Ein
viertes Gen auf Chromosom 19, welches flr das Apolipoprotein E€4 (ApoE4) kodiert, wird als
Risikofaktor fir eine late-onset AD gewertet [46].

Eine autosomal-dominante Mutation des PS1 (ca. 50%), welches sich auf Chromosom 14
befindet, ist mit einer sehr friihen und aggressiven [47] Form der FAD assoziiert. Die
Mutationen, von denen bis heute ca. 182 bekannt sind [48], fihren zu einem Austausch von
Aminosauren und verandern so die Struktur des Genproduktes, eines Membranproteins. Das
PS2 auf Chromosom 1 weist Homologien zum PS1 auf, bei dem drei Missense-Mutationen
bekannt sind [47], die jedoch insgesamt viel seltener vorkommen. PS2 bildet einen Teil des
y-Sekretase-Komplexes und ist flr die Entstehung des I6slichen AB-Proteins zustandig.

Eine Punktmutation nahe der y-Sekretase-Schnittstelle des APPs auf Chromosom 21 ist eine
der zehn [49] bekannten Mutationen dieses Proteins und mit einem vermehrten Vorkommen
des AB42 verbunden. Je nach Mutation kann auch die AB40-Konzentration ansteigen (der y-
Sekretase-Schnitt auf dem APP ist variabel, siehe S.14). Auch Down-Syndrom-Patienten, die
durch eine Trisomie des Chromosom 21 charakterisiert sind, zeigen bereits in jungen Jahren

ein dem klinischen und pathologischen Befund der AD stark &hnlichen Verlauf [50]. Sie
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weisen bereits ab der 21. Schwangerschaftswoche eine Uberexpression des APP auf. Ob
dies jedoch stets zu einer Erhéhung des APR42 und dies wiederum zur typischen
Plaquebildung fuhrt, wird kontrovers diskutiert [51] und bedarf weiterer Erforschungen.

Die Prasenz des ApoE4-Gens im Genom ist ein weiterer Hauptrisikofaktor fir die
Entwicklung einer AD. Betroffen sind vor allem Menschen, deren ApoE4-Gen auf
Chromosom 19q13.2 homozygot vorliegt [52]. Dieses Protein ist fir den Transport des
Cholesterins verantwortlich. Es existiert in drei Isoformen, die sich nur durch die beiden
Aminosauren auf Position 112 und 158 unterscheiden. Bei dem zu 15-20% vorkommenden
ApoE4 ist auf beiden Positionen ein Arginin lokalisiert. Das Arginin auf Position 112 fahrt zu
groBer Instabilitdt des Proteins [52]. ApoE ist bei Patienten mit einer late-onset Form
Uberreprasentiert, spielt eine groBe Rolle im AB-Protein-Metabolismus und wird als
Suszeptibilitatsgen bezeichnet [53].

Tabelle 1: Genetische Faktoren pradisponierend fir AD (modifiziert aus [32]).

Lebensalter . Antell
AD Chromosom  Gen _ _ Phanotyp _
bei Beginn in %

early-onset FAD, _
1 aller AB-Peptid-
autosomal- 21 APP 2 50 _ <1
_ Produktionen
dominant

1 AB-Plaque-Dichte
19 ApoE4 =60 und 15-20
GefaBablagerung

Suszeptibilitatsgen
late-onset AD

early-onset FAD, _
1 AB42-Peptid-
autosomal- 14 PS1 40-50 _ > 50
_ Produktion
dominant

early-onset FAD, _
1 AB42-Peptid-
autosomal- 1 PS2 2 50 _ <1
_ Produktion
dominant

Auch Geschlecht, ethnische Zugehdérigkeit, Bildungsstand, Schadel-Hirn-Traumen,
neurologische- und kardiovaskulare Erkrankungen (z. B. Hypertension), Apoplex und
Stoffwechsel-Erkrankungen (z. B. Diabetes mellitus), hoher BMI sowie Alkoholkonsum sind
Risikofaktoren, die die Entwicklung einer AD begtinstigen [54], [55].

Harwood DG et al. zeigt an einer aktuellen Studie, dass Menschen mit einer Prasenz von
ApoE4 und einer Alkoholanamnese (mehr als zwei alkoholische Getranke pro Tag) oder
einer Raucheranamnese (Uber 20 Zigaretten pro Tag) im Mittel zwei bis drei Jahre eher an
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einer AD erkranken als Personen ohne diese Risikofaktoren. Menschen mit allen drei
Risikofaktoren erkranken sogar zehn Jahre vor der nicht vorbelasteten Population [17].

1.3.3 Amyloid-Precursor-Protein

Die in post-mortem untersuchten Gehirnpraparaten von AD-Patienten haufig vorkommenden
senilen Plaques bestehen aus aggregiertem Amyloid, einem proteolytischen Spaltprodukt
des APP, dem amyloiden Vorlauferprotein. APP ist ein Transmembranprotein mit einer
groBen N-terminalen Ektodoméne, einer Transmembrandomane, sowie einem kleinen
intrazelluldaren Anteil, dessen Gene auf Chromosom 21 lokalisiert sind. Es besteht aus 19
Exons. Exon 7, 8 und 15 kénnen durch alternatives SpleiBen der mRNA mehrere Isoformen
mit unterschiedlicher Aminosdurenanzahl bilden. Die klrzeste Isoform des APP besteht aus
695 Aminosauren (AS) und ist hauptsachlich in Neuronen lokalisiert, wahrend das langere
APP (770 AS) weniger und die 751-AS-lange Form je nach Region unterschiedlich stark
vorkommen [56]. Die Funktion des APP ist bisher noch ungeklart [57]. Bekannt ist, dass es
fir Zell-Zell-Interaktionen verantwortlich ist [57], [58]. Im Gehirn bindet es an extrazellulare
Membranproteine und interagiert mit dem Nerve Growth Faktor [59].

Durch unterschiedliche Sekretaseschnitte kbnnen zwei Prozessierungswege unterschieden
werden: der nicht-sekretorische Weg, den die a-Sekretase katalysiert (Abb. 5), und der
sekretorische Weg, der durch die B- und die y-Sekretase vollzogen wird (Abb. 6).

Die a-Sekretase ist eine Metallo-Protease und gehért zur ADAM- (a disintegrin and
metalloprotease) Familie, die in der Zellmembran verankert ist. Sie schneidet das APP
neben ihrem transmembranalen Bereich in der Mitte der AB-Region an Position 16-17, so
dass ein langeres extrazellulares Bruchstiick (sAPPa) entsteht, das wasserléslich ist und in
den Extrazellularraum sezerniert wird, wéahrend ein ca. 10 kDa groBes C-terminales
Spaltprodukt in der Membran verbleibt [60].

Schneidet hingegen die Aspartat-Proteinase [62], [63], die auch B-Sekretase oder B-site
APP-cleaving enzyme (BACE) genannt, am N-Terminus, so entsteht ein langerer
transmembranaler Rest, der den AB-Bereich noch komplett beinhaltet. Die y-Sekretase, ein
Komplex aus PS1 oder PS2, Nicastrin (NCT), anterior pharynx defective (APH-1) und
presenilin-enhancer 2 (PEN-2), schneidet nun am C-terminalen Ende und fUhrt zur Bildung
eines AB. Der y-Sekretase-Schnitt ist variabel, so dass der entstehende Teil - das lésliche,
unterschiedlich lange und 4 kDa [64] schwere intrazelluldre AB-Protein - 38, 40 bzw. 42
Aminosauren enthalten kann. Dieser Schnitt hat einen entscheidenden Einfluss auf die
Pathogenese der AD, da das AR42 eine starkere Neigung zu Aggregationen hat als das
weniger hydrophobe AB40 [65].
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Abb. 5: Prozessierung von APP. Dargestellt ist der nicht-sekretorische Weg, bei dem durch einen
physiologischen und proteolytischen Schnitt in der AB-Region die Entstehung des AB-Proteins verhindert wird

(modifiziert aus [60], [61])
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Abb. 6: Prozessierung von APP. Dargestellt ist der neurotoxische, amyloidogene Sekretaseweg, der durch den
Schnitt der 3-Sekretase am N-terminalen Ende des AB-Bereichs zum pathologischen AB-Protein fuhrt. (modifiziert
aus [61], [66])
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Die einzelnen amyloidogenen und neurotoxischen AB42-Peptide fusionieren zu préfibrillaren
Oligomeren, die dann im Neuropil an Plasmamembranen von Zellfortsatzen zu diffusen
Plaques aggregieren, welche das Initialstadium der Erkrankung charakterisieren [67]. Dieser
Vorgang der Aggregation findet sich auch in der Media und Adventitia kortikaler und
leptomeningealer BlutgefaBen (Amyloidangiopathie). Bei 80% der AD-Patienten konnten
postmortal eine Amyloidangiopathie nachgewiesen werden [68].

Normalerweise entsteht - auch im gesunden Altershirn - nur ein kleiner Anteil dieser AR42-
Bruchstlcke. Liegt jedoch eine Punktmutation im y-Sekretaseschnittbereich des APP vor (1-
3%, 20-30 Familien weltweit), so verschiebt sich das AB40/AB42-Verhéltnis zugunsten des
AB42, so dass dessen Konzentration 1,5-1,9-fach steigt [69]. Dies ist fur die
Krankheitsentstehung verantwortlich [70] und I&sst bei Betroffenen das Erkrankungsalter auf
das 40. bis 50. Lebensjahr sinken [71].

Obwohl die amyloiden Plaques ein wichtiges Krankheitsmerkmal sind, weisen einige Studien
darauf hin, dass das lésliche AR sowie die l6slichen Oligomere fur toxische Effekte und die
Schwere der kognitiven Defizite verantwortlich sein diirften [65], [72], [73].

Desweiteren leiden Down-Syndrom-Patienten bereits in jungen Jahren an einer AD. Bei
ihnen flhrt die Trisomie des Chromosoms 21 zur vermehrten APP-Produktion [51].

1.3.4 Prasenilin 1 und 2

Prasenilin 1 und 2 sind neben NCT, PEN-2 und APH-1 Basisbestandteile des y-Sekretase-
Komplexes. Sie bilden dessen katalytischen Anteil und schneiden Typ 1
Transmembranproteine wie das APP bei der AD, aber auch Notch und Syndecan 3
intramembranal im hydrophoben Teil der Membran. Der y-Sekretase-Komplex (auch
Aspartyl-Protease-Komplex genannt) kann allerdings nur bei Anwesenheit aller
Teilkomponenten aktiviert werden und aktiv sein [74], [75].

PS1 und PS2 sind Membranproteine mit mehreren Transmembrandoméanen und bestehen
aus 467 (PS1) bzw. 448 (PS2) Aminosauren, deren Gene auf Chromosom 14 (PS1) bzw.
Chromosom 1 (PS2) liegen [76]. Dominant vererbte Mutationen sind Ursachen flr einen
frihen Krankheitsbeginn der AD. Im PS1-Gen sind bereits Uber 182 verschiedene
Mutationen bekannt und machen einen Anteil von ungefahr 80% der FAD aus [48], [77]. Der
Krankheitsbeginn liegt hier bereits zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr [71], [78].
Zusétzlich zu den bereits bekannten Missense-Mutationen N141l und M239V wurde 1998
die dritte Mutation V148l im PS2-Protein beschrieben [78]. Betroffene Familien erkranken
zwischen dem 50. und 65. Lebensjahr. Diese Mutationen sind selten. Die meisten
beschriebenen Mutationen sind Missense-Mutationen, die entweder dazu flhren, dass
weniger AB40 produziert wird (z. B. Mutation PS1-9, PS1-L166P) oder dass die AB42-
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Konzentration ansteigt (Mutation PS1-G384A). Insgesamt scheinen das PS2 und Mutationen
in seinem Gen weniger an der toxischen AB-Produktion beteiligt zu sein als das PS1 [75].

1.3.5 Klinische Symptome

Ablagerungen im menschlichen Gehirn treten bereits lange vor den ersten klinischen
Manifestationen auf. Der nur langsam progrediente Verlauf der Erkrankung lasst
Veranderungen lange unbemerkt, so dass bei Diagnosesicherung meist weniger als zehn
Jahre Lebenszeit bleiben.

Die klinischen Symptome werden in drei verschiedene (mild, moderat, schwer) Stadien
eingeteilt, die sich individuell unterschiedlich ausgepragen [79]: Im Stadium 1 ist zunachst
das Kurzzeitgedachtnis betroffen. Zudem finden sich Stimmungsschwankungen und
amnestische Aphasien, wobei sich die Patienten durch Umschreiben der nicht erinnerten
Worter behelfen. Im Stadium 2 folgt eine Desorientiertheit zu Ort und Zeit, so dass die
Betroffenen vertraute Umgebungen nicht mehr erkennen und Datum, Uhrzeit und Jahreszeit
nicht mehr benennen kénnen. Am Ende der Erkrankung (Stadium 3) steht ein Zustand, in
dem sie selbst Angehdérige und Freunde nicht mehr als diese wiedererkennen. Motorische
Einschrankungen fihren nach und nach zu Unselbstandigkeit, so dass selbst alltagliche
Dinge, wie Einkaufen, Waschen, Essen und Trinken nicht mehr erledigt werden kénnen.
Zuletzt erleiden die Patienten einen kompletten Kontrollverlust, der auch die Willkirmotorik
einschlieBt [80], [81]. Die Infektanfélligkeit steigt, so dass meist rezidivierende Infekte
(Pneumonien, Harnwegsinfekte) [82] zum Tod fluhren. Insgesamt ist die Mortalitédt unter an
AD leidenden Menschen héher als die der gleichaltrigen nicht dementen Population.

1.3.6 Therapie

Neben einigen zur Therapie zugelassenen Medikamenten gibt es Trainingsprogramme fir
kognitive Funktionen. AuBerdem werden in Gesprachen Bewaltigungsstrategien fir den
Patienten selbst und dessen Familie entwickelt. Bis heute gibt es jedoch keine kurativen
Ansétze.

Acetylcholinesteraseinhibitoren (Donepezil, Galantamin, Rivastigmin) sind bei leichter bis
mittelschwerer Demenz (MMSE 26-10) [83] Mittel der ersten Wahl. Sie hemmen die
Acetylcholinesterase reversibel. Durch den Anstieg der Konzentration von Acetylcholin sollen
die kognitive Leistung verbessert und Verhaltensauffalligkeiten vermindert werden [84].
Memantin, das 2003 weltweit zugelassen wurde, ist ein Antagonist des N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptors. Durch Blockierung dieses Rezeptors wird eine postsynaptische Dauerstimulation
verhindert. Damit kann durch die pathologisch gesteigerte Glutamatkonzentration im

synaptischen Spalt die postsynaptische Nervenzelle nicht mehr U(berstimuliert werden;
11
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Sinneswahrnehmung und Gedéachtnisleistung werden nicht gestért, kognitive Defizite und
Neuronenzerfall im Sinne einer Exzitotoxizitdt werden verhindert [85], [86]. Memantin wird
bei mittelschweren bis schweren Demenzen (MMSE < 14) eingesetzt. Studien belegen, dass
sich eine dauerhafte Einnahme auf die Entwicklung der AD positiv auswirkt. Beispielsweise
verbessern sich multiple kognitive Funktionen [87], dies fluhrt unter anderem zu einer
Reduktion der Abhangigkeit der Betroffenen von Pflegepersonal [88].
Acetylcholinesteraseinhibitoren und Memantin haben neben dem Nachteil, dass sie nur
symptomatisch wirksam sind, auch noch eine relativ hohe Nebenwirkungsrate, die sich
negativ auf die Langzeitcompliance auswirkt, und sie sind relativ teuer.

Deshalb werden weitere medikamentdse Therapieansatze geprift wie z. B. NSAIDs, die die
y-Sekretase hemmen sollen, und Glitazone, die die Aktivitit am Peroxisom-Proliferator-
aktivierten-y-Rezeptor (PPAR-y-Rezeptor) erhdhen und somit die Stimulation der -
Sekretase hemmen. Der monoklonale Antikérper Bapineuzumab und Tarenflurbil, ein
Aktivator der y-Sekretase, wurden zwar in klinischen Studien geprift, jedoch waren die
geringen positiven Effekte klinisch nicht relevant [89].

1.4 Phytopharmaka bei AD

Phytopharmaka sind weltweit verbreitet. In der Europaischen Union (EU) sind sie vorwiegend
zur Therapie von Schmerzen im Bewegungsapparat, Erkaltungskrankheiten,
Schlafstérungen, Verdauungsproblemen [90], Angst und Depressionen zugelassen. Seit
Ende 2005 stehen nur noch pflanzliche Extrakte zur Verfigung, die, in gleicher Weise wie
synthetische Arzneimittel nach dem Arzneimittelgesetz hinsichtlich Qualitat, Wirksamkeit und
Unbedenklichkeit geprift sind. Im Gegensatz zu diesen sind Phytopharmaka komplexe
Vielstoffgemische mit wirksamkeitsrelevanten, agonistischen, synergistischen und auch noch
unbekannten Anteilen. Sie besitzen multiple, pharmakophore Gruppen, wirken pleiotrop,
aber unselektiv an mehreren Targets und haben durch Addition mehrerer Einzeleffekte ein
breites Wirkprofil mit weniger wirkungsmechanistisch bedingten Nebenwirkungen.

Auch bei der AD kommen pflanzliche Arzneimittel zum Einsatz. Phytopharmaka mit
antidepressiven, antiinflammatorischen, antioxidativen und antipsychotischen Wirkungen
sind hier vorteilhaft, denn in spaten Stadien entwickeln sich neben zellularen
Veranderungen, die mit potentieller Entziindungs- und Infektionsgefahr einhergehen, auch
zusehends psychische Veréanderungen [91].

Der Ginkgo Biloba-Extrakt EGb 761 wird seit Jahrzehnten zur Demenzbehandlung
eingesetzt, seine symptomatische Wirkung in den friihen Stadien der AD ist in vielen
klinischen Studien belegt. Eine aktuelle Metaanalyse umfasste insgesamt neun Studien mit
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2372 Patienten, die zwischen 12 und 52 Wochen mit diesem Extrakt behandelt wurden. Sie
litten entweder an einer AD, an vaskularer Demenz oder an einer Mischform. Wahrend bei
allen Diagnosegruppen die Therapie mit Ginkgo im Vergleich zu Placebo die geistige
Leistungsfahigkeit signifikant besserte, ergab sich in Bezug auf die Aktivitdten des taglichen
Lebens keine deutliche Besserung. In der Analyse der Subgruppe AD wurden dagegen
beide Zielparameter hochsignifikant gebessert [92]. Deshalb sind in Deutschland mehrere
Pharmaka, die EGb 761 (Tagesdosis 240 mg) enthalten, fir die Therapie der Demenz
zugelassen. Die Kosten werden von den gesetzlichen Krankenkassen erstattet. Sie sind
deutlich nebenwirkungsarmer und preiswerter als Acetylcholinesteraseinhibitoren und
Memantin. Das Institut fir Qualitat und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWiG) kam
nach der Analyse der Studien mit EGb 761 zu folgender Bewertung: Fir das Therapieziel
LAktivitaten des téaglichen Lebens® gibt es einen Beleg fur den Nutzen bei Verwendung einer
Tagesdosis von 240 mg. Far die Therapieziele ,kognitive F&higkeiten® und ,allgemeine
psychopathologische Symptome“ sowie fir das Therapieziel ,Lebensqualitdt der
Angehdrigen® gibt es bei einer Tagesdosis von 240 mg Hinweis auf einen Nutzen. Hinweise
auf schadigende unerwilinschte Ereignisse ergaben sich nicht. Ein besonders guter
Therapienutzen ergibt sich bei den Patienten, die psychische Begleitsymptome der
nachlassenden Hirnleistung wie emotionale Labilitdt, Anspannung oder Unruhe aufweisen
[93]. Die hippocampale AB-Konzentration wird zwar durch EGb 761 nicht reduziert [94],
dennoch verzégert der Extrakt die Progression der Symptome [95] und wirkt antioxidativ [96].
Auch eine praventive Wirkung von EGb 761 beim altersabhéangigen kognitiven Abbau konnte
gezeigt werden.

Das Gewirz Kurkuma (aus dem Rhizom von Curcuma longa L.) wirkt anti-amyloidisch,
antiinflammatorisch und hat einen positiven Effekt auf die a-Sekretase [97]. Erste
Untersuchungen von Knoblauch [98], grinem Tee [99] und Tenuigenin, einem Inhaltstoff von
Polygala tenuifolia L. [100], lassen in der Zukunft auf ein potentes AD-Therapeutikum hoffen.

In diesem Kontext sind die in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zu
sehen, in denen drei seit Jahrzehnten bei Schlafstérungen, Unruhe bzw. depressiven
Episoden verwendete pflanzliche Drogen, Baldrianwurzel, Hopfenzapfen und Johanniskraut,
auf ihre Wirkung bei einem Tiermodell der AD gepriift werden sollen.

1.4.1 Baldrian (Valeriana officinalis L.)

Baldrian ist eine Arzneipflanze mit langer Tradition. Offizinell verwendet werden die
getrocknete Wurzel (Valerianae radix) und die daraus hergestellten Extrakte.
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Abb. 7: Valeriana officinalis (mit freundlicher Genehmigung [101])

Der 40-70%ige ethanolische Wurzelextrakt ist zugelassen zur Therapie von leichten
nervésen Spannungszustédnden und Schlafstérungen sowie bei psychischem Stress. Wegen
des allm&hlichen Einsetzens der Wirkung eignet sich der Extrakt nicht fir die akute
Intervention. Die kontinuierliche Anwendung tber mindestens 2-4 Wochen wird empfohlen,
da durch langere Einnahme die klinischen Symptome besser beeinflusst werden, als bei
kurzer Einnahmedauer [102]. Aufgrund der klinischen Studien, die die Wirksamkeit und
Unbedenklichkeit belegen, hat dieser Extrakt bei der EMA den Status ,well-established use*
erhalten. Es sind bis auf eine individuell bestehende Hypersensitivitdt gegen den Wirkstoff
keine Kontraindikationen bekannt. Aufgrund einer nicht ausreichenden Datenlage wird der
Gebrauch bei Kindern unter 12 Jahren, in der Schwangerschaft sowie wahrend der Stillzeit
nicht empfohlen [103]. Selten auftretende Nebenwirkungen sind gastrointestinale Symptome
(Ubelkeit und abdominelle Krampfe). Bei 20-facher Uberdosierung [104] aber auch in
Kombinationen mit Benzodiazepinen [105] kénnen reversible toxische Symptome wie
Tremor, abdominelle Krampfe, Angina pectoris, Schwindel und Mydriasis auftreten. Ein
Abhangigkeitspotenzial besteht nicht.

Die Inhaltsstoffe der Wurzeldroge lassen sich in verschiedene Substanzgruppen einteilen:
den gréBten Anteil (0,5-2%) machen die Valepotriate Valtrat (50-80%) und Isovaltrat aus.
Weitere Inhaltsstoffe sind u. a. Valerensaure, atherisches Ol (0,3-0,8% Valeriansaure,
Borneol, Sesquiterpene (Valeranon, Valerenol, Valerenal)), Flavonoide (Hesperidin, Linarin),
Alkaloide (0,01-0,05%) wie Valerianin und Aktinidin, sowie Phenolkarbonsduren und
Aminosauren [102]. Die sedierenden und einschlafférdernden Wirkungen von Baldrianwurzel

14



1. Einleitung

kénnen bisher keiner spezifischen Substanzgruppe zugeordnet werden. Die enthaltenen
Sesquiterpene, Lignane und Flavonoide, die am Adenosin-1-Rezeptor [106] agonisieren und
an den 5-HT1A-Rezeptor, der Einfluss auf den Schlaf-Wach-Rhythmus hat, binden, werden
diskutiert. Unterstitzt wird dieser schlafférdernde Effekt durch das 6-Deoxysaccharosyl-
Olivil, welches auch Koffein von seinem Rezeptor verdrangen kann [107].

Die Valerensaure ist ein Modulator des gamma-aminobutyric acid-(GABA)A-Rezeptors, dem
bedeutsamsten inhibierenden Rezeptor im zentralen Nervensystem [108]. Durch
Valerensaure kommt es, &hnlich der Wirkweise der Benzodiazepine, zu einer verstarkten
GABA-Wirkung am Rezeptor und dadurch zu einem anxiolytischen, beruhigenden und
entspannenden Effekt [109]. Auch Borneol wirkt als positiver GABAa-Modulator [110].
Weitere Inhaltsstoffe der Baldrianwurzel binden sich an die GABA- und
Benzodiazepinbindestelle des Rezeptors, hemmen den prasynaptischen GABA-Reuptake
und unterstlitzen den GABA-Transport ins Gehirn [110], [111].

Ein Ethylacetat-Extrakt, der Valeranon und Valerenol enthielt, reduzierte die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' B (NF-kB) auf unter 25%
des Ausgangswertes [112].

1.4.2 Hopfen (Humulus lupulus L.)

Hopfen gehért zur Familie der Hanfpflanzen (Cannabaceae).

Abb. 8: Humulus lupulus [113]

Hopfen wird als zerkleinerte Teedroge und als 45 bzw. 60%iger ethanolischer Extrakt zur
Linderung von leichten Symptomen von mentalem Stress und zur Unterstitzung des
Schlafes benutzt [114]. Im Gegensatz zu GABAA-Rezeptoragonisten, die die wichtigen rapid
eye movement-(REM-)Schlaf-Phasen unterdriicken, beeinflussen Hopfenextrakte und
andere Phytopharmaka das physiologische Schlafmuster nicht [115]. Infolge der nur
maBigen Datenlage bei klinischen Studien wurden Hopfenzapfenextrakten von der EMA dem
Status des ,traditional use” zugeordnet. Interaktionen und unerwilinschte Nebenwirkungen
sind bisher nicht bekannt. Da keine ausreichenden Daten zu Wirksamkeit und
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Unbedenklichkeit vorliegen, wird der Gebrauch bei Kindern unter 12 Jahren, in der
Schwangerschaft und wahrend der Stillzeit nicht empfohlen. Die Einnahme von
Hopfenzapfen(-extrakt) kénnte die Fahrtauglichkeit vermindern. Ein Abhangigkeitspotenzial
besteht nicht [114].

1.4.2.1 Pharmakologie der Inhaltsstoffe

Hopfenzapfen enthalten 15-30% Harz (mit den instabilen Bitterstoffen Humulon (a-Saure)
und Lupulon, Adlupulon, Colupulon (B-S&uren) und die daraus entstehenden Verbindungen
wie 2-Methyl-3-buten-ol), atherisches Ol (0,35%, hauptsachlich Mycren, Farnesen, Humulen,
o- und B-Caryophyllen) und Flavonoide/Polyphenole (0,5-1,5%, mit dem Hauptbestandteil
Xanthohumol, sowie Quercetin, 8-Prenylnaringenin und Kaempferolglykoside). Ferner
wurden EiweiBe, Mineralstoffe und Gerbstoffe gefunden [116].

Humulon und Lupulon hemmen die Produktion des Cytokins Interleukin 6 (IL-6) durch
Blockierung des Tumornekrosefaktor a (TNF-a) und erzielen so einen antiinflammatorischen
Effekt. AuBerdem inhibieren sie die Signallbertragung des proinflammatorischen
Transkriptionfaktors NF-kB, das Aktivatorprotein 1 (AP-1) und das cAMP response element-
binding protein (CREB) [117].

Xanthohumol wirkt antiinflammatorisch, antioxidativ und antiproliferativ. Durch Suppression
von NF-kB werden T-Zell-Proliferation, Entwicklung der IL-2-aktivierten Killerzellen, Zell-
vermittelte Zytotoxizitat und die Produktion der Th1-Cytokine IL-2, Interferon-gamma (IFN-y)
und TNF-a gehemmt [118]. Ferner hemmt Xanthohumol das proinflammatorische Cytokin
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in Mausmakrophagen und menschlichen
Monozyten. Dieses Cytokin spielt zusammen mit dem TNF-a eine groBe Rolle bei
Komplikationen von Adipositas [119].

8-Prenylnaringenin, Xanthohumol und Isoxanthohumol aktivieren die Aromatase, ein
Schliisselenzym fiir die Ostrogen-Synthese [120], [121].

1.4.3 Johanniskraut (Hypericum perforatum L.)

Johanniskraut gehért zu der Familie Hypericaceae. Offizinell genutzt werden das bliihende
Kraut (Hyperici herba) und die daraus hergestellten Zubereitungen.
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Abb. 9: Hypericum perforatum [122]

Aus der Monographie der EMA zum ,well-established use sind folgende Aspekte
bedeutsam: Fir die Therapie leichter bis mittelschwerer depressiver Episoden (entsprechend
ICD-10) werden 80%ige methanolische oder ethanolische Extrakte verwendet. Als
Tagesdosierung sind 600-1800 mg Extrakt zugelassen. 50-68%ige ethanolische Extrakte
sind nur fur die kurzzeitige Anwendung bei leichten depressiven Episoden in
Tagesdosierungen zwischen 500 und 1200 mg zugelassen. Infolge der guten Datenlage bei
klinischen Studien wurde Johanniskraut fiir diese Indikation der Status des ,well-established
use”“ zuerkannt [123].

Bei bekannter individueller Hypersensitivitdt gegentber dem Wirkstoff sollte auf eine
Einnahme verzichtet werden. Weitere Kontraindikationen sind die regelmaBige Einnahme
von Cyclosporin, Tacrolimus (nur systemisch), Amprenavir, Indinavir und andere
Proteaseinhibitoren, sowie Irinotecan und Warfarin, da Johanniskraut eine induzierende
Wirkung auf das Cytochrom-P450-System und P-Glycoprotein (P-GP) besitzt. Ebenso sollte
wahrend der Behandlung eine starke Exposition gegentiber UV-Strahlen vermieden werden
[1283]. Eine Phototoxizitat wurde jedoch bei therapeutischen Dosierungen nicht beschrieben
[124]. Da Hypericumextrakte Uber den Pregnan-X-Rezeptor (PXR) die Synthese von
CYP3A4, CYP2C9 und CYP2C19 aktivieren [125] und die Produktion von P-GP induzieren,
ist eine Reduktion der Plasmakonzentrationen von Substanzen wie Amitriptylin, Fexofenadin,
Benzodiazepinen, Methadon, Simvastatin, Digoxin und Finasterid, die durch diese Enzyme
metabolisiert werden, moglich. Frauen, die orale Kontrazeptiva verwenden, sollten
zusatzliche kontrazeptive MaBnahmen nutzen [123]. Vor einer elektiven chirurgischen
MaBnahme sollte Johanniskraut im Fall der Verwendung von interagierenden Narkosemitteln
eine Woche vor dem Eingriff abgesetzt werden [126], [127]. Bei Kombination mit Serotonin-
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Reuptake-Inhibitoren (z. B. Sertralin, Paroxetin, Nefazodon), Buspiron oder Triptanen
kénnen serotonerge Effekte auftreten [128]. Neben gastrointestinalen Problemen,
allergischen Hautreaktionen (durch die Photosensibilitat des Hypericins), Fatigue und
Unruhe, kdnnen insbesondere hellhdutige Personen mit intensivem Sonnenbrand bei starker
Sonneneinstrahlung reagieren. Akute und chronische toxische Wirkungen therapeutischer
Dosierungen wurden in préklinischen Studien nicht beschrieben, ebenso keine
genotoxischen oder reproduktionstoxischen Effekte. Da keine ausreichenden Daten
vorliegen, wird der Gebrauch bei Kindern und Jugendlichen unter 18 Jahren, in der
Schwangerschaft und wahrend der Stillzeit nicht empfohlen [123].

1.4.3.1 Inhaltsstoffe

Johanniskrautextrakt enthélt atherisches Ol, 0,1-0,15% Napthodianthrone (z. B. Hypericin
und Pseudohypericin), 2-4% Phloroglucinderivate (z. B. Hyperforin), 2-4% Flavonoide (z. B.
Quercetin, Hyperosid, Kdmpferol, Luteolin, Biflavonoide, Xanthone) sowie Gerbstoffe [129].
Hypericin hemmt die Monoaminooxidase, die Proteinkinase C, die Dopamin-B-Hydroxylase,
die reverse Trankskriptase, Telomerase, sowie das Cytochrom P450-System [130]. Somit
hemmt es die synaptosomale Aufnahme von Noradrenalin, Serotonin und Dopamin.
Desweiteren kann Hypericin das Tumorzellwachstum durch Einleitung der Apoptose
verhindern [131].

Hyperforin ist ZNS-gangig [123], an der antidepressiven Wirkung beteiligt und fur die
Wechselwirkungen mit anderen Pharmaka verantwortlich [132]. Es induziert dosisabhéngig
die Bildung von CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 und P-GP durch Aktivierung des PXR. Die
subchronische Behandlung mit dem Extrakt fuhrt zu einer kortikalen Downregulation von B-
Adrenozeptoren sowie Upregulation von 5-HT2-Rezeptoren [133], [134].

Flavonoide wie z. B. Quercetin hemmen die IL-6-Produktion. Dies stellt einen
Erklarungsansatz fur die antiinflammatorische Wirkung von Hypericum dar und starkt auch
die Hypothese des antidepressiven Effekts [135]. Quercetin agiert wie ein Antihistaminikum
und kann hochdosiert in vitro die Thrombozytenaggregation hemmen [136].

1.5 Mausmodell

In diesen Untersuchungen wurde ein Mausmodell mit Mutationen im APP-Gen
(KM670/671NL, sog. schwedische Doppelmutation) und im PS1-Gen (L166P) verwendet.
Hierbei kommt es unter dem Thy1-Promoter zu einer Uberexpression des mutierten APP
sowie des mutierten PS1 [137]. Dieser Mausstamm, geziichtet in einem C57BIl/6 Inzucht-
Hintergrund (APPPS1-B6), besitzt besondere Charakteristika: Das Mausmodell ist mit einem

sehr frihen Erkrankungsalter und einer aggressiven Form assoziiert und damit eines der
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schnellsten, das derzeit weltweit existiert. Diese Mause weisen bereits im Alter von 50 Tagen
pathologische Veranderungen wie erste B-Amyloid-Ablagerungen auf, die durch stark
zunehmende Ablagerungen von Proteinaggregaten bis ins hohe Alter (300 Tage)
gekennzeichnet sind. Die Spaltprodukte des APP (Peptide AB42 und AR40) fihren zur
ausgepragten Plagueanreicherung und damit zur Entwicklung dieser aggressiven Form der
Amyloidose [137].

Dennoch ist das Mausmodell nicht direkt auf den Menschen Gbertragbar. Nicht nur, dass es
bisher kein Modell gibt, welches alle Charakteristika der AD zeigt, auch die Tatsache, dass
das Modell nur Teilaspekte liefert (kurze Lebensspanne der Maus, Beziehung zwischen AB-
Akkumulation und weiteren pathologischen Veranderungen, die zum komplexen
Krankheitsbild der AD beitragen), zeigen die begrenzte Nutzung des untersuchten
Tiermodells [138].
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2. Zielstellung

Die AD ist bislang unheilbar, die Ursachen sind weitgehend unbekannt. Bisher verfligbare
Medikamente kdnnen nur die Progression der Erkrankung verlangsamen und haben lediglich
geringe positive Effekte auf die Lebensqualitat der Betroffenen sowie deren Familien. Auch
in Anbetracht der steigenden Kosten im Gesundheitswesen ist es wichtig, neue Denkansatze
und mdgliche Alternativen zu herkémmlichen Therapieansatzen bei der Behandlung einer
dementiellen Erkrankung - insbesondere der AD - zu entwickeln.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss verschiedener Extrakte von Phytopharmaka auf die
Pathogenese der AD zu untersuchen. Als Modell wurden APP-transgenen Mause verwendet,
bei denen einen Demenz im Sinne der humanen AD durch Mutation im APP und PS1
frihzeitig auftritt und bei denen der Phéanotyp der AD (Bildung der Plaques) rasch
ausgepragt wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit standen folgende Fragestellungen in Vordergrund:

1. Sind Behandlungen eines AD-Mausmodells mit Extrakten aus Hopfenzapfen,
Johanniskraut und Baldrianwurzel im Vergleich mit Placebo in der Lage AD-
typische, pathologische Charakteristika zu beeinflussen?

1.1.  In wie weit wird der intrazerebrale Gehalt des toxischen AB42 beeinflusst?

1.2. Kommt es zu Verdnderungen bei den AB-Ablagerungen? Werden Anzahl,
GrdBe und Dichte der Plaques durch eine tagliche Extrakigabe verandert?
Kommt es zu Unterschieden in der GrdBenverteilung der Plaques?

1.3. Welche Auswirkung haben die Extrakte auf die Plaque-beeinflussenden
Mikroglia?

2. In wie weit wirken die Behandlungen Uber verschiedene Zeitrdume hinweg auf

den Fortlauf der Erkrankung im AD-Mausmodell?

3. Verandert die tagliche Behandlung mit den Pflanzenextrakten die Expression
APP-prozessierender Sekretasen (a- und B-Sekretase)?

4. Fuhrt eine t&gliche orale Extrakigabe zu histologischen Veranderungen in
Organen wie u.a. Leber, Milz, Niere, Herz, Lunge und verschiedenen Bereichen
des Darmtraktes?
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3.1 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Gerate, Antikérper, Puffer, Kits und Primer
finden sich im Anhang (Kapitel 9.1 bis 9.6).

3.2 Mausmodell

Fir die Experimente wurde das von Radde et al. 2006 entwickelte transgene Mausmodell
(APPPS1-B6) verwendet, da sich dieses durch friihzeitige und starke Amyloid-Ablagerungen
auszeichnet. Der Mausstamm exprimiert das beim Menschen autosomal-dominant vererbte,
doppelt mutierte Gen des Amyloid-Precursor-Proteins (APPswe, KM670/671NL) sowie das
PS1 (L166P). Hier ist an Position 166 Leucin gegen Prolin ersetzt, was zur bisher
aggressivsten Verlaufsform der AD fuhrt, die schon im Alter von 24 Jahren beginnt. Bei der
Maus beginnt die Amyloid-Ablagerung bereits im Alter von 6-8 Wochen [137].

3.3 Phyto-Extrakte

Die Experimente wurden mit vier verschiedenen Trockenextrakten aus pflanzlichen Drogen
durchgefihrt. Verwendet wurden die pflanzlichen Drogen Lupuli flos (,Hopfen 1* (H1) und
.Hopfen 2“ (H2)), Hyperici herba (,Johanniskraut“) und Valerianae radix (,Baldrian“). Die
Herstellung sowie die Bereitstellung der Extrakte erfolgte durch die Firma Finzelberg GmbH
und Co KG, Andernach (Deutschland). Die Extrakte wurden bei Raumtemperatur (RT)
trocken gelagert und téglich frisch mit Wasser angesetzt. Die Herstellung des jeweils
verabreichten Extrakt-Wasser-Gemischs erfolgte bei allen Extrakten in gleicher Weise.
Exemplarisch sei hier die Erklarung zum Extrakt Hopfen 1 beschrieben: Ausgehend von
einer Tagesdosis von 150 mg/kg KG (0,15 mg/g) und einem Nativanteil von 80%, ergibt sich
fr ein Extrakt mit 100% Nativanteil eine zu verabreichende Menge von 0,1875 mg/g (0,15
mg/g * 100%/80%). Fir eine Maus von 20 g entspricht dies 3,75 mg. Diese Menge wurde in
100 ul Wasser gelést. Tabelle 2 zeigt die Zusammensetzung der einzelnen Extrakte.
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Tabelle 2: Extrakte und deren Inhaltstoffe

Extrakt Inhaltsstoffe
80% Nativextrakt
20% Trockenhilfsstoffmischung
(17% Laktose,
3% hochdisperses SiOy)
50% Nativextrakt

Hopfen 1
(Auszugsmittel
80% EtOH v/v)

Hopfen 2 50% Trockenhilfsstoffmischung
(Auszugsmittel (20% Maltodextrin
Wasser) 27,2% Lactose

2,8% Farbstoff (E150c¢))
70% Maltodextrin

Johanniskraut 14% Nativextrakt (mit 0,09%
(Auszugsmittel Hypericin und 0,32% Hyperforin)
80% EtOH v/v) 14% Zellulose

2% SiO,

60% Nativextrakt
40% Hilfsstoffmischung
(28% mikrokristalline Zellulose,
10% Maltodextrin,
1% Kieselsdure,
1% Kieselerde)

Baldrian
(Auszugsmittel
35% EtOH v/v)

3.4 Tierversuche, Applikationsdosis und Experimentdauer

Pro Extrakt und Untersuchungsgruppe wurden jeweils finf mannliche APPPS1-Méause
taglich durch eine orale Gabe mit den entsprechenden in Wasser gelésten Extrakten
behandelt. Die Therapie erfolgte intragastral durch Schlindeln des Extrakt-Wasser-
Gemischs mit einer abgestumpften Schlindelsonde. Finf mannliche Kontrolltiere wurden
entsprechend taglich mit Wasser behandelt.

Es wurden zwei Teilversuche durchgefihrt:

1. Die Kurzzeit-Experimente dienten dem Screening der Extrakte auf ihre Wirkung
hinsichtlich morphologischer Aspekte des charakteristischen AD-Krankheitsbildes in einem
Sfrihen“ Alter. Die Schlliindelung erfolgte erstmals in einem Alter von 40 Tagen Uber einen
Zeitraum von 35 bzw. 60 Tagen, dementsprechend erfolgte die Gewebeentnahme in einem
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Alter von 75 und 100 Tagen. Der Zeitpunkt der ersten Gabe liegt ca. eine Woche vor dem
Nachweis der ersten AB-Ablagerungen. Die Extrakte Hopfen 1 und Hopfen 2 wurden
ausgehend von einer Tagesdosis von 150 mg/kg KG in einer Dosis von 3,75 bzw. 6 mg/20g
Maus (H2) verabreicht. Der Johanniskrautextrakt wurde entsprechend einer Tagesdosis von
400 mg/kg KG in einer Dosis von 57,14 mg/20g Maus gegeben, beim Baldrianextrakt betrug
die Tagesdosis 900 mg/kg KG, woraus sich eine Dosis von 30 mg/20g fir die Mause ergab.

2. Im Fall positiver Befunde wurde ein Langzeit-Experiment angeschlossen, um zu prifen, ob
die bei den Kurzzeit-Experimenten erreichten Effekte auch Uber einen langeren Zeitraum
nachgewiesen werden kdénnen und ob sich weitere Veranderungen manifestieren. Das
Langzeit-Experiment wurde mit dem Baldrianextrakt in entsprechender Dosis von 30 mg/20g
Mausgewicht durchgefihrt. Begonnen wurde auch hier am 40. Lebenstag. Die Therapie
wurde vergleichbar zu der des Kurzzeit-Experiments durchgefiihrt. Die Tétung der M&use
und die Gewebeentnahme erfolgten hier an Tag 125, 150, 175 und 200 (Tabelle 3).

Tabelle 3: Extrakte und Therapielédnge

75d 100 d 125d 150d 175d 200d
Hopfen 1 5 5
Hopfen 2 5 5
Johanniskraut 5 5
Baldrian 4 4 5 5 4 5

3.5 Tier- und Gewebe-Aufbereitung

Die Mause wurden in einem 12 h Tag-Nacht-Zyklus bei 22°C mit freiem Zugang zu Futter
und Wasser im Maushaus der neurologischen Klinik entsprechend der geltenden
Tierschutzbestimmungen untergebracht. Die Experimente wurden mit Genehmigung der
zusténdigen Behoérde des Landes Mecklenburg-Vorpommern (LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-
048/08) durchgefihrt.

Zur Gewebeaufbereitung wurden die Mause am letzten Tag der Therapie durch zervikale
Dislokation getdtet und durch zugige linksseitige intrakardiale Injektion mit PBS gespiilt. Das
GroBhirn wurde heraus prapariert, je eine Hemisphare wurde in 4% Paraformaldehyd fixiert
oder flussigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C gelagert.
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3.6 Genotypisierung der Mause mittels PCR

Zur Uberpriifung des transgenen Status der Mause wurde die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) genutzt, eine Methode zur Amplifizierung von Nukleinsdure-Fragmenten in vitro.
Hiermit lasst sich durch mehrmalige Wiederholung der Arbeitsschritte der gewtinschte DNA-
Abschnitt exponentiell vervielfaltigen, um den relevanten Genotyp nachzuweisen (siehe Abb.
11). Durch Biopsie des Mausschwanzes wurde Gewebe gewonnen, das mit 200 pl
Lysepuffer und 3 pl Proteinase K tber Nacht bei 55°C inkubiert wurde. Durch 30-mindtiges
Erhitzen der Bioptate auf 95°C wurde die Proteinase K inaktiviert. Der nach Zentrifugieren
entstandene Uberstand enthielt die genomische DNA. Zur Genotypisierung der APPPS1-
Mause wurden Primer (APPswe-forward/reverse) benutzt, die im Falle einer APPPS1-
positiven Maus ein 250 Basenpaar groBes Amplifikat lieferten.

Die PCR erfolgte nach folgendem Protokoll: Denaturierung der DNA bei 95°C zur Trennung
der Doppelstrange, Abkihlung auf 62°C und Anlagerung der Primer (Annealing), Elongation
mittels Taqg-Polymerase bei 72°C zur Gewinnung identischer Doppelstrange. Dieser Zyklus
wurde 35x wiederholt, die Endprodukte mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und
mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht.

3.7 Morphologische Analysen

3.7.1 Immunhistochemie (IHC)

An einem histologischen Schnitt kann die Verteilung bestimmter Antigene sichtbar gemacht
werden, indem man die Spezifitdt von Antikérpern mittels IHC zur Analyse der Morphologie
des Gewebes nutzt. Die betreffenden Gewebe wurden nach Entnahme in 4% PFA fixiert.
Nach 8 bis 14 Tagen wurde das Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol
entwassert und in Paraffin eingebettet. Dann wurden 4 pm dicke Schnitte angefertigt.
AnschlieBend wurden diese mit primaren Antikérpern aufbereitet, wobei IBA1 (anti-
Kaninchen-Antikérper) zum Nachweis von Mikroglia und AB-clone 6F3D (anti-human AB-
Antikdrper) zum Nachweis von amyloiden Plaques eingesetzt wurden. Der Fokus der
Analyse lag auf der Bestimmung der Unterschiede der Plagueverteilung im Hinblick auf das
Lebensalter der Mause, die GrdBe der Plaques, sowie die Verteilung und Anzahl der Plaque-
abwehrenden Mikroglia.

Es wurden je vier Sagittalschnitte durch das Corpus callosum angefertigt, die mit dem Mirax
Slide Scanner (Auflésung: 230 nm/Pixel) digitalisiert wurden. Zur Analyse wurden
anschlieBend die Kortizes zweier Schnitte ausgewahlt, die mittels der Axio Vision-Software
hinsichtlich Anzahl, GréBe und Dichte der Plaques, relative Kortexbedeckung und Mikroglia-
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Expression ausgewertet wurden. Bei der Hopfen 2- und Johanniskrautgruppe wurden jeweils

vier, ansonsten wurden finf Tiere pro Gruppe analysiert.

3.7.2 Hamatoxylin-Eosin-(HE-)Farbung

Die HE-Farbung ist eine Routinemethode, die einen schnellen Uberblick iiber die Auswirkung
der Extrakigabe auf das Gewebe verschafft. Saure Molekile wie die Kerne farben sich blau-
violett, Zytoplasma und Kollagen rosa.

In dieser Arbeit wurden neben Gehirn und Leber auch Herzmuskulatur, Lunge, Magen, Milz,
Duodenum, Jejunum, Kolon, Niere, Hoden sowie Skelettmuskel der Mause entnommen und
auf pathologische Veranderungen und mégliche Nebenwirkungen der verabreichten Extrakte
untersucht. Mit Ausnahme der Hopfen 2- und Johanniskrautgruppe (n=4) wurden auch hier
finf Tiere pro Gruppe analysiert.

3.8 Gesamtproteinbestimmung

Das Gesamtprotein wurde bestimmt, um den spezifischen Anteil der Sekretasenproteine zu
ermitteln. Zur Bestimmung der Proteinmenge stehen zwei Methoden zur Verfligung.

1. Quantitative Gesamtproteinbestimmung mit Hilfe eines BCA-Kits (nach PIERCE).

Diese Methode beruht auf der Biuret-Reaktion, bei der Proteine mit Cu?" in alkalischer
Lésung einen Komplex bilden. Die Cu®*-lonen des Komplexes werden zu Cu* reduziert, die
mit der Bicinchinon-Saure zu einem violetten Farbkomplex reagieren, dessen Absorption bei
562 nm gemessen werden kann. Als Standard diente das bovine Serum-Albumin, welches in
den Konzentrationen 0; 0,2; 0,5; 0,8; 1,1; 1,4; 1,7 und 2 pg/ul mitgefihrt wurde.

Nach langsamem Auftauen auf Eis und anschlieBendem grindlichen Vortexen der zum
Western Blot aufbereiteten Proteinfraktionen und des Standards wurden je 10 pl Probe oder
Standard im Doppelansatz auf eine Mikrotiterplatte pipettiert. Nach Zugabe von 200 ul BCA-
Reagenz (angesetzt entsprechend mitgeliefertem Protokoll) folgte eine Inkubation fiir 30 min
bei 37°C und 300 rpm im Schittler. Nach Abkihlung auf RT schloss sich die photometrische
Bestimmung bei 562 nm im Tecan Spektrophotometer an; Auswertung und
Proteinkonzentrationsbestimmung folgten anhand der Standardkurve in der gelieferten
Software.

2. Quantitative Gesamtproteinbestimmung mittels Nanodrop ND-1000. Hierbei wurden 2 pl
der Probe auf das Pedestral aufgetragen und bei einer Wellenlange von 280 nm gemessen.
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3.9 Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

ELISAs werden zur quantitativen Analyse spezifischer Proteine angewendet. Das zu
testende Antigen wird durch monoklonale Antikérper erfasst, die an zwei unterschiedlichen
Epitopen selektiv binden und so einen ,Sandwich-Komplex* bilden. Mit dieser Methode
kénnen die Effekte der Extrakte von Hopfen, Johanniskraut und Baldrian auf die AR42-
Konzentration analysiert werden.

Die durch flissigen Stickstoff schockgefrorenen und bei -80°C gelagerten Hemisphéaren
wurden nach Zugabe von 500 ul RNAlater® 1 h auf Eis aufgetaut und bei 6000 rpm fiir 15 s
im Precellys24®-Homogenisator homogenisiert. Zur Untersuchung wurden 20 mg des
Homogenats mit der 1,6-fachen Menge des Carbonatpuffers und Proteasehemmer
versehen, homogenisiert und anschlieBend 20 min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefdB (iberfiihrt und mit 8 M Guanidinpuffer
gemischt, gevortext und wie zuvor 20 min zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand
wurde erneut abgenommen und stellt die Carbonat-l6sliche Fraktion dar. Auf das nach dem
ersten Zentrifugieren entstandene Pellet wurde die errechnete Menge (bezogen auf die
initiale Homogenatmenge) des 5 M Guanidinpuffers gegeben und fir 3 h bei 1400 rpm und
25°C schittelnd inkubiert. AnschlieBend folgte eine weitere Zentrifugierung bei 4°C fir 20
Minuten und 14000 rmp. Der Uberstand bildete die unldsliche GuanidinHCI Fraktion. Alle
Fraktionen wurden bei -80°C gelagert.

Jeweils 50 pl dieser I6slichen oder unldslichen Fraktion des AB42-Proteins beziehungsweise
des Standards wurden im Doppelansatz zusammen mit 50 pl Antikérper-
Biotinkonjugatverdiinnung auf die bereits mit einem Fang-Antikérper versehene
Mikrotiterplatte aufgetragen. Dieser Fangantikérper erkennt und bindet selektiv das C-
terminale Ende des Antigens. Wahrend der Inkubation Gber Nacht bilden sich Antikérper-
Amyloid-Antikdrper-Komplexe. Nicht gebundene Substanzen wurden durch Waschen
entfernt. Der Antikérper-Amyloid-Antikérper-Komplex wurde im né&chsten Schritt indirekt Gber
eine Biotin-Streptavidin-Bindung an Horse Radish Peroxidase (HRP) gekoppelt und 30 min
auf dem Schuttler bei 800 rpm und RT inkubiert. AnschlieBend wurde nicht gebundenes HRP
abgewaschen, bevor das Chromogen aufgetragen wurde. In 30-minltiger Inkubation
katalysierte das HRP die Umwandlungsreaktion des Chromogens in ein farbiges Produkt,
welche durch die Stop-Ldsung beendet wurde. Die Farbintensitat wurde photometrisch bei
420 nm gemessen. Die so bestimmte Extinktion korreliert direkt mit der AB42-Konzentration
der jeweiligen Probe und kann durch den Vergleich mit dem Standardkurve quantitativ

ermittelt werden.
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Abb. 10: Schematische Darstellung eines ELISAs (mit freundlicher Genehmigung [139])

3.10 Western Blot (WB)

3.10.1 Protein-Extraktion zur Proteingewinnung

Mittels WB wurden die beiden Enzyme a- und B-Sekretase ermittelt, die Uber das
Spaltungsverhalten des APP im Gehirn entscheiden. Die Proteinaufarbeitung erfolgte nach
Lesné [140]. 20 mg des Hirnhomogenats wurden dazu mit 500 pl Proteinlysepuffer 1 und
71,43 pl Proteasehemmer versetzt, 5 s bei 5000 rpm homogenisiert und anschlieBend 5 min
bei 3000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wurde in ein neues
EppendorfgefaB Gberfihrt und bei -80°C aufbewahrt. Das verbliebene Pellet wurde mit 100
Ml Proteinlysepuffer 2 (TNT-Puffer) vermischt und 90 min bei 13000 rpm zentrifugiert, bevor
Uberstand 2, der die 18sliche Fraktion der zytoplasmatischen Proteine bildet, abgenommen
wurde. Nun wurden 110 ul Proteinlysepuffer 3 (Proteinpuffer C) zugefiigt und nach weiteren
90 min Zentrifugieren Uberstand 3 gewonnen, der ebenfalls bei -80°C aufbewahrt wurde.
Dieser Schritt lieferte die membranstandigen Proteine.

3.10.2 Gelelektrophorese

Mit Hilfe eines SDS-Polyacrylamidgels werden Proteine, die durch ein elektrisches Feld
wandern, ihrer GréBe nach aufgetrennt. Das Gel besteht aus einem 12%igen Acrylamid-
Trenngel und einem dartiber aufgetragenen Sammelgel. Beide polymerisieren durch Zugabe
von Ammoniumpersulfat und Tetramethylethylendiamin aus. Die Proben wurden mit einem
Bromphenolblau-haltigen Proteinprobenpuffer und destilliertem Wasser versetzt, gemischt
und ebenso wie ein Marker, der mehrere Proteine bekannter GréBe beinhaltet, auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde tber 30 min bei 80 V und fir weitere 1,5 h bei 100 V
in SDS-haltigem TRIS-Glycin-Laufpuffer durchgefihrt.
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3.10.3 Western Blot und Proteinbestimmung

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden in einem senkrecht zum Gel
gerichteten elektrischen Feld in 2 h bei 50 V auf eine durch Methanol aktivierte
Polyvinylidendifluorid-Membran Ubertragen.

Um unspezifische Bindestellen zu blocken, wurde die Membran in TBS Tween-20 mit 5%
Milchpulver 1 h bei RT inkubiert, anschlieBend 3x 5 min in TBST gewaschen, bevor der
spezifische Antikdrper in einer 2% TBST-Milchpulver-Mischung Uber Nacht aufgetragen
wurde. Durch Waschen der Membran in TBST fir 3x 5min wurden nicht gebundene
Primarantikérper abgewaschen. AnschlieBend wurde der HRP-gekoppelte
Sekundarantikrper aufgetragen und 1 h bei RT inkubiert. Einem weiteren Waschgang folgte
die Entwicklung mittels der Reagenzien A und B aus dem Amersham ECL Plus Western
Blotting Detection Reagents-Kit in einem Verhdltnis von 40:1 durch eine
Chemilumineszenzreaktion in einem Decon DC Science Tec. Detektiert wurden in jeweils
drei Tieren pro Gruppe die a- und B-Sekretase sowie das sich in Muskelfasern befindende
Aktin mittels den jeweiligen Priméarantikérpern ADAM10 (1:1000), BACE-1 (1:1000) und -
Aktin (1:20000) und den Sekundarantikérpern anti-Kaninchen HRP (1:2500 auf ADAM10 und
BACE-1), sowie anti-Maus HRP (1:2500 auf B-Aktin).

3.10.4 Stripping

Wurden mehrere Proteine nachgewiesen, so wurden nach Nachweis des ersten Proteins
Antikérper und Sekundérantikérper durch das so genannte Stripping wieder von der PVDF-
Membran entfernt. Hierzu wurde die Membran 2x fir 10 min in Stripping-Puffer inkubiert.
Nach anschlieBendem Waschen der Membran erfolgte ihre Reaktivierung durch eine
Methanol-Inkubation von 1 min. AnschlieBend wurde die Membran in TBST mit 5%
Milchpulver 1 h bei RT geblockt und nach wiederholtem Waschen mittels TBST, wurde sie
mit neuen Primérantikdrpern Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

3.11 Statistische Auswertung

Die Abbildungen und Diagramme reprasentieren stets den arithmetischen Mittelwert und den
Standardfehler des Mittelwertes (engl. standard error of the mean, SEM). Die statistische
Analyse der Daten durch den Lilliefors Test ergab eine logarithmische Normalverteilung der
Messwerte. Die Messdaten wurden daher logarithmiert, um sie auf eine Normalverteilung zu
transformieren und anschlieBend mittels Student’s t-Test auf Signifikanz zu testen. P-Werte
< 0,05 wurden als signifikant angesehen. Héhere Signifikanzniveaus werden aufgrund der
niedrigen Tieranzahl pro Gruppe nicht angegeben. Messwerte, welche sich signifikant von
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den Kontrollwerten unterscheiden, werden in den Diagrammen durch einen Stern

symbolisiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Genotypisierung der Mause mittels PCR

Zur Zucht der transgenen APPPS1-M&use wurden APPPS1-negative Mause mit APPPS1
heterozygoten Mausen gepaart. Um das Vorhandensein der Mutation zu bestatigen, wurde,
wie oben beschrieben, der Genotyp der Mause bestimmt, da nach dem Mendelschen
Vererbungsgesetz nur 50% der Nachkommen Trager des mutierten Gens sind. Das APP-
Fragment wurde mit Hilfe der PCR amplifiziert und {ber eine anschlieBende TAE-
Gelelektrophorese (Bande bei ca. 250 Basenpaare) sichtbar gemacht.

M hAPPswe

c—
1000 bp — ‘

500 bp — -
S 0/0 +/0

Abb. 11: Genotypisierung der APPPS1-Maus mit der PCR. Das heterozygote Tier weist bei 250 Basenpaare eine
Bande auf.

4.2 Phytotherapie Uber 35 bzw. 60 Tage (Kurzzeit-Experiment)

Pro Gruppe wurden jeweils finf Mause eingeplant. Jede Maus erhielt ab dem 40. Lebenstag
einen der Extrakte Hopfen 1, Hopfen 2, Johanniskraut oder Baldrian in oben genannter
Dosis, die ihrem Gewicht angepasst wurde. Die Therapie erfolgte taglich einmal Uber 35
Tage bei der Gruppe 75 d bzw. Uber 60 Tage fur Tiere der Gruppe 100 d.

4.2.1 Bestimmung der AB42-Konzentration mittels ELISA

AB42-Bruchstiicke entstehen, wenn das APP durch die 8- und y-Sekretase geschnitten wird.
Durch Aggregation der einzelnen noch Iéslichen, neurotoxischen Stiicke entwickeln sich
Oligomere, die schlieBlich irreversibel zu unléslichen Plaques aggregieren. Die
Konzentration der I6slichen und unléslichen Fraktionen wurde quantitativ mit Hilfe des sog.
Sandwich-ELISA, bei dem zwei unterschiedliche Antikérper an das Antigen binden und
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detektiert werden, analysiert. Die Carbonat-l6sliche Fraktion charakterisiert die l6slichen
Veranderungen, die GuanidinHCI-Iésliche Fraktion die unléslichen Plagques.

Die folgende Abbildung (Abb. 12) stellt den AB42-Gehalt verglichen mit dem Gesamtprotein
zum Zeitpunkt 75 Tage dar. Die mit Hopfen 1 therapierte Gruppe zeigt weder in der
unléslichen noch in der léslichen Fraktion einen Unterschied zur Kontrollgruppe. Bei der
Gruppe, die mit Hopfen 2 therapiert wurde, steigt hingegen die GuanidinHCI-Fraktion
signifikant an. Auch die Carbonat-Fraktion nimmt zu. Die Johanniskraut-Gruppe zeigt einen
héheren Guanidin-Anteil als die Kontrollgruppe, die Baldriangruppe weist lediglich einen

signifikanten Abfall der Carbonat-Fraktion auf.

200
175 *

=

T 150

o

=

E 125 —

m.—'—\-\

52

© % 100

= H

o=

c 75 —

=

o

T 50

E-
25 — -

0

GuanidinHCI-Fraktion Carbonat-Fraktion
B Kontrolle ®HA1 H2 ¥ joha ¥ Baldrian

Abb. 12: AB42-Konzentration der mit pflanzlichen Extrakten behandelten AD-Mause zum Zeitpunkt 75 Tage (H1
(Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=5, Joha (Johanniskraut) n=5, Baldrian n=4) im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe (n=10). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

Nach 100 Tagen ist in allen Gruppen der GuanidinHCI-Fraktion mit Ausnahme der Hopfen 1-
Gruppe ein Anstieg der AB42-Konzentration zu erkennen, wobei einzig die Fraktion der
Baldriantiere signifikant von der Kontrollgruppe abweicht. In der Carbonat-Fraktion sind die
Level der Hopfen 1-, Hopfen 2- und Johanniskrautgruppe signifikant angestiegen, wahrend
die Baldriangruppe hier keine signifikanten Werte im Vergleich zu den Kontrolltieren liefert

(Abb. 13).
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Abb. 13: AB42-Konzentration bei mit Extrakten behandelten AD-Mausen zum Zeitpunkt 100 Tage (GuanidinHCI-
Fraktion: H1 (Hopfen 1) n=4, H2 (Hopfen 2) n=3, Joha (Johanniskraut) n=5, Baldrian n=4, Carbonat-Fraktion: H1
(Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=5, Joha (Johanniskraut) n=6, Baldrian n=5) im Vergleich zur nicht behandelten
Kontrollgruppe (GuanidinHCI-Fraktion n=11, Carbonat-Fraktion n=10). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

4.2.2 Analysen zur Plaque-Morphologie (IHC)

Amyloide Plaques sind eine der charakteristischen Veranderungen bei der AD. Sie wurden in
folgender Abbildung (Abb. 14) durch das Antigen 6F3D sichtbar gemacht. Die Abbildung
stellt den Zeitpunkt 100 d dar. Die Gruppen wurden fir 60 Tage mit Hopfen 1 (C und D),
Hopfen 2 (E und F), Johanniskraut (G und H) oder Baldrian (I und J) behandelt. Die Bilder in
der linken Spalte (A, C, E, G, I) zeigen jeweils eine Gesamtilbersicht der entsprechenden
Region mit einem MaBstab von 500 um. Auf der rechten Seite (B, D, F, H, J) ist jeweils eine
Vergr6Berung (1:40) zur besseren Plaquedarstellung mit einem MaBstab von 50 pm
abgebildet. A und B zeigen die Hirnregion und PlaquevergrdBerung einer APP-Kontrollmaus
zum Vergleich. Im Hirnschnitt einer Maus der Baldriangruppe (J), aber auch der Hopfen 1-
(D) und Hopfen 2- (F) Gruppe erkennt man den Plaque-GréBenunterschied infolge der

Therapie.
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Abb. 14: Durch den Antikdrper clone 6F3D sichtbar gemachte Plaques auf koronalen Hirnschnitten (im Bereich
Bregma -1.5 mm bis -2 mm) unbehandelter und behandelter APPPS1-M&use. A und B zeigen den Hirnschnitt
einer Kontrollmaus (links: Gesamtibersicht, rechts: Detailansicht 1:40) zum Zeitpunkt 100 d. Im Vergleich dazu
von Tieren der Gruppen Hopfen 1 (C und D), Hopfen 2 (E und F), Johanniskraut (G und H) und Baldrian (I und J)
zum gleichen Zeitpunkt. Die Plaques werden durch die Behandlung mit den Extrakten kleiner (sehr gut sichtbar in
Bild J, aber auch in D und F, im Vergleich mit der Kontrollmaus im Bild B dargestellt). Der MaBstab der linken
Spalte (A, C, E, G, ) betragt 500 um, der der rechten (B, D, F, H, J) 50 pm.
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4.2.3 Bestimmung der Plaqueanzahl

Neben den morphologischen Veranderungen wurden auch die Plagueanzahl, deren Dichte,
GroBe, die prozentuale Bedeckung des Kortex sowie die PlaguegréBenverteilung im Gehirn
quantitativ bestimmt und analysiert. Die auftretenden Plaques wurden mit Hilfe der Axio
Vision Software quantifiziert und verglichen. Hierbei zeigt sich zu den Zeitpunkten 75 d und
100 d eine starke Variabilitat, wobei nur die Anzahl der Plaques der mit Johanniskraut
therapierten Mause bis zum Tag 75 signifikant abnimmt. Der Hopfenextrakt 2 bewirkt zu
beiden Zeitpunkten eine stérkere Abnahme als der Extrakt 1, wobei die Anzahl der Plagues
beider Gruppen die der Kontrolltiere zum Zeitpunkt 100 d sogar Ubersteigt. Der Anstieg ist
jedoch nicht signifikant. Bei der Baldriangruppe nimmt die Plagueanzahl, die bis Tag 75 fast
auf die Halfte im Vergleich zu den Kontrolltieren gefallen ist, bis zum Zeitpunkt 100 d
signifikant zu. Zwischen den beiden Zeitpunkten zeigt sich insgesamt in allen Gruppen ein
signifikanter Anstieg der Plaques (Abb. 15).

300 L 7 L
250

. I I

150 —

(X + SEM)

100 —

Plagueanzahl / 10mm? Kortexfléche

50

75d 100d Zeit [d]

B kontrolle ®H1 H2 ®Jpha " Baldrian

Abb. 15: Plaqueanzahl der mit Extrakten behandelten AD-M&use (Zeitpunkt 75 d: H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen
2) n=4, Joha (Johanniskraut) n=4, Baldrian n=4; Zeitpunkt 100 d: H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=5, Joha
(Johanniskraut) n=6, Baldrian n=4) im Vergleich zur Kontrollgruppe (75 d n=13, 100 d n=4). * p<0,05 im Vergleich
zur Kontrolle; 1-4 zwischen den Zeitpunkten 75 d und 100 d innerhalb der therapierten Gruppen.

4.2.4 Bestimmung der Plaquedichte

Die Plaquedichte unterscheidet sich zwischen den therapierten Tieren und der
Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten 75 d und 100 d signifikant (Abb. 16).
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Abb. 16: Plaquedichte der mit Extrakten behandelten AD-Mause (Zeitpunkt 75 d: H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen
2) n=4, Joha (Johanniskraut) n=4, Baldrian n=4; Zeitpunkt 100 d: H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=5, Joha
(Johanniskraut) n=6, Baldrian n=4) im Vergleich zur Kontrollgruppe (75 d n=13, 100 d n=4). * p<0,05 im Vergleich

zur Kontrolle.

4.2.5 Bestimmung der PlaquegroBe

Hinsichtlich der PlaquegréBe ist, verglichen mit den Kontrolltieren, zum Zeitpunkt 75 d in der
Hopfen 2- sowie der Baldriangruppe eine signifikante GrdBenabnahme der einzelnen
Plaques zu erkennen. Im weiteren Verlauf bis Tag 100 weisen alle Gruppen eine signifikant

reduzierte PlaquegrdBe auf (Abb. 17).
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Abb. 17: PlaquegrdBe der mit Extrakten behandelten AD-Mause (Zeitpunkt 75 d: H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen
2) n=4, Joha (Johanniskraut) n=4, Baldrian n=4; Zeitpunkt 100 d: H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=5, Joha
(Johanniskraut) n=6, Baldrian n=4) im Vergleich zur Kontrollgruppe (75 d n=13, 100 d n=4). * p<0,05 im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

4.2.6 Charakterisierung der PlaquegroBe

Das nachste Diagramm (Abb. 18) zeigt das relative Verteilungsmuster der PlaquegrdBe in
den verschiedenen Gruppen. Zum Zeitpunkt 75 d (im Diagramm oben dargestellt) ist zu
erkennen, dass in allen Gruppen die kleinen Plagues bis Gr6B8e A < 400 ym?2 mit Gber 50%
vertreten sind. Wahrend die Hopfen 1-Gruppe mit der Kontrollgruppe anné&hernd vergleichbar
ist, gibt es in den restlichen Gruppen anteilmaBig mehr kleine Plaques. Im Vergleich sinkt der
Anteil an mittelgroBen (400 um? < A < 700 um?) und groBBen Plaques (A > 700 pym?) sowohl in
der Johanniskraut- als auch der Baldriangruppe signifikant.

Bis Tag 100 d (unteres Diagramm) ist die Anzahl der kleinen Plaques in allen behandelten
Gruppen leicht angestiegen. Gleichzeitig ist der Anteil der groBen Plaques in den Gruppen
der mit Hopfen 2, Johanniskraut und Baldrian therapierten Tiere gegenuber der
Kontrollgruppe signifikant abgefallen.
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Abb. 18: PlaquegréBen bei mit Extrakten behandelten AD-M&usen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Signifikanzen
(p=0,05) wurden nicht eingezeichnet. ,GroB“ entspricht Plaques mit einer Flache A > 700 um?, ,mittel” bedeutet
400 um2 < A <700 um2 und ,kleine“ Plaques haben eine Flache von A < 400 umz.

a) Im oberen Teil der Abbildung ist der Zeitpunkt 75 d dargestellt (H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=4, Joha
(Johanniskraut) n=4, Baldrian n=4, Kontrollgruppe n=24). Die groBen Plaques nehmen im Vergleich zu den
Plagues der Kontrollgruppe in der Johanniskraut- und Baldriangruppe signifikant ab.

b) Im unteren Bildteil sieht man die PlaquegréBenverteilung nach 100 d (H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=5,
Joha (Johanniskraut) n=6, Baldrian n=4, Kontrollgruppe n=21). Signifikante Anstiege der kleinen Plaques ergeben
sich in der Hopfen 2-, Johanniskraut- und Baldriangruppe.

37



4. Ergebnisse

4.2.7 Bestimmung der prozentualen Plaquebedeckung

Bei den relativen Werten der durchschnittlichen Plaquebedeckung/10 mm? Kortexflache
zeichnet sich zum Zeitpunkt 75 d ein zu den Kontrolltieren reduziertes Vorkommen ab.
Wahrend das Vorkommen von Plaques bei Hopfen 1 therapierten Tieren nur minimal sinkt,
treten bei der Hopfen 2-Gruppe signifikant weniger Plaques (60%) als bei der Kontrolle auf.
Bei der Johanniskrautgruppe sinkt die Plaquebedeckung signifikant auf 50%. Die mit
Baldrian therapierten Mause profitieren am meisten; die Plaquebedeckung sinkt signifikant
um 58 Prozentpunkte auf 42% im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Zum Zeitpunkt 100 unterscheiden sich mit Hopfen 1 behandelte Mause nicht von der
Kontrollgruppe. In der Hopfen 2- und Baldriangruppe steigt zwischen dem 75. und 100. Tag
die prozentuale Plaquedeckung an, bei den mit Johanniskraut behandelten Tieren zeigt sich

ein weiterer, aber nicht signifikanter Rickgang des Plaqueanteils (Abb. 19).
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Abb. 19: Prozentuale Plaguebedeckung/10 mm2 Kortex der mit Extrakten behandelten AD-M&use (Zeitpunkt 75
d: H1 (Hopfen 1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=4, Joha (Johanniskraut) n=4, Baldrian n=4; Zeitpunkt 100 d: H1 (Hopfen
1) n=5, H2 (Hopfen 2) n=5, Joha (Johanniskraut) n=6, Baldrian n=4) im Vergleich zur Kontrollgruppe (75 d n=13,
100 d n=4). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

4.2.8 Analysen der Mikroglia-Morphologie

Neben den Plaques kann auch die mikrogliale Antwort der hirnspezifischen Makrophagen
durch das Antigen IBA1 (braun) in der Immunhistochemie dargestellt werden. IBA1 bindet an
ein Ca**-bindendes Protein der Mikrogliaoberflache und macht diese so sichtbar. Abbildung
20 zeigt einen Vergleich zwischen einer Kontrollmaus und einem Versuchstier am Tag 100.
In allen vier Gruppen zeigt sich, dass die Plaques von einer gréBeren Menge an Mikroglia

kolonisiert sind als die Kontrollmaus.
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‘.
..

Abb. 20: Farbung gehirnspezifischer Mikroglia durch Bindung des IBA1 an ein Ca®-bindendes Protein der
Mikrogliaoberflache. APPPS1-Kontrollmaus (A und B) zum Zeitpunkt 100 d verglichen mit Hopfen 1- (C und D),
Hopfen 2- (E und F), Johanniskraut- (G und H) und Baldrianextrakt (I und J) therapiertem Tier zum gleichen
Zeitpunkt. Der MaBstab in der linken Spalte betragt 500 um, der der rechts 50 pm.
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4.2.9 Bestimmung der durch Mikroglia bedeckten Kortexflache

Die Aktivierung der Mikroglia ist ein charakteristisches Zeichen im Verlauf der AD, da es sich
hierbei um die gehirnspezifischen Makrophagen handelt. Um sie darzustellen, wurde von
jeweils drei Mausen pro Gruppe ein immunhistologisches Gewebeschnittpréaparat mit vier
Sagittalhirnschnitten angefertigt und eingescannt. Mit dem Programm Axio Vision wurden
zwei Areale des Kortex randomisiert ausgewahlt und analysiert.

Anhand der Mikrogliaflache pro Kortexareal lasst sich ermitteln, wie stark die Mikroglia
vertreten ist. Betrachtet man Tag 75, so zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe mit ~0,0235
mm? Mikrogliaflache pro 10 mm? Kortexflache die Tiere der Hopfen 1-Gruppe signifikant
weniger Mikrogliavorkommen pro Kortexareal (~0,017 mm?2/10 mm? Kortexflache). Dies gilt in
geringerem AusmaB auch fir die Hopfen 2- und Johanniskrautgruppe, wéahrend die
Baldriangruppe einen mit der Kontrollgruppe vergleichbaren Mikrogliaflachenanteil aufweist.
Nach 100 Tagen zeigt sich ein anderes Bild: Hopfen 1- und Baldrian behandelte Maushirne
weisen nun einen signifikant hdheren Mikrogliaflachenanteil auf (Hopfen 1: ca. 0,063 mm?
bzw. Baldrian: ca. 0,1 mm%10 mm? Kortexflache). Bei den Hopfen 2-Tieren steigt die
Mikrogliaflache nicht signifikant an, wahrend sie bei den mit Johanniskraut behandelten
Mausen weiterhin unterhalb derjenigen der Kontrollgruppe bleibt (Abb. 21).

180000
160000
140000 — *
120000

100000 | *

80000 —
60000 — ]:
40000 .
20000 I I
I

75d 100 d Zeit [d]

Mikrogliafiéche [in um? / 10mm? Kortexflache]
% + SEM)

¥ Kontrolle ®"H1 ®H2 ®Jgha " Baldrian
Abb. 21: Mikrogliaflache/10 mm?2 Kortexflache bei mit Extrakten behandelten Mausen (n=3) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Tag 75 n=10, Tag 100 n=6). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

Um die aktivierte Mikroglia zu quantifizieren, kann der Anteil an Plaques berechnet werden,
der mit mehr als 50% Mikroglia bedeckt ist. Dies ist in Abbildung 22 dargestellt. Bei den
therapierten Tieren zeigen sich im Vergleich zu den Kontrollgruppen der Zeitpunkte 75 d und
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100 d signifikante Anstiege, wobei zum frihen Zeitpunkt die mit Hopfen 1 und Baldrian
behandelten Mause einen hdheren prozentualen Anteil mit > 50% Mikrogliaaktivierung
aufweisen, wahrend zum Zeitpunkt 100 d die Werte bei den mit Hopfen 2 und Johanniskraut
therapierten Tieren héher sind und besonders die Mikrogliabedeckung der Baldriangruppe im
Vergleich zum Zeitpunkt 75 d signifikant abnimmt.
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Abb. 22: Anteil an Plaques mit mehr als 50% Mikrogliabedeckung bei mit Extrakten therapierten AD-Mausen
(n=3) im Vergleich zur nicht behandelten Kontrollgruppe (Tag 75 n=10, Tag 100 n=7). * p<0,05 im Vergleich zur
Kontrolle; ,4“ im Vergleich zwischen der Baldriangruppe.

4.2.10 Analysen der Sekretasen-Expression

Zur Darstellung des Proteinexpressionsniveaus wurden mit dem Homogenat von jeweils drei
therapierten Tieren sowie drei Kontrollmausen ein Western Blot angefertigt. Bestimmt
wurden die a- und B-Sekretase sowie das Muskelprotein B-Aktin (46 kDa), das als
Bestandteil des Zytoskeletts universal vorkommt und als Ladungskontrolle dient. Die
Abbildung 23 zeigt, dass die 60 kDa-Banden von ADAM10, das zur a-Sekretasenfamilie
gehdrt, zum hier dargestellten Zeitpunkt 100 d in beiden Hopfengruppen eine starkere
Intensitéat aufweist als die Kontrollgruppe. Die Signalintensitat der p-Sekretase, die durch
BACE-1 als 56 kDa-Bande reprasentiert wird, nimmt hingegen in den behandelten Gruppen
ab, wobei bei einem ein Tier der Hopfen 1-Gruppe eine ahnlich starke Intensitat wie die
Vergleichsgruppe vorhanden ist.
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Abb. 23: Western Blot der ADAM10- und BACE-1-Sekretasen, sowie des B-Aktins zum Zeitpunkt 100 d in den
Gruppen Hopfen 1 und Hopfen 2. Es zeigen sich, verglichen mit der Kontrollgruppe, in beiden Gruppen starkere
Banden des ADAM10. Die Bande des BACE-1 zeigt in zwei Mausen eine schwachere Signalstarke als die der
behandelten Gruppe, wahrend eine Maus gleich starke Signale aufweist.

Bei der Baldrian- und Johanniskrautgruppe zeigt sich ein ahnliches Bild (Abb. 24). Auch hier
ist die Intensitat der ADAM10-Bande signalreicher als in den Kontrolltieren, wahrend die
BACE-1-Banden schwécher sind. Lediglich eine Maus aus der Johanniskrautgruppe weist
verglichen mit den beiden restlichen der Gruppe ein starkeres Signal auf.

Kontrolle Baldrian Joha

ADAMIO s A R, com = -
BACE1 D D QD e — ——

B-Aktin — —— — — — — — ——

Abb. 24: Western Blot der ADAM10- und BACE-1-Sekretasen, sowie des -Aktins zum Zeitpunkt 100 d in den
Gruppen Baldrian und Johanniskraut. Dargestellt sind die unterschiedlichen Intensitaten der Banden im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

4.2.11 Prozentuale Bestimmung der Expressionshéhe der Sekretasen

Die beiden Enzyme a- und B-Sekretase, die Gber das Spaltungsverhalten des APP im Gehirn
entscheiden, werden mittels Western Blot semiquantitativ ermittelt, mittels griinem Licht wird
dann eine Chemilumineszenzreaktion ausgeldst, die mit dem Decon DC Science Tec
detektiert wird. Durch Messung der Intensitat der unterschiedlichen Banden kann man die
Werte berechnen und miteinander vergleichen.

Die a-Sekretase ADAM10, die das Protein an der physiologischen Schnittstelle schneidet,
zeigt zum Zeitpunkt 75 d bei Mausen der Hopfengruppe 1 eine Abnahme um knapp 25% im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Beim Hopfen 2-Extrakt sinkt der Anteil dieser Sekretase
signifikant auf weniger als 20% des Ausgangswerts. Im Gegensatz dazu sieht man sowohl
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bei den Johanniskraut- als auch bei den Baldriantieren einen Anstieg der Sekretaseanteils
auf 132% bzw. nahezu 150%.

Zum Zeitpunkt 100 Tage steigt die Sekretaseexpression in den Hopfengruppen massiv auf
fast 400% an. In der Baldriangruppe sogar auf 600%, in der Johanniskrautgruppe ist der
Anstieg geringer, aber dennoch signifikant (Abb. 25).
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Abb. 25: Darstellung der Expressionsniveaus der a-Sekretase der mit Extrakten behandelten AD-Mause (n=3) im

Vergleich zur Kontrollgruppe (n=3). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

Betrachtet man hingegen die Expression der B-Sekretase BACE-1, deren Aktivitat zur
pathologischen Spaltung des APP flhrt, so zeigt das Diagramm (Abb. 26) am Tag 75 bei der
Hopfen 1- und Johanniskrautgruppe einen Anstieg der Sekretaseexpression. Bei der Hopfen
2-Gruppe tritt im Vergleich zur Kontroligruppe keine Anderung ein. Die Baldriangruppe zeigt
einen deutlichen, aber nicht signifikanten Abfall. Im weiteren Verlauf féallt die
Sekretaseexpression in allen Gruppen ab mit Ausnahme der Baldriangruppe, in der sie im

Vergleich zu Tag 75 gering ansteigt.
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Abb. 26: Darstellung der Expressionsniveaus der B-Sekretase der mit Extrakten behandelte AD-Mause (n=3) im

Vergleich zur Kontrollgruppe (n=3) (100%).

4.2.12 Morphologische- und Toxizitatsanalyse

Die HE-Farbung ist eine Routinefarbung, die eine Aussage Uber das jeweilige Gewebe
ermdglicht. Betrachtet wurden mit dieser Farbetechnik neben der Gehirnhemisphare (Abb.
27, A) und der Leber (B) auch die Lunge (C), die Niere (D), die Herzmuskulatur (E), die Milz
(F), der Magen (G) und das Jejunum (H). Mit Ausnahme der Hopfen 2- und
Johanniskrautgruppe (n=4) wurden hier jeweils flnf Tiere pro Gruppe analysiert. Alle
Gewebeschnitte zum Zeitpunkt 100 d ergaben keinen Hinweis auf pathologische
Erscheinungen oder toxische Nebenwirkungen die auf die therapeutisch verabreichte Dosis
der pflanzlichen Extrakte zurlckzufihren waren. In Abbildung 27 sind als Beispiel
Gewebeschnitte der Johanniskrautgruppe zum Zeitpunkt 100 Tage dargestellt. Auch in den
Schnitten der mit Baldrian oder Hopfen therapierten Gruppen konnten keine pathologischen

Veranderungen festgestellt werden.
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Abb. 27: Histologische Untersuchung (HE-Farbung) von Gehirn (A), Leber (B), Lunge (C), Niere (D), Herz (E),
Milz (F), Magen (G) und Jejunum (H) der mit Johanniskrautextrakt behandelten AD-Mausen zum Zeitpunkt 100 d.

4.3 Zusammenfassung

Wéhrend die Plaques der mit dem Hopfen 1-Extrakt therapierten Mausen bis Tag 100
lediglich eine sinkende Dichte sowie GréBe aufweisen, ist bei Tieren, die mit dem
Wasserextrakt Hopfen 2 therapiert wurden, zusatzlich zu kleineren und dichteverminderten
Plaques zum Zeitpunkt 75 Tage auch eine geringere Anzahl an Plaques zu verzeichnen. Bei
beiden Gruppen gibt es signifikant mehr Plaques als bei der Kontrollgruppe mit einer
Mikrogliabedeckung > 50%, sowie einen signifikanten Anstieg der Expression der a-
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Sekretase, wahrend die B-Sekretasekonzentration nur in der Hopfen 2-Gruppe gleich bzw.
geringer ist als die der jeweiligen Kontrollgruppe.

Bei mit Johanniskrautextrakt therapierten Tieren steigt die a-Sekretasekonzentration und
sinkt die B-Sekretase, dennoch féllt nur die Carbonat-lésliche Fraktion der AR42-
Konzentration ab, wahrend die Konzentration der GuanidinHCI-Fraktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe hoéher ist. Insgesamt sind weniger und kleinere Plagues in der
Johanniskrautgruppe zu verzeichnen, die Anzahl der groBen Plaques (A > 700 pum?) ist am
75. Tag stark reduziert und die mikrogliale Antwort ist ahnlich stark wie die der Hopfen 2-
Gruppe.

Mit der Kurzzeit-Behandlung konnte insbesondere in der Baldriangruppe eine signifikante
Reduktion der PlaquegréBe und -dichte im Vergleich zu der unbehandelten Kontrollgruppe
erreicht werden. So ist die Anzahl groBer Plaques (A > 700 um?) im Alter von 75 Tagen auf
ein Minimum reduziert, und auch nach 100 Tagen gibt es im Vergleich zur Kontrollgruppe
weniger groBe Plaques. Der Anteil an kleinen Plaques (A < 400 pm?) ist hingegen signifikant
héher als derjenige der Kontrollgruppe. Die Ursache kénnte in einer starken mikroglialen
Antwort liegen, die sich durch eine signifikant erh6hte Mikrogliaflache und einer signifikant
gesteigerten Plaguebedeckung durch Mikroglia in der Baldriangruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren  zeigt. Zusétzlich kommt es in der Baldriangruppe zu einer
Expressionssteigerung der a-Sekretase, die keine AB-Pepide generiert, sowie zu einer
verringerten Expression der B-Sekretase, die toxische AB-Peptide entstehen I&sst.

4.4 Phytotherapie mit Baldrian Giber ausgewahlite Zeitpunkte zwischen 35 und
160 Tagen (Langzeit-Experiment)

Aufgrund der Ergebnisse im Kurzzeit-Experiment wurde ein Langzeit-Experiment mit
Baldrianextrakt angeschlossen. Hierbei wurden Tiere im Intervall von jeweils 25 Tagen bis
200 Tagen untersucht. Pro Gruppe wurden flnf Tiere therapiert: Sie erhielten taglich ab dem
40. Lebenstag gewichtsadaptiert eine Dosis von 30 mg/20g Maus.

4.4.1 Bestimmung der AB42-Konzentration mittels ELISA

Zum Zeitpunkt 75 d ist die Hohe der Guanidin-léslichen Fraktion des AB42-Gehalts
vergleichbar zur Kontrollgruppe, am Tag 100 signifikant héher und nach 125 Tagen
signifikant niedriger. Im weiteren Verlauf steigt die Guanidin-Fraktion bei der Baldriangruppe
kontinuierlich und langsam parallel zur Kontrollgruppe an. Zum letzten Zeitpunkt am Tag 200
findet sich in der Baldriangruppe jedoch ein signifikanter Anstieg der AB42-Konzentration auf
Werte tber 3000 ng/mg Gesamtprotein, das ca. 3-fache der Kontrollgruppe (Abb. 28).
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Abb. 28: Hohe der Guanidin-6slichen Fraktion von AB42 bei mit Baldrian behandelten AD-Mausen (Zeitpunkte
75 d, 100 d und 175 d n=4, Zeitpunkte 125 d, 150 d und 200 d n=5) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(Tag 75 n=10, Tag 100 n=11, Tag 125 n=8, Tag 150 n=3, Tag 175 n=4, Tag 200 n=5). * p<0,05 im Vergleich zur

Kontrolle.

Betrachtet man die Carbonat-lésliche Fraktion, so zeigt sich im gesamten
Beobachtungszeitraum in der Baldriangruppe ein zur Kontrollgruppe &hnliches Bild mit
kontinuierlich ansteigendem Kurvenverlauf. Zum Zeitpunkt 75 Tage ist ein signifikant
geringerer Anteil an Carbonat-l6slichen Fraktion bei den mit Baldrian behandelten Tieren zu
verzeichnen. Im weiteren Verlauf steigen die Werte beider Gruppen. Erst zu den spéten
Zeitpunkten (175 und 200 Tage) zeigt sich wieder ein geringer Abfall der Carbonat-léslichen
Fraktion der mit Baldrian therapierten Mausen (Abb. 29).
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Abb. 29: Carbonat-I8sliche Fraktion von AB42 bei mit Baldrianextrakt behandelten AD-M&usen (Zeitpunkte 75 d,
100 d und 175 d n=4, Zeitpunkte 125 d, 150 d und 200 d n=5) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Zeitpunkte 75 d
und 100 d n=10, 125 d n=8, 150 d n=3, 175 d n=4, 200 d n=5). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

4.4.2 Bestimmung der Plaqueanzahl

Die Plaqueanzahl steigt bei der Baldriangruppe zwischen den Tagen 75 und 100 von 76
Plaques auf 169 an, sinkt bis Tag 125 im Vergleich zur Kontrollgruppe um 50% signifikant
ab, nimmt dann auf durchschnittlich 346 Plaques pro 10 mm2 am Tag 175 zu und stabilisiert
sich bis Tag 200 bei 341 Plaques. Sie bleibt so mit 42% weniger Plaques signifikant
unterhalb der Vergleichsgruppe mit 580 Plaques pro 10 mm?2 Kortexflache. Damit sind zu
allen Zeitpunkten die Plaquezahlen bei den mit Baldrian therapierten M&usen niedriger als in

der jeweiligen Kontrollgruppe (Abb. 30).
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Abb. 30: Plaqueanzahl der mit Baldrian behandelten AD-M&use (Zeitpunkte 75 d, 100 d und 175 d n=4,
Zeitpunkte 125 d, 150 d und 200 d n=5) im Vergleich zur Kontrollgruppe (75 d n=13, 100 d n=4, 125 d n=3,150 d
n=8, 175 d n=4, 200 d n=5). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

4.4.3 Bestimmung der Plaquedichte

Waéhrend die Plaquedichte bei den mit Baldrian therapierten Tieren zu den Zeitpunkten 75
und 100 Tage noch signifikant geringer als die der Kontrolltiere ist, ist sie zum Zeitpunkt 125
d nahezu gleich. Bis Tag 150 sinkt die Plaquedichte der Baldriangruppe verglichen zur
Kontrollgruppe signifikant ab, gleicht sich der Kontrollgruppe zu den spéaten Zeitpunkten (175
und 200 d) aber wieder an (Abb. 31).

49



4. Ergebnisse

70 - M Kontrolle I Baldrian
= 60 -
) * i i
(‘I\.I = =
] - X
— 50 —
2 1 I I
S _ I
S w-
0] (73]
= H
> 30
=
L&)
S
ot 20
g
o

10 —

0

7ad 100d 125d 150d 175d 200d
Zeit [d]

Abb. 31: Plaquedichte der Baldrian behandelten AD-M&use (Zeitpunkte 75 d, 100 d und 175 d n=4, Zeitpunkte
125 d, 150 d und 200 d n=5) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tag 75 n=13, Tag 100 n=4, Tag 125 n=3, Tag 150
n=8, Tag 175 n=4, Tag 200 n=5). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

4.4.4 Bestimmung der PlaquegroBe

Die PlaquegrdBe steigen Uber die gesamte Zeitspanne in der Baldriangruppe kontinuierlich
auf insgesamt 524 ym2 am Tag 200 an, die GréBe bleibt jedoch stets signifikant unter

derjenigen der Kontrollgruppe (Abb. 32).
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Abb. 32: PlaquegréBe der mit Baldrian behandelten AD-M&use (Zeitpunkte 75 d, 100 d und 175 d n=4,
Zeitpunkte 125 d, 150 d und 200 d n=5) im Vergleich zur Kontrollgruppe (75 d n=13, 100 d n=4, 125d n=3, 150 d
n=8, 175 d n=4, 200 d n=5). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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4.4.5 Charakterisierung der PlaquegroBe

Zum Zeitpunkt 75 d ist die Zahl der mittelgroBen (400 ym? < A < 700 ym?) als auch die der
groBen (A > 700 um?) Plaques in der mit Baldrian behandelten Gruppe im Vergleich zu den
Kontrolltieren signifikant geringer. GroBe Plaques existieren nahezu nicht. Zum Zeitpunkt
200 d hingegen sind verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant mehr kleine (A < 400 ym?)
und weniger groBe Plaques vorhanden. Vergleicht man die behandelten Tiere zu beiden
Zeitpunkten miteinander, so ergibt sich bei allen drei PlaquegréBen ein signifikanter
Unterschied (p<0,05) (Abb. 33).
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Abb. 33: PlaquegréBe der mit Baldrian behandelten AD-Mause (Tag 75 n=4, Tag 200 n=5) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Tag 75 n=24, Tag 200 n=19).

Im gesamten Zeitverlauf weist die Baldriangruppe eine hdhere Anzahl an kleinen Plaques (A
< 400 um?) und weniger groBe Plaques (A > 700 um?) auf (Abb. 34).
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Abb. 34: PlaquegréBe der mit Baldrian therapierten Tiere (rechter Teil des Schaubildes; 75 d n=4, 100 d n=4, 125
d n=5, 150 d n=5, 175 d n=4, 200 d n=5) im Vergleich zur Kontrolle (links dargestellt; 75 d n=24, 100 d n=21, 125

d n=20, 150 d n=19, 175 d n=16, 200 d n=19).

4.4.6 Bestimmung der prozentualen Plaquebedeckung

Die Plaquebedeckung der Baldriangruppe ist im Vergleich zur auf 100% gesetzten

Kontrollgruppe wahrend der gesamten Zeitspanne geringer. Insgesamt schwankt der Anteil

der Bedeckung jedoch stark. Sind zum Zeitpunkt 75 d fast 60% der Kortexflache der

therapierten Tiere weniger mit Plaques bedeckt, so sinkt dieser Anteil bis zum Tag 100 ab.

Bis zum Zeitpunkt 125 d erhéht sich der Plaque-freie Anteil um ca. 70% und steigt danach

wieder auf durchschnittlich ca. 50% im Vergleich zur Kontrolle an (Abb. 35).
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Abb. 35: Prozentuale Plaguebedeckung der Kortexflache der mit Baldrian behandelten AD-M&ausen (Zeitpunkte
75 d, 100 d und 175 d n=4, Zeitpunkte 125 d, 150 d und 200 d n=5) im Vergleich zur Kontrolle (75 d n=13, 100 d
n=4, 125 d n=3, 150 d n=8, 175 d n=4, 200 d n=5). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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4.4.7 Bestimmung der durch Mikroglia bedeckten Kortexflache

Bei Betrachtung der Mikrogliaflache pro Kortexareal in den mit Baldrian therapierten Mausen,
zeigt sich ein kontinuierlicher, starker Anstieg ab Tag 75. Die Flachen liegen stets Uber der
der Kontrollgruppe. Die mikrogliale Antwort auf die Plagueentwicklung ist bei den
therapierten Tieren damit wahrend der gesamten Zeit starker ausgepréagt als bei den nicht
behandelten Mausen (Abb. 36).
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Abb. 36: Mikrogliaflache/10 mm?2 Kortexflache der mit Baldrian therapierten Tiere (in jeder Gruppe n=3) im
Vergleich zur nicht behandelten Kontrollgruppe (75 d n=10, 100 d n=6, 125 d n=8, 150 d n=5, 175 d n=9, 200 d

n=>5). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.

Die Bestimmung der Plaqueanzahl mit wenigstens 50% Mikrogliabedeckung ergibt bei dem
Baldrian-Langzeit-Experiment bereits zum Zeitpunkt 75 d einen signifikanten héheren Wert
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bis zum Tag 100 nimmt der Anteil ab, steigt dann wieder an
und erreicht ab Tag 150 ein Plateau (Abb. 37).
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Abb. 37: Plaqueanzahl mit wenigstens 50% Mikrogliabedeckung bei mit Baldrianextrakt behandelten AD-M&usen

(in jeder Gruppen n=3) im Vergleich zur Kontrollgruppe (75 d n=10, 100 d n=7, 125 d n=8, 150 d n=5, 175 d n=9,
200 d n=6). * p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
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4.4.8 Prozentuale Bestimmung der Sekretasen mittels Western Blot

Im Langzeit-Experiment variiert die a-Sekretaseexpression in der Baldriangruppe Uber den
Zeitraum von 75 Tagen bis 200 Tagen erheblich (Abb. 38). Bereits zum Zeitpunkt 75 d liegt
sie oberhalb der Kontrollgruppe (die Kontrollgruppe wurde jeweils pro Zeitpunkt auf 100%
gesetzt) und steigt im folgenden Zeitraum signifikant auf 372% am Tag 100. Am Tag 125 ist
sie stark auf 43% abgefallen und liegt signifikant unter derjenigen der Kontrolltiere. Im
weiteren Verlauf kommt es zu einem erneuten Anstieg und nach 175 d wird ein Maximalwert

von 850% erreicht. Zum Zeitpunkt 200 d ist die a-Sekretaseexpression wieder stark gefallen.
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Abb. 38: Expression der a-Sekretase bei mit Baldrianextrakt behandelten AD-Mausen (in jeder Gruppe n=3) im
Vergleich zur Kontrolle (n=3). Die Kontrolle (gestrichelte Linie) wurde pro Zeitraum auf 100% gesetzt. * p<0,05 im

Vergleich zur Kontrolle.

Die B-Sekretaseexpression ist bei den behandelten Mausen im Vergleich zur nicht
therapierten Kontrollgruppe an den Tagen 75 und 100 niedriger (Abb. 39). Sie steigt dann an
und erreicht nach 175 d einen Maximalwert (406% des Kontrollwertes). Zum Zeitpunkt 200 d

wird wieder das Niveau der Kontrollgruppe erreicht.
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Abb. 39: Expression der B-Sekretase der mit Baldrianextrakt behandelten AD-M&use (in jeder Gruppe n=3) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (n=3). Die Kontrollgruppe (gestrichelte Linie) wurde pro Zeitpunkt auf 100% gesetzt.
* p=0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
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4.5 Morphologische- und Toxizitatsanalyse

In bisher unverdffentlichten Untersuchungen unseres Labors mit der 0.g. Dosierung sind bis
zum 200. Lebenstag keine Nebenwirkungen aufgetreten, so dass in dieser Arbeit auf weitere

Untersuchungen verzichtet wurde.

4.6 Zusammenfassung

Die Proteinexpression der a-Sekretase in der Baldriangruppe ist signifikant starker
(Ausnahme Zeitpunkt 125 d) als die der Kontrollgruppe, was auf eine verstarkte
Prozessierung nicht-toxischer AR-Peptide deutet. Die Expression der B-Sekretase und
Plaqueanzahl hingegen steigen lediglich langsam an. Auch Plagquedichte und -gréBe sind im
Vergleich zu den nicht therapierten Kontrolltieren signifikant verringert. GroBe Plaques mit
einer Flache von 700 pum?® und mehr entwickeln sich im Gegensatz zu denen der
Kontrollgruppe erst langsam ab einem Alter von 100 Tagen. Die mikrogliale Antwort ist im
gesamten Zeitraum verstarkt, wobei ein groBer Teil der Plaques mit mehr als 50% Mikroglia
bedeckt ist. Demnach profitieren die mit dem Baldrianextrakt behandelten Tiere von dieser
Therapie.
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5. Diskussion

Ein steigender AB42/AB40-Quotient im Plasma [141] oder aber das Vorkommen von AB42
und Tau-Protein im Liquor [142] werden beim Menschen als mdgliche Biomarker fir eine
Frihdiagnose der AD diskutiert. Da der in vivo Nachweis von zerebralen Amyloid-
Ablagerungen am lebenden Menschen nicht méglich ist, sind Tiermodelle zur Erforschung
der molekularen Mechanismen unerlasslich. Hierbei sind speziell das APP und seine
Spaltprodukte, welche beim Menschen an der Pathogenese beteiligt sind, wichtig.

Ziel der vorliegenden in vivo Untersuchung war die Evaluation des Einflusses einer
mehrwochigen Behandlung mit Extrakten aus Hopfenzapfen, Johanniskraut oder
Baldrianwurzel auf die Entwicklung der Amyloid-Ablagerungen im APPPS1-Mausmodell der
AD im Vergleich zum Spontanverlauf. Vorrangige Untersuchungsziele waren die Einflisse
einer taglichen Applikation der Extrakte Uber einen Zeitraum von 35 bis 160 Tagen auf die
Amyloidkonzentration, die Plagueanzahl und -gr6Be und die Sekretasenkonzentration.
Hierzu wurden Mause der Altersstufen 75, 100, 125, 150, 175 und 200 Tage untersucht.
Zudem wurde die Vertraglichkeit der Therapie mit Baldrianwurzelextrakt gepruift.

5.1 Erforschung von Morbus Alzheimer in Tiermodellen

Die in vivo Untersuchungen wurden an einen Mausmodell fir AD mit Mutationen im APP-
Gen (KM670/671NL, sog. schwedische Doppelmutation) und im PS1-Gen (L166P)
durchgefihrt [137]. Der Vorteil dieses Mausmodells liegt darin, dass pathologische
Veranderungen bereits ab dem 50. Lebenstag auftreten. Im Vergleich dazu exprimiert das
von Sturchler-Pierrat 1997 erstmalig beschriebene Mausmodell APP23 humanes APP751
mit der 0.g. schwedischen Doppelmutation sowie einer V7171 Mutation. Dadurch beginnt die
als diffus beschriebene Amyloid-Ablagerung jedoch erst im Alter von 18 Monaten. Auch in
einem weiteren Modell, welches lediglich die schwedische Doppelmutation aufweist, treten
amyloide Plaques auf. Hier zeigen sich auBerdem ein mit dem AB-Anstieg korrelierender
Neuronenverlust im Hippocampus und eine Angiopathie, wie sie auch bei der AD auftritt.
Nachteilig ist allerdings, dass bei den transgenen M&usen erst im Alter von sechs Monaten
Ablagerungen auftreten [143], [144].

5.2 Phytopharmaka fiir neue Ansétze in der Alzheimer-Therapie

Eine erfolgreiche Behandlung der Ursache der AD ist bisher nicht bekannt. Zugelassene
medikamentdse Therapien mit chemisch definierten Substanzen wie
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Acetylcholinesteraseinhibitoren und Memantin zielen auf eine symptomatische Beeinflussung
der Neurotransmission [145]. Damit werden zwar die klinischen Symptome, die Folgen der
Plaque- und Tangle-Bildung sind, reduziert, eine kausale Therapie stellen diese Substanzen
jedoch nicht dar. Immunologische Studien mit passiver als auch aktiver Impfung gegen AB
zeigten bisher keine Uberzeugenden klinischen Effekte, die AN1792-Studie musste wegen
unerwlnschter Arzneimittelwirkungen abgebrochen werden [146]. Therapieansatze mit dem
Ziel der Pravention einer Plaquebildung existieren noch nicht. Die Suche danach ist
gegenwartig Gegenstand intensiver Forschung.

Pflanzliche Extrakte haben hier offenbar ein vielversprechendes Potential. Fiir den Ginkgo
Biloba-Spezialextrakt EGb 761 konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden,
dass die Progression von Demenzen, auch von AD, verzdgert [95] und die geistige
Leistungsfahigkeit verbessert wird [92]. Aufgrund der langen Zeitspanne zwischen ersten
Veranderungen im Gehirn und klinischer Manifestation der Krankheit sind jedoch weitere
Untersuchungen erforderlich, um die genauen Effekte des Ginkgo-Extraktes zu
entschlisseln. Kurkuma und Griintee haben eine positive Wirkung auf die a-Sekretase [97]
und fuohren zu einer Reduktion der AB-Konzentration im Hirngewebe [147]. Pflanzliche
Extrakte kdnnten somit Potential bei der Pravention und Therapie von Demenzen haben.

Im Hinblick auf Aktivierungseigenschaften und Praventionspotential fir die AD wurden
deshalb in der vorliegenden Arbeit vier pflanzliche Extrakte untersucht. Die transgenen AD-
Mause wurden ab dem 40. Lebenstag einmal taglich mit Extrakten aus Humulus lupulus
(Hopfen) oder Valeriana officinalis (Baldrian), die fur Schlafstérungen und Unruhezusténden
zugelassen sind [148], [149] bzw. einem Extrakt aus Hypericum perforatum (Johanniskraut),
das far die Behandlung von leichtgradigen bis mittelschweren depressiven Episoden
zugelassen ist, behandelt [150], [151] AnschlieBend wurde die Plaquebildung im Gehirn zu
verschiedenen Zeitpunkten mit molekularbiologischen und immunhistochemischen Methoden
analysiert.

5.2.1 Auswirkungen auf die AB42-Konzentration

Die Pathogenese der AD beruht auf der Stérung der Homeostase von AB im Gehirn. AB wird
normalerweise in groBen Mengen im Gehirn produziert und mit der gleichen Geschwindigkeit
wieder abgebaut. Eine Abnahme bei der Clearance flhrt deshalb zur Akkumulation von
I6slichem AB und in der Folge zur Bildung der Amyloidplaques (fibrillare unlésliche Form).

In der jetzigen Arbeit wurden die Anteile der Carbonat- und der GuanidinHCI-l6slichen AB42-
Fraktion mittels ELISA bestimmt. Der Carbonat-l6sliche Anteil besteht aus Mono- und
Oligomeren des Ap42. Die Oligomere sind neurotoxisch, reprasentieren nach
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gegenwartigem Kenntnisstand das Initialstadium der AD und sind fir kognitive Defizite
verantwortlich. Die GuanidinHCI-I6sliche Fraktion besteht aus den unléslichen Plaques, die
aus der Aggregation der Mono- und Oligomere entstehen [65], [70], [72].

Teotico et al. fanden bei Untersuchungen an primaren humanen Leberzellen, dass ein
ethanolischer Hopfenextrakt unbekannter Zusammensetzung, aber auch darin enthaltene -
Bittersaure Colupulon, den humanen PXR konzentrationsabhangig aktiviert. Dadurch wird
die Transkription der mRNA der Cytochrome CYP3A4, CYP2B6 und des Transporters Multi
Drug Resistance 1 (MDR1) oder P-GP erhéht [152]. Im Vergleich zu Johanniskrautextrakt,
dessen Inhaltsstoff Hyperforin fir diesen Effekt, der im nanomolaren Bereich liegt,
hauptsachlich verantwortlich sein durfte, ist die Wirkung von Hopfenextrakt im mikromolaren
Bereich angesiedelt. Vermutlich tragt die im Hopfenextrakt enthaltene B-Bittersaure
Colupulon wesentlich zu diesem Effekt bei [152], [153], [154]. Colupulon induziert auch die
hepatische CYP3A-Genexpression bei Mausen in vivo. Allerdings waren am Gesamteffekt
auch andere Bestandteile des Futters beteiligt, und es ist zudem nichts Uber den
Langzeiteffekt bekannt [155]. Der Hopfeninhaltsstoff Xanthohumol wurde Mausen mit einer
Tagesdosis von ca. 1000 mg/kg KG far drei Wochen verabreicht. Die CYP3A11 mRNA hatte
um ca. 30% abgenommen, histologische Veranderungen oder Verhaltensauffélligkeiten
ergaben sich nicht [156].

Zusatzlich wurde an humanen Zellkulturen gezeigt, dass nicht naher charakterisierter
ethanolischer Hopfen- bzw. Johanniskrautextrakt die Genexpression von P-GP steigert [153].
P-GP kommt u.a. auch in Zellen der Kapillaren der Blut-Hirn-Schranke vor und agiert dort als
AB-Efflux-Pumpe [157].

Damit war im jetzigen Versuch eine Reduktion der intrazerebralen AB42-Konzentration bei
den mit den beiden Hopfenextrakten behandelten Tieren zu erwarten. Dieser postulierte
Mechanismus wird durch die vorliegenden Ergebnisse jedoch nicht bestatigt. Im Alter von 75
Tagen ist bei den mit Hopfen 1-Extrakt behandelten Tieren in beiden Fraktion kein
Unterschied zu den Kontrollen nachweisbar. Zum Zeitpunkt 100 Tage ist die Carbonat-
I6sliche Fraktion signifikant hdher im Vergleich zu den Kontrolltieren und auf >100 ng
AB42/mg Gesamtprotein angestiegen. Bei mit Hopfen 2-Extrakt behandelten Mausen ist im
Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl die Carbonat- als auch die GuanidinHCI-l6sliche AR42-
Fraktion im Vergleich zur Kontrolle deutlich bis signifikant angestiegen (Abb. 12, 13).

Eine mdogliche Erklarung fir diese Ergebnisse ist die Abnahme der Konzentration der
lipidiéslichen Hopfenbittersduren in den beiden Extrakten infolge Autoxidation wahrend des
11-monatigen Untersuchungszeitraumes, denn bei einer Lagerung Uber 6 Monate werden
30% des Gesamtgehaltes an Bittersauren oxidiert [116]. Eine weitere Méglichkeit wéare, dass
die Inhaltstoffe des Hopfenextrakies nur Uber einen sehr kurzen Zeitraum wahrend des

Versuchs die Genexpression von P-GP férdern. Auch kdnnte die gewahlte Dosis von 150
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mg/kg KG Hopfenextrakt eventuell zu niedrig sein, um zu gewahrleisten, dass nach
Resorption und hepatischer Metabolisierung eine ausreichende Konzentration an der Blut-
Hirn-Schranke erreicht wird, um einen sichtbaren Effekt auszulésen. Desweiteren ist
Hopfenextrakt méglicherweise kein Aktivator des murinen, sondern nur des humanen PXR.
Zumindest fur Johanniskraut wurde diese Diskrepanz beschrieben [158], [159]. Die
Unterschiede zwischen Hopfenextrakt 1 und 2 weisen zudem darauf hin, dass sich der
wassrige Extrakt weit unginstiger auf die Entwicklung der Carbonat- und GuanidinHCI-
Fraktion auswirkt als der Auszug mit 80% Ethanol und die anderen beiden getesteten
Extrakte. Dies ist als Hinweis zu werten, dass wasserldsliche Inhaltsstoffe des Hopfens
besonders unglnstige Effekte auf den PXR haben kénnten, was z. B. im Zusammenhang mit
dem weit verbreiteten Bierkonsum (Hopfenanteil im Bier) weiter untersucht werden kénnte.
Die orale Gabe von 1000 bzw. 1250 mg/kg KG Johanniskrautextrakt Uber 5 Tage
beeinflusste bei gesunden Mausen die zerebrale CYP3A4- und P-GP-Expression nicht [160],
weil Johanniskraut bzw. der Inhaltsstoff Hyperforin zwar den humanen PXR, nicht aber den
murinen aktivieren [158]. Bauer et al. zeigten jedoch an einem transgenen hPXR-
Mausmodell, das einen humanen PXR exprimierte, dass die Expression von P-GP sowie
dessen Aktivitat bei Kontakt der Gehirnkapillaren mit Hyperforin (1 pM) in vitro signifikant
anstieg [158]. Da aber in der jetzigen Untersuchung ein hyperforinarmer Extrakt verwendet
wurde, wurden mit der aktuellen Studie nur andere mdgliche Einflussfaktoren auf den PXR
untersucht. Dazu ist eine Studie mit kultivierten Endothelzellen der Kapillaren des
Schweinehirns und frisch isolierten Hirnkapillaren des Schweins von Interesse.
Johanniskrautextrakt und die Inhaltsstoffe Hyperforin, Hypericin und Quercetin senkten die
P-GP-Transporteraktivitat dosis- und zeitabhangig, wobei der Extrakt und Hyperforin direkt
inhibierend wirkten, wahrend Hypericin und Quercetin die Transporterfunktion Uber einen
Proteinkinase C-abhangigen Mechanismus modulierten [161]. In 12 Wochen alten, noch
asymptomatischen, transgenen hAPP-Mausen (humane APP-Uberexpression), deren
Gehirnkapillare nur eine reduzierte Menge an P-GP aufweisen, weshalb der zerebrale AB-
Gehalt rasch ansteigt, konnte tber eine Aktivierung des PXR durch eine 7-tédgigen Therapie
mit Pregnenolon-16a-Carbonitril (25 mg/kg i.p.), einem Aktivator des murinen PXR [158], ein
Wiederanstieg der Expression der Aktivitat des P-GP erzielt werden, wodurch die
Elimination des AR erheblich zunahm [162]. In Analogie kénnte die Aktivierung des humanen
PXR durch Hyperforin den Efflux von AB-Peptiden positiv beeinflussen. Um diese Vermutung
zu verifizieren, muassten Versuche mit Hypericum bzw. Hyperforin an einem transgenen
Mausmodell mit humanem PXR unternommen werden.

Die Behandlung mit Johanniskrautextrakt (400 mg/kg KG) hat zum Zeitpunkt 75 Tage nur
einen relativ geringen Einfluss auf die Carbonat-lésliche Fraktion und ist bei 100

Lebenstagen nicht mehr nachweisbar. Der GuanidinHCI-Anteil ist zu beiden Zeitpunkten
60



5. Diskussion

tendenziell héher als der bei der jeweiligen Kontrollgruppe. Offenbar befinden sich im
Johanniskrautextrakt, wenn Gberhaupt, nur geringe Konzentrationen an Substanzen, die den
murinen PXR modifizieren kénnen.

Der Einfluss von Baldrianextrakt auf das CYP-System ist beim Menschen in vivo nur gering
[163], fir Mause liegen keine entsprechenden Untersuchungen vor. Mit einem
Baldrianextrakt (1000 mg/kg KG oral) zeigte sich in einer Untersuchung bei gesunden
Mausen nach ca. 70 min ein leichter sedierender Effekt, nach 150 min wurde eine
gesteigerte korperliche Aktivitat festgestellt. Auch die Inhaltsstoffe Linarin und Apigenin
wirkten aktivierend [164].

Damit kénnen zumindest pharmakologische Effekte bei der im aktuellen Versuch gewahlten
Baldriandosieung (900 mg/kg KG) belegt werden. Bei der Baldriangruppe im aktuellen
Versuch steigt die Guanidin-lésliche Fraktion bis Tag 100 an, sinkt bis zum 125. Tag
signifikant ab, um im weiteren Verlauf dann wieder anzusteigen. Am Tag 200 erreicht sie das
2,5-fache der AB-Konzentration der Kontrollgruppe. Die Carbonat-lésliche Fraktion steigt bis
zum 175. Tag kontinuierlich an und fallt anschlieBend bis Tag 200 ab (Abb. 28, 29). Wegen
des vermutlich geringen Einflusses von Baldrianextrakt durften fir den beobachteten Effekt

vordringlich andere Mechanismen verantwortlich sein.

5.2.2 Extrakteffekte auf Plaqueanzahl, -gr6Be, -dichte und -bedeckung

Die Plaques bestehen aus dem unléslichen Aggregat der Oligomere des AB42. Die
immunhistologischen Untersuchungen der Plaques zeigen, dass die mit den beiden
Hopfenextrakten behandelten Mause zum Zeitpunkt 75 Tage von der Therapie profitieren.
Dies qilt insbesondere fiir die mit dem wassrigen Extrakt Hopfen 2 behandelten Tiere, bei
denen Plaquedichte und -gréBe geringer sind als bei den Kontrollen. Nach 100 Tagen hat
zwar die Plaqueanzahl in beiden Gruppen signifikant zugenommen, Plaquedichte und -gréBe
sind jedoch weiterhin geringer als in der APPPS1-Kontrollgruppe. In beiden Hopfengruppen
existieren mehr Plaques mit einer Flache < 400 um?. Wahrend in der Hopfen 1-Gruppe nach
75 Tagen kein Unterschied zur Kontrolle nachweisbar ist, profitieren die Tiere, die mit dem
Hopfen 2-Extrakt therapiert wurden bereits zu diesem Zeitpunkt von weniger Plaques, die
gréBer als 700 um? sind. Nach 100 d sind auch in der Hopfen 1-Gruppe weniger groBe
Plaques (A > 700um?) als in der Kontrollgruppe vorhanden (Abb. 15, 16, 17, 18). Diese
Entwicklung kénnte auf eine initiale Verlangsamung des irreversiblen Aggregationsprozesses
von AB42 hinweisen. Tatsachlich ist die neurotoxische l|bsliche Fraktion des AB42 im
Vergleich zur Kontrolle unter der Behandlung mit beiden Extrakten bei Tag 100 stark
angestiegen. Dieser Effekt ist damit eher negativ zu bewerten. Vergleichbare
Untersuchungen finden sich in der Literatur nicht.
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Hypericum perforatum (Johanniskraut) ist eine Therapieoption bei milden bis moderaten
Depressionen [150], [151]. Da Patienten mit einer milden AD auch geféhrdet sind,
Depressionen zu entwickeln, kdbnnte man mit Johanniskraut womdglich beides therapieren
[165]. Die vorliegenden immunhistologischen Ergebnisse zeigen, dass in der Hypericum-
Gruppe die Anzahl der Plaques bereits zum Zeitpunkt 75 Tage signifikant niedriger ist als in
der Kontrollgruppe und dass dies auch im weiteren Verlauf der Untersuchung so bleibt (Abb.
15). Die auftretenden Plaques haben eine vergleichsweise geringere Dichte und sind auch
kleiner (Abb. 16, 17). Durchschnittlich gibt es 15% mehr kleine Plaques, mit einer GroBe A <
400 pm? und dementsprechend weniger mittelgroBe und groBe Plaques als in der
Kontrollgruppe (Abb. 18). Da der unlésliche Anteil der AB42-Fraktion zu beiden
Untersuchungszeitpunkten jedoch etwas héher ist als bei den Kontrolltieren und der Anteil
der I6slichen Fraktion nicht beeinflusst wurde, sind die Befunde kaum zu interpretieren. Eine
partielle Hemmung der Aggregation ist moglich, aber vermutlich Uberlagern sich mehrere
Phanomene wie z. B. auch ein gewisser Abbau von Plaques. In weiteren Untersuchungen
kénnten einzelne Bestandteile des Hypericumextrakts appliziert werden, um den Hintergrund
der prinzipiell gunstigen Wirkung weiter zu untersuchen. Vergleichbare Untersuchungen
liegen in der Literatur nicht vor.

Bei den mit dem Baldrianextrakt behandelten Mausen ergeben sich sehr glnstige
Veranderungen der gemessenen Parameter. Die Plaqueanzahl steigt zunachst zu den
Zeitpunkten 75 und 100 Tage kontinuierlich an. Sie sinkt bis Tag 125 signifikant auf 50%
verglichen zur Kontrollgruppe ab, um dann im weiteren Verlauf wieder anzusteigen. Sie
erreicht ein Plateau (346 Plaques/10 mm? Kortexflache) und ist am 175. Tag um 18%, am
Tag 200 um 42% geringer als die der Kontrollgruppe (Abb. 15, 30). Die Plaquedichte steigt
stetig, bleibt jedoch signifikant geringer als die der Kontrollgruppe (Abb. 16, 31). Im
gesamten Zeitrahmen sind die Plaques signifikant kleiner als die der jeweiligen
Kontrollgruppe (Abb. 17, 32); Plaques, die gréBer als 700 um? sind, sind erst nach 100
Tagen vorhanden, was auf eine Verzdégerung der Plaqueentwicklung im Sinne einer
reduzierten Aggregation hindeutet, aber auch auf einen méglichen Plaqueabbau (Abb. 18,
33, 34). Diese Befunde stehen im Einklang zum Verhalten der Konzentrationen der beiden

AB42-Fraktionen. Vergleichbare Untersuchungen liegen in der Literatur nicht vor.

5.2.3 Auswirkungen der Phytotherapie auf die zerebrale Immunantwort

Wenn die Mikrogliazellen z. B. durch Entziindungsprozesse oder Uber bestimmte Vorgange
an der Blut-Hirn-Schranke aktiviert werden, generieren sie Entzlindungsmediatoren wie
Cytokine, Chemokine, Prostaglandine, Stickstoffmonoxid-Synthase in Makrophagen und
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Mikrogliazellen (iNOS), Cyclooxygenase-2 (COX-2) und freie Radikale und stimulieren die
Immunantwort [166], [167]. Infolgedessen kdnnen Komplikationen auftreten, die ihrerseits zu
einer Exazerbation der Schadigung fuhren. Systemische Entziindungsprozesse wie z. B.
Infektionen beeinflussen die Aktivierung der Mikroglia und regulieren so die Fahigkeit, AB
aufzunehmen und abzubauen [168]. Im Alterungsprozess verandern Mikrogliazellen den
Phanotyp, produzieren vermehrt proinflammatorische Cytokine und reagieren auch verstarkt
auf Entziindungsreize [169]. Im Gehirn findet somit ein dynamischer Mikroglia-Turnover statt,
und der Phéanotyp der Mikroglia &ndert sich in Abhangigkeit von Alter, Krankheitsstadium
und/oder der Préasenz von peripherer Entziindung [166].

Die AD ist durch eine inflammatorische Reaktion auf APP und AB charakterisiert, die die
Aktivierung der Mikroglia induziert und zudem Astrozyten an den Stellen rekrutiert, wo AB-
Ablagerungen lokalisiert sind [170]. Die Mikroglia lagert sich um die Plaques und spielt eine
groBe Rolle bei Internalisierung und Degradation von AB. Weil sie die I6slichen AB-Formen
durch Makropinozytose aufnimmt und abbaut, hat sie zunadchst eine protektive Wirkung
[171]. Extrazellulare unlésliche AB-Formen interagieren mit dem angeborenen
Immunrezeptorkomplex der Mikroglia, wodurch intrazelluldre Signalkaskaden initiiert werden,
die die Phagozytose stimulieren. Die Mikroglia produziert und sezerniert dann vermehrt
permanent Cytokine und Chemokine in direkter Abhangigkeit vom Amyloidgehalt der
Plaques [166]. Deshalb verliert die Mikroglia in spateren AD-Stadien ihren protektiven Effekt
und wirkt selbst als Noxe [172].

Bei allen drei in der aktuellen Untersuchung verwendeten pflanzlichen Drogen wurden
antiinflammatorische  Eigenschaften  nachgewiesen, wobei infolge des breiten
Inhaltsstoffspektrums sehr unterschiedliche Mechanismen eine Rolle spielen. Sie sollten
nach den obigen Ausfihrungen vor allem im Friihstadium der AD wirksam sein.

In Fibroblastenkulturen wirkten o- und B-Hopfenbittersduren aquipotent inhibitorisch auf die
Induktion der Produktion von IL-6 durch TNF-oo und die Aktivierung der pro-
inflammatorischen Transkriptionsfaktoren NF-kB, AP-1 und CREB [173]. /In vivo hemmten a-
Hopfenbittersauren (250 g intraperitoneal) bei Mausen die akute Entziindung der Pfote
durch Zymosan, 500 pg wirkten jedoch letal [174].

Johanniskrautextrakt wird traditionell u. a. zur Behandlung von Entziindungen verwendet. In
den letzten Jahren wurden Untersuchungen durchgefiihrt, die die diesbezlgliche
Wirksamkeit belegen. Ratten, die s.c. 50-300 mg/kg KG Hypericumextrakt erhielten, zeigten
eine dosisabhangige und signifikante Hemmung des durch Carrageenan induzierten
Pfoten6dems [175]. Bei Mausen mit experimenteller spinaler Lasion, die mit einem
methanolischen Johanniskrautextrakt (30 mg/kg KG, der 0,34% Hypericin, 4,1% Hyperforin
und 5% Flavonoide enthielt) behandelt wurden, waren der histologische Grad der
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Entzindung und Gewebsverletzung sowie verschiedene Entziindungsparameter im
Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren deutlich reduziert. Zudem besserte sich die
Funktion der betroffenen GliedmaBen in der mit Johanniskraut behandelten Gruppe
signifikant schneller [176]. Pseudohypericin und Hyperforin liegen im Johanniskrautextrakt in
Konzentrationen vor, die die Produktion von Prostaglandin E(2) (PGE(2)) durch
Mausmakrophagen in vitro hemmen, allerdings werden mit dem Gesamtextrakt noch
ausgepragtere Wirkungen erreicht, weshalb additive Interaktionen mit den enthaltenen
Flavonoiden und anderen Inhaltsstoffen diskutiert werden [177]. Die in der aktuellen
Untersuchung verwendete Johanniskrautkonzentration (400 mg/kg KG) war weitaus hdher,
so dass eigentlich von einem noch hoéheren antientziindlichen Potential ausgegangen
werden musste. Allerdings handelte es sich um einen Extrakt, mit einer geringen Hyperforin-
Konzentration. Insofern ist hier der antiinflammatorische Effekt der Ubrigen Inhaltsstoffe
gepruft worden. Dies ist insofern bedeutsam, weil hyperforinarme Extrakte (<1%) beim
Menschen CYP3A4 nicht klinisch relevant aktivieren [178] und so auch bei multipler
Pharmakotherapie im Alter eher einsetzbar sind.

Dinamarca et al. beschreiben, dass die intrazerebrale Injektion von 6 uM Hyperforin bei
Ratten zur Reduktion von Amyloid-Ablagerungen fuhrt [179]. Hyperforin werden auBerdem
Astroglia- und Mikroglia-aktivierende Eigenschaften zugesprochen [180].

Durch Modulation von MCP-1 kénnen Cytokin-vermittelte Entziindungsreaktionen gehemmt
werden. Das Protein p27SJ aus Johanniskraut regelt bereits in niedriger Konzentration in
vitro den MCP-1 Promoter Uber den Transkriptionsfaktor CCAAT/enhancer-binding protein
beta (C/EBPB) herauf, wodurch MCP-1 vermehrt exprimiert wird. Zudem fand sich in
Mikrogliazellen eine physikalische Interaktion zwischen p27SJ und C/EBPB [181].

Valeriana amurensis Smir. ex Kom. gehért zu den Baldriangewachsen und kommt im
nordéstlichen China vor. In einem Ratten-AD-Modell reduzierten Extrakte der Wurzeln und
Rhizome dosisabhéngig die Expression von iNOS, COX-2 und dem nuclear factor of kappa
light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha (IkB-a) in Neuronen des Kortex
und im Hippocampus. Die Fahigkeit zur raumlichen Exploration und das aktive und passive
Vermeidungsverhalten besserten sich. Am starksten wirkte der 50%ige ethanolische Extrakt
[182]. Im gleichen Modell wurde die Expression von B-APP, AB(1-40) und Caspase-3 in
kortikalen und Hippocampusneuronen dosisabhangig gesenkt, wodurch die Bildung von AB-
Plaques und neurofibrillaren Tangles gehemmt werden sollte [183]. Hier ist anzumerken,
dass sich das Inhaltsstoffspekirum von Valeriana amurensis von dem von Valeriana
officinalis unterscheidet und dass bisher unklar ist, welche Inhaltsstoffe flr die
antiinflammatorische Wirkung verantwortlich sind. Auch wurde im aktuellen Experiment ein
35%iger ethanolischer Extrakt verwendet, wodurch sich weitere Unterschiede in der

Zusammensetzung ergeben. SchlieBlich sind Ratten- und Maus-AD-Modelle unterschiedlich.
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Die hier verwendeten Extrakte kdnnten aufgrund ihrer antiinflammatorisch wirksamen
Inhaltsstoffe die Mikroglia-induzierte proinflammatorische Immunantwort hemmen und/oder
die Aufnahme von léslichem AB in die Mikroglia stimulieren.

In der vorliegenden Untersuchung findet sich am 75. Lebenstag, d.h. am 35.
Behandlungstag, in allen Gruppen einschlieBlich der Kontrolle eine ahnlich hohe
Mikrogliaflache in den untersuchten Kortexarealen. Lediglich die Mikrogliaflache der Hopfen
1-Gruppe liegt um 28% unter derjenigen der Kontrollgruppe (p<0,05). Nach 100 Tagen
Ubersteigt die Mikrogliafliche der Hopfen 1- und der Baldriangruppe die der APPPS1-
Kontrollen, die Baldriangruppe weist einen mehr als doppelt so hohen (238%)
Mikrogliaflachenanteil auf wie die Kontrolltiere (Abb. 21). Auch im weiteren Verlauf der
Behandlung mit Baldrian zeigt sich ein kontinuierlich ansteigender Mikrogliaanteil, der sich
allerdings ab Tag 150 nicht mehr signifikant von der Kontrollgruppe unterscheidet (Abb. 36).
Dieses Ergebnis bestatigt das Auftreten von Mikroglia als Reaktion auf einen pathologischen
Prozess. Es wird durch den lipophilen Hopfenextrakt zunachst verlangsamt, was darauf
hinweisen kdénnte, dass die entziindliche Reaktion zundchst gedampft wird. Dann scheint die
Mikroglia aber bis Tag 100 verstarkt zu reagieren. Beim Baldrianextrakt ist sie ab Tag 100
zunachst massiv verstarkt, im weiteren Verlauf lasst sie im Vergleich zur Kontrolle jedoch
etwas nach. Fiir Hopfen 2- und Johanniskrautextrakt ergeben sich keine Anderungen.

Zur Quantifizierung der aktivierten Mikroglia wurde dann der Anteil an Plaques berechnet,
die mit mindestens 50% mit Mikroglia bedeckt sind. Zum Zeitpunkt 75 Tage war in allen
Therapiegruppen der prozentuale Anteil 4-5-fach hdher als bei den nicht therapierten
Kontrollen. Besonders hoch war die Aktivierung beim Hopfen 1- und beim Baldrianextrakt.
Diese Niveaus bleiben bis Tag 100 erhalten mit Ausnahme der Baldriangruppe, bei der die
Plaquebedeckung signifikant um ca. 50% abfallt (Abb. 22). Der relative Anstieg der Plaques
mit 50% Mikrogliabedeckung ist jedoch am Tag 100 bei Hopfen 2- und Johanniskrautextrakt
besonders hoch, was als Hinweis auf eine besonders starke Aktivierung gewertet werden
kann.

Bei der Baldriangruppe steigt der Wert wieder an und erreicht ein Plateau am Tag 150.
Waéhrend der gesamten Beobachtungszeit sind bei der Baldriangruppe somit im Mittel
doppelt so viele Plaques mit mindestens 50% Mikroglia bedeckt als bei den Kontroll-Mausen
(Abb. 37). Die Plagues der mit Baldrian therapierten Tiere sind jedoch, wie bereits erwahnt,
insgesamt kleiner als bei den Kontrolltieren, was fir einen Abbau der AB-Ablagerungen
durch die aktivierte Mikroglia sprechen kénnte [171].
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5.2.4 Effekte der Phytotherapie auf die Sekretasen

Die a-, B- und y-Sekretase, die das APP an verschiedenen Lokalisationen schneiden, leisten
einen wichtigen Beitrag bei der AD-Entwicklung. Die a-Sekretase (ADAM10) schneidet das
APP so, dass pathologische Plaques nicht entstehen und sich ansammeln kénnen.

In den Hopfengruppen kommt es in den ersten 75 Tagen zunachst zu einem Abfall auf 75%
bei den Hopfen 1 bzw. auf < 20% bei den Hopfen 2 behandelten M&usen, in der
Johanniskraut- und Baldriangruppe steigt zum Zeitpunkt 75 Tage die a-Sekretase auf Werte
bis 130% (Johanniskrautgrupe) bzw. 152% (Baldriangruppe) im Vergleich zu den
Kontrolltieren an. Nach 100 Tagen steigt die Konzentration der a-Sekretase in allen Gruppen
jedoch auf 4-fach héhere Werte als bei den Kontrollen. (Abb. 25) Im Baldrian-Langzeit-
Experiment zeigt sich dann anschlieBend zunéchst ein signifikanter Abfall auf nur noch 43%,
dem sich ein Anstieg auf einen Maximalwert um 850% des Kontrollwertes am 175. Tag
anschlieBt (Abb. 38). Dieses Verhalten lasst auf modulatorische Vorgénge schlieBen, die im

Einzelnen noch unklar sind.

Die B-Sekretase (BACE-1) schneidet das APP so, dass AB entstehen kann. In allen
Therapiegruppen, mit Ausnahme der Baldriangruppe, fallt vom 75. zum 100. Tag die B-
Sekretasekonzentration relativ zum Kontrollwert ab. (Abb. 26). Im weiteren Verlauf des
Baldrian-Experiments zeigt sich bei den therapierten Mausen die BACE-1-Sekretion langsam
aber stetig an. Sie erreicht am Tag 175 einen Maximalwert von 406% relativ zur Kontrolle
und fallt dann wieder stark ab (Abb. 39). Auch hier scheinen sich bisher noch ungeklarte
modulatorische Vorgange zu ereignen.

Da Proteinnachweise mittels Western Blot keine eindeutige Aussage Uber die Aktivitat der
Sekretasen zulassen, musste bei weiteren Untersuchungen ein Aktivitatstest angeschlossen
werden, auch um belastbare Aussagen Uber den Einfluss des Extraktes auf die AB-

Generierung treffen zu kdnnen.

5.2.5 Interpretation der erhobenen Ergebnisse

Hopfen 1-Gruppe: In dieser Gruppe gleicht die AB42-Konzentration zum Zeitpunkt 75 Tage
derjenigen der Kontrollgruppe. Nach 100 Tagen sind die Fraktion der AB42-Mono- und
Oligomere und die Plaqueanzahl angestiegen, die Plaquedichte ist jedoch am Tag 75 und
100 geringer, die PlaquegréBe am Tag 100. Auch existieren im Vergleich zur Kontrollgruppe
weniger Plaques mit einer Gr6Be von > 700um?2. Dies kann als Hinweis auf eine Verstarkung
des Abbauprozesses der Plaques durch den Extrakt gewertet werden. Gleichzeitig hat zu
beiden Zeitpunkten der Anteil der mit Mikroglia zu Uber 50% bedeckten Plaques als Hinweis
auf eine durch den Extrakt getriggerte Aktivierung im Vergleich zur Kontrolle stark
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zugenommen, wobei die Mikrogliaflache erst am Tag 100 starker als die Kontrolle
angestiegen ist. Wahrend die Expression der ADAM10 am Tag 100 das Vierfache der
Kontrolle betragt, fallt die Expression der B-Sekretase zwischen dem 75. und dem 100. Tag
deutlich ab, als Resultat dieses Abfalls dlrfte auch die ApR42-Konzentration wieder
abnehmen. Dies kann allerdings nur im Langzeit-Experiment geklart werden. Der
Mechanismus der Modulation der Sekretaseexpression ist unklar. Der lipophile
Hopfenextrakt hat sich aber insgesamt offenbar giinstig im Sinne einer Verzégerung der
Progredienz der AD ausgewirkt, auch wenn sich die unlésliche AB42-Fraktion im Vergleich
zur Kontrolle im Zeitverlauf nicht verandert hat.

Hopfen 2-Gruppe: Die behandelten Mause weisen, verglichen mit der Kontrollgruppe, bei
beiden Fraktionen einen Anstieg der AB42-Konzentration bezogen auf Gesamtprotein auf.
Die Plaqueanzahl steigt ebenfalls an. Plaquedichte und -gréBe (sowie der prozenutale Anteil
an groBen Plagues (A > 700 um?)) nehmen starker ab als bei der Hopfen 1-Gruppe, wahrend
der Anteil der Plagues, die kleiner als 400 um? sind bzw. die zu Uber 50% mit Mikroglia
bedeckt sind, ansteigt. Offenbar scheinen die antiinflammatorischen Inhaltsstoffe des
hydrophilen Hopfenextraktes sogar etwas starker unterstiitzend auf die Mikroglia zu wirken
als die des lipophilen. Die a-Sekretaseexpression ist am Tag 75 im Vergleich zur Kontrolle
stark supprimiert, was vermutlich auf einen wasserléslichen Hopfeninhaltsstoff
zurlickzuflhren ist, sie steigt dann aber zum Tag 100 in den Bereich der Hopfen 1-Gruppe
an, wahrend sich die B-Sekretaseexpression im Vergleich zur Kontrolle kaum verandert.
Auch der Hopfen 2-Extrakt hat sich somit glnstig auf die Entwicklung der AD bis zum
untersuchten Zeitpunkt ausgewirkt, wobei er hinsichtlich seiner Wirkung dem lipophilen
Hopfen 1-Extrakt insgesamt unterlegen sein duirfte.

Johanniskrautgruppe: Die Behandlung hat nur zum Zeitpunkt 100 Tage und auch nur auf die
Mono- und Oligomerfraktion der AB42-Konzentration einen leicht steigernden Einfluss.
Plaqueanzahl, -dichte und -gr6Be sind jeweils niedriger als bei den Kontrolltieren. Die mit
Mikroglia bedeckte Kortexflache unterscheidet sich nicht von derjenigen der Kontrolle, der
Anteil der Plaques, die mit Mikroglia zu Gber 50% bedeckt sind, ist jedoch &hnlich hoch wie
bei den anderen Extrakigruppen. Zwischen Tag 75 und Tag 100 steigt die a-
Sekretaseexpression stark an, wahrend die B-Sekretaseexpression um Uber 50% abfallt. Das
kénnte bedeuten, dass im weiteren Zeitverlauf weniger AB42-Bruchstlicke entstehen. Der
hier verwendete hyperforinarme Johanniskrautextrakt wirkt somit auf die untersuchten
morphologischen und biochemischen Veranderungen im Rahmen der AD noch gunstiger als
die beiden Hopfenextrakte. Die Befunde sind auch ein Hinweis darauf, dass Hyperforin allein
nur zu einem Teil zu den positiven Effekten beitragt. Dies wurde in einer Untersuchung an

Hippokampuszellen der Ratte und an Schweinehirnkapillaren bestatigt [184], [161].
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Baldriangruppe: Die Entscheidung, das Langzeit-Experiment mit Baldrianextrakt
durchzufiihren, wurde anhand der Ergebnisse bei den AB42-Fraktionen getroffen. Die Mono-
und Oligomerfraktion steigt in etwa gleicher Weise wie in der Kontrollgruppe an, die
Amyloidfraktion entwickelt sich bis Tag 125 langsamer und bis Tag 175 dann gleich schnell
wie die Kontrollgruppe. Am Tag 200 ist sie plétzlich drei Mal so hoch wie bei der Kontrolle.
Die Plagueanzahl bleibt ab Tag 125 stets unterhalb der der Kontrolltiere, insbesondere auch
zum Zeitpunkt Tag 200. Die Plaquedichte ist bis Tag 150 signifikant niedriger als die
Kontrollgruppe und gleicht sich dann an die Kontrollgruppe an, wahrend die PlaquegrdBe
stets signifikant niedriger ist als bei der Kontrolle. Gleichzeitig ist die prozentuale Plaque-
Bedeckung des Kortex signifikant niedriger. Die von Mikroglia bedeckte Flache nimmt etwas
rascher als bei der Kontrolle zu, der Anteil der Plaques, die mit Mikroglia zu Uber 50%
bedeckt sind, ist dagegen schon zum Zeitpunkt 75 Tage auf das Vierfache der Kontrolle
erhéht und verandert sich im Zeitverlauf nur unwesentlich, wahrend sie bei den Kontrollen
allméhlich ansteigt. Die Expression der a-Sekretase zeigt einen biphasischen Verlauf mit
hohen Maxima am Tag 100 und 175, wahrend die Expression der B-Sekretase nur am Tag
175 ein Maximum aufweist und sich nur zu diesem Zeitpunkt von der Kontrolle unterscheidet.
Die Plaquezahlreduktion kénnte die Auswirkung der hohen Expression der a-Sekretase sein,
ist aber mdglicherweise auch Ausdruck einer neuroprotektiven Eigenschaft des
Baldrianwurzelextrakts. Diese konnten Malva et al. 2004 an kultivierten Ratten-Hippocampus
Neuronen nachweisen. Die Neurone wurden gegenlber dem neurotoxischen ABR25-AB35
exponiert. Die zu erwartenden Zelldegenerationen konnten durch einen alkoholischen
Baldrianextrakt verhindert werden [185]. Einen weiteren Erkldrungsansatz lieferten Sudati et
al. 2009. In vitro verhindert Baldrian die Chinolinsaure-induzierte ROS-Produktion im Kortex
[186], wodurch die durch ROS stimulierte pathologische Tauphosphorylierung bei AD nicht
stattfindet. Die Baldrianflavonoide wirken antioxidativ und als Sauerstoffradikalfanger [108].
Der enorme Anstieg der Amyloidfraktion am Tag 200 kdnnte Folge des starken Abfalls der a-
Sekretaseexpression zum gleichen Zeitpunkt sein. Dazu passt auch, dass die BACE-1-
Expression am Tag 175 ein hohes Maximum zeigt. Gleichzeitig stagnieren die Plaqueanzahl,
-dichte und -gréBe sowie die Plagueanzahl mit mindestens 50% Mikrogliabedeckung. Eine
Hypothese zu der reduzierten Proteinexpression der a- und B-Sekretase ware, dass die
bereits vorhandenen Plaques im Maushirn eine negative Ruckkopplung auf die
Proteinsynthese bewirken. Es wéare auch eine Beeinflussung der Sekretasen durch den
Baldrianextrakt zu unterschiedlichen Zeitpunkten in unterschiedlicher Weise mdoglich. Zum
Zeitpunkt 200 scheint sich die Stoffwechselsituation bei der Baldriangruppe jedenfalls
plétzlich massiv verandert zu haben. Méglicherweise gelangen die protektiven Faktoren des
Baldrianextraktes nicht mehr an ihren Zielort.
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Insgesamt hat der Baldrianextrakt im aktuellen Experiment somit offenbar fir einen relativ
langen Zeitraum einen glnstigen Einfluss auf die Entwicklung der AD und scheint gegentber
den anderen Extrakten Uberlegen zu sein. Ein weiterer Vorteil im Hinblick auf eine
langfristige Produktentwicklung ist, dass fur Baldrianextrakte in Humandosierungen keine

klinisch relevanten Beeinflussungen von CYP, Uridindiphosphatglucuronosyltransferasen
(Phase IlI-Enzyme) und P-GP beschrieben worden sind [187], d.h. dass eine
Begleitmedikation mit Arzneimittel von geringer therapeutischer Breite unproblematisch zu

sein scheint.

5.2.6 Vertraglichkeit

Toxische Wirkungen der im Vergleich zu den humanen Dosisbereichen sehr hohen
Dosierungen der pflanzlichen Extrakte fanden sich weder in den Kurzzeitexperimenten noch
in der Langzeituntersuchung. Dies war aufgrund von Daten aus der Literatur auch nicht zu
erwarten. Die LDs, betrug bei einem ethanolischen Hopfenextrakt bei der Maus 3,5 g/kg KG
p.o. [188], [116]. Daten zur chronischen Toxizitat von Hopfenextrakten liegen nicht vor. Bei
Ratten supprimierte der Inhaltsstoff 8-Prenylnaringeninin einer Tagesdosierung von 68,4
mg/kg KG oral Uber 3 Monate die Serumkonzentrationen der Gonadotropine LH and FSH
und stimulierte Serumprolactinspiegel, Uterusgewicht und Progesteronrezeptoren [189].

Mit einem ethanolischen Baldrianwurzelextrakt ergab sich bei Mausen bei intraperitonealer
Injektion eine LDsy von 3,3 g/kg [190]. Ein ethanolischer Baldrianextrakt in einer Tagesdosis
von 300 oder 600 mg/kg KG oral Uber 30 Tage beeinflusste bei Ratten weder Blutdruck noch
Organgewichte oder h&matologische oder biochemische Parameter. Die Tiere, die die
héhere Dosis erhielten, hatten ein leicht erhéhtes Kérpergewicht im Vergleich zur Kontrolle
[191].

In einer Studie zur chronischen Toxizitat von Johanniskraut erhielten Ratten 900 mg/kg KG
eines methanolischen Extraktes (80%, Droge-Extrakt-Verhaltnis (DEV) 3-6:1) oral Gber 26
Wochen. Es fanden sich nur kleinere unspezifische Symptome wie Gewichtsverlust und
geringe pathologische Veranderungen in Leber und Nieren. Alle Veranderungen
normalisierten sich nach Absetzen [192]. Zu Mausen liegen keine Daten vor.

5.2.7 Limitationen der Untersuchung

In dieser Untersuchung wurden unphysiologisch hohe Dosierungen der pflanzlichen Extrakte
verabreicht, die weit Uber den humanen Dosierungen liegen. Damit kdnnten enthaltene
Substanzen mit geringer therapeutischer Breite toxisch wirken, oder es kann sich das
Wirkungsspektrum verandern. Derartig hohe Dosierungen sind aber bei Tierexperimenten

mit Kleintieren bei pflanzlichen Extrakten durchaus gebrauchlich [193].
69



5. Diskussion

Aussagen zu moglichen bei AD wirksamen Inhaltsstoffen dieser Extrakte sind nicht mdglich,
hier missen Untersuchungen mit Unterfraktionen und einzelnen Inhaltsstoffen folgen.
Wegen der langen Lagerung kénnen Stabilitdtsprobleme von Einzelsubstanzen auftreten, die
u. a. eine Veranderung im Wirksamkeitsspektrum bewirken kénnen. Dies ist insbesondere
fir den Langzeitversuch mit Baldrianextrakt nicht auszuschlieBen, bei dem ab Tag 175
aufféllige Veranderungen in der Expression der Sekretasen aufgetreten sind. Hier sollten bei
weiteren Untersuchungen Analysen der Inhalisstoffe zu den spéaten Applikationszeiten
durchgefihrt werden.

Rackschlisse auf andere Untersuchungen sind wegen der unterschiedlichen
Extraktzusammensetzungen und der in der Regel unbekannten Bioverfugbarkeit der
Inhaltsstoffe erschwert. Die gesehenen Wirkungen kdnnen extrakispezifisch sein.

Far alle verwendeten Extrakte gilt, dass bisher weder die fur diese Wirkungen
verantwortlichen Inhaltsstoffe noch die genauen Mechanismen und zeitlichen Ablaufe
bekannt sind.

Da sich Mause hinsichtlich Stoffwechsel und Transportmechanismen von Menschen in
vielerlei Hinsicht unterscheiden, sind die vorliegenden Ergebnisse nicht auf den Menschen
Ubertragbar [193]. Hier sind nur kontrollierte klinische Studien bei Patienten mit AD

aussagekraftig.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen belegen das Potenzial pflanzlicher
Extrakte aus in Europa traditionell verwendeten Heilpflanzen zur Therapie der AD. Es fanden
sich Multitarget-Effekte, die durch das breite Inhaltsstoffspekirum in den Extrakten bedingt
sind. Hopfenextrakte bzw. deren wirksamen Bestandteile sind in Bezug auf ihre Wirkung im
Bereich neurodegenerativer Erkrankungen und AD im Speziellen weitestgehend unerforscht.
Unsere Untersuchungen deuten infolge einer spaten signifikanten PlaquegréBen-Reduktion
sowie einer Verringerung der Kortexbedeckung durch Plaques auf einen Einfluss auf
inflammatorische Prozesse und folglich auf eine gesteigerte Aktivierung der Mikroglia hin,
wobei Wirkungsunterschiede zwischen den beiden verwendeten Extrakte gezeigt werden
konnten. Die mit Johanniskrautextrakt behandelte Gruppe weist durch die signifikante
Abnahme der Plagueanzahl und dessen ausgepragte Wirkung auf die Sekretasen-
Expression auf modulatorische Mechanismen hin. Der Extrakt hat aber auch
antiinflammatorische Effekte. Neben der Plaque-Reduktion konnte mit dem Baldrianextrakt
eine frihe signifikante Abnahme des neurotoxischen intrazerebralen AB-Gehalts erreicht
werden, was auf zusatzliche neuroprotektive Eigenschaften des Extraktes hindeutet.
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5.3 Aussicht und weitere Untersuchungen

Nach dem gegenwartigen Erkenntnisstand sind weiterfihrende Untersuchungen mit allen
Extrakten sinnvoll, insbesondere aber wegen der offenbar fehlenden Interaktionen mit
arzneimittelabbauenden Mechanismen und der hervorragenden Langzeitvertraglichkeit mit
Baldrianextrakt. In erster Linie ist die Relevanz der Reduktion der neurotoxischen AR-
Peptide, insbesondere durch den Baldrianextrakt, aber auch durch die anderen Extrakte, fur
das Fortschreiten der kognitiven Degeneration zu untersuchen. Zeigen sich auch hier
verbessernde Effekte, kénnen in nachfolgenden Schritten héhere Dosierungen oder
Kombinationen verschiedener Extrakte in Hinblick auf mégliche additive Effekte getestet
werden. Desweiteren ist es von groBer Wichtigkeit, den zugrunde liegenden
Wirkmechanismus zu identifizieren wie z. B. einen mdéglichen Einfluss auf den Abtransport
des APP-Spaltproduktes AB. AuBerdem sollten die Wirkmechanismen der Resorption an der
Blut-Hirn-Schranke analysiert werden. Da unsere Ergebnisse keinen eindeutigen Hinweis auf
die Sekretaseaktivitdt hinsichtlich der APP-Prozessierung geben, wére die Durchfihrung
eines Sekretaseaktivitatstests notwendig.

Im Sinne weiterfihrender Untersuchungen kénnten mittels chromatographischer Verfahren
die wirksamen Bestandteile der Pflanzen fraktioniert werden. Diese Fraktionen wirden somit
separat appliziert und gezielt hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Aspekte der Alzheimer-
Pathogenese sowie ihrer Nebenwirkungen getestet werden. Verhaltensbiologische
Untersuchungen unseres Mausmodells hinsichtlich kognitiver Eigenschaften kdnnten
Hinweise geben, in wie weit sich die Extrakte auf die neurotoxischen AB-Level und auf die
Lernfahigkeit auswirken.
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6. Zusammenfassung

Die Alzheimer Demenz (AD) betrifft bereits heute viele Millionen Menschen. Durch
verschiedene Mutationen im Amyloid-Precursor-Protein (APP) und bei den Prasenilinen (PS)
wird die auch in gesunden Gehirnen vorkommende AB-Konzentration pathologisch erhéht.
Histomorphologisch ist die AD durch Amyloid-Plaques, neurofibrillare Tangles und aktivierte
Mikrogliazellen charakterisiert. Die bisherigen Therapieoptionen mit chemisch definierten
Substanzen sind nicht sonderlich wirksam. Der Extrakt aus Ginkgo Biloba-Blattern wird
neuerdings vermehrt bei der Therapie der AD eingesetzt, aber es gibt Hinweise darauf, dass
andere pflanzliche Extrakte und pflanzliche Inhaltstoffe ebenfalls ein therapeutischen
Potential haben kénnten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einem APPPS1-transgenen Mausmodell, das bereits
ab dem 50. Lebenstag erste Amyloid-Plaques zeigt, den Einfluss der oralen Applikation von
Extrakten aus Humuli flos (80% ethanolischer Extrakt: Hopfen 1; Wasserextrakt: Hopfen 2),
Hyperici herba (80% ethanolischer Extrakt: Johanniskraut) und Valerianae radix (35%
ethanolischer Extrakt: Baldrian) auf ihre zeitliche Entwicklung der fir die AD
charakteristischen Amyloid-Plaques, der AB42-Konzentration und der Mikrogliakonzentration
und -plaguebedeckung sowie der Expression der a- und B-Sekretasen zu untersuchen.

Jeweils funf Tiere pro Gruppe wurden ab dem 40. Lebenstag taglich mittels Schlundsonde
mit einem der Extrakte behandelt, die Wirkungen der Extrakte wurden am 75. und 100.
Lebenstag untersucht. Zudem wurde ein Langzeit-Experiment bis zum 200. Lebenstag mit
dem Baldrianextrakt durchgefiihrt, wobei die genannten Parameter im Abstand von 25 Tagen
bestimmt wurden. Anzahl, GréBe, Dichte und Verbreitung von Plagues und Mikroglia wurden
immunhistochemisch analysiert. Mittels ELISA wurden die AB42-Konzentrationen quantitativ
ermittelt und mit Hilfe des Western Blots die Proteinkonzentrationen der a- und B-Sekretasen

semiquantitativ analysiert.

Bei den mit Hopfen 2 und Johanniskraut therapierten Tieren war die Fraktion von AB42, die
die aggregierten, unléslichen Plaques repréasentiert, im Vergleich zu unbehandelten
Kontrolltieren vermehrt. Bei der Plaqueentwicklung profitierten insbesondere diejenigen
Tiere, die mit dem Hopfen 2-, Johanniskraut- oder Baldrianextrakt therapiert wurden.

Eine glnstige Entwicklung bei der Mikrogliaflache pro 10 mm? Kortexflache zeichnet sich bei
den therapierten Tieren bereits am Tag 100 im Vergleich zur Kontrollgruppe ab. Auch der
Prozentsatz der Plaques, die zumindest zu 50% mit Mikroglia bedeckt waren, war signifikant
héher als bei den Kontrolltieren. Die Expression der a-Sekretase stieg bis Tag 100 in allen
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Gruppen an, wahrend die B-Sekretasekonzentration in allen Gruppen auBer bei den mit
Hopfen 1 behandelten Mausen im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe sank.

Im Langzeit-Experiment zeigten sich vor allem am Tag 100 und 200 signifikant héhere
Fraktionen des aggregierten ABR42 als bei der Kontrollgruppe. Die Konzentrationen der
neurotoxischen AB42-Mono- und Oligomerfraktion variierten im Zeitverlauf ahnlich stark wie
bei der Kontrollgruppe. Im gesamten Verlauf waren Plagueanzahl und -gréBe stets niedriger
als bei den Kontrolltieren. Die Analyse der Plagques, die zu Uber 50% mit Mikroglia bedeckt
waren, ergab jeweils hoéhere Werte als die Kontrolltiere. Die a- und B-
Sekretasekonzentrationen stiegen bis zum 175. Tag an, wobei die a-Sekretase gegenlber
der B-Sekretase stets dominierte: Im weiteren Zeitverlauf n&herten sie sich synchron den
Werten der Kontrollgruppe.

Die Vertraglichkeit der Extrakte zum Zeitpunkt 100 Tage waren sehr gut, in der
histologischen  Untersuchung ergaben sich keine Hinweise auf pathologische
Veranderungen.

Alle pflanzlichen Extrakte, insbesondere der Baldrianextrakt, fihrten bei den gemessenen
Parametern zu gunstigen Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Insbesondere
kann die gr6Bere Anzahl von Plaques, die zu mehr als 50% mit Mikroglia bedeckt waren, als
starke Aktivierung der Immunantwort der Tiere auf die pathologischen Veranderungen durch
die pflanzlichen Extrakte interpretiert werden. Mogliche Wirkmechanismen sind die
antiinflammatorischen und neuroprotektiven Eigenschaften der verwendeten Extrakte im

Sinne eines Multitargeteffektes. Weitere gezielte Untersuchungen sollten deshalb folgen.
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Thesen

Die Neuropathologie der Alzheimer Demenz (AD) ist gekennzeichnet durch
extrazelluldare Plaques, die durch akkumulierende AB-Proteine entstehen, und
intrazellulare hyperphosphorylierte Tau-Proteine, die die sog. Tangles bilden.
Pflanzliche Arzneimittel, wie der Ginkgo Biloba-Extrakt EGb 761, sind weltweit beliebt
und werden bereits zur Behandlung bei einer Demenz eingesetzt.

Flr Extrakte von Humulus lupulus, Hypericum perforatum und Valeriana officinalis
sind glnstige zerebrale Wirkungen bekannt. Daher sind Analysen auf ihre Wirkung
auf AB-Ablagerungen und die Mikroglia-Aktivitat bei der AD sinnvoll.

Das in der Arbeit verwendete transgene, doppelmutierte APPPS1-Mausmodell weist
bereits am 50. Lebenstag die AD-typischen pathologischen Plaques auf. Dieser
Vorteil wird in Forschungsarbeiten ausgenutzt.

Es wurden jeweils 5 Tiere pro Gruppe und Zeitpunkt mit einem der vier Extrakte
Humulus lupulus (ethanolischer (Hopfen 1) und wéassriger Extrakt (Hopfen 2)),
Hypericum perforatum (Johanniskraut) oder Valeriana officinalis (Baldrian) therapiert
und mit Kontrolltieren verglichen.

Die mit Johanniskrautextrakt therapierte Gruppe weist weniger, kleinere und
dichteverminderte Plaques auf. Die Kortexflache ist prozentual weniger mit Plaques
bedeckt als die der Kontrollgruppe. Eine Uber den Untersuchungszeitrahmen
ansteigende a-Sekretase- und abfallende B-Sekretasekonzentration korreliert mit dem
Plaque-Ergebnis, so dass von einem protektiven Einfluss gesprochen werden kann.
Der Mikrogliaanteil pro Kortexflache steigt in beiden Hopfengruppen im Vergleich zu
den Kontrolltieren erheblich an und wird als eine immunologische Reaktion auf
pathologische Prozesse bei der AD gewertet.

Der 35%ige ethanolische Baldrianextrakt zeigt eine giinstige Wirkung im Zeitverlauf:
in der Baldriangruppe gibt es im Vergleich mit der Kontrolle insgesamt weniger und
kleinere Plaques. Die a-Sekretase, die die nicht-toxischen AB-Plaques entstehen
lasst, ist signifikant héher und die mikrogliale Antwort starker als die der jeweiligen
Kontrollgruppe. Somit kénnte der Extrakt eine mégliche Therapieoption der friihen AD
sein.

Die Extrakte Humulus lupulus, Hypericum perforatum und Valeriana officinalis
erweisen sich als gut vertraglich. Pathologische Verédnderungen ergaben sich in der
histologischen Untersuchung nicht.
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9.1 Chemikalien

Applied Biosystems, D-Darmstadt
RNAlater®

Biozym Diagnostik GmbH, D- Hessisch Oldendorf
Agarose

Carl Roth GmbH, D-Karlsruhe
2-Mercaptoethanol; Ameisensaure ; Ammoniumperoxidase; Ampicillin; Bovines Albumin

Fraktion V (BSA); Bromphenolblau; Calciumchlorid; Dinatriumhydrogenphosphat; Glycerol;
Glycin; Guanidinhydrochlorid; Isopentan (2-Methyl-Butan); Kaliumchlorid;
Kaliumhydrogenphosphat; Milchpulver; Natriumazid; Natriumchlorid; Natriumdodecylsulfat
(SDS); Natriumhydroxid; Paraformaldehyd; Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) ; Ponceau S;
Polyvinylidendifluorid- (PVDF) Membran; Saccharose; Salzsaure; TEMED; Tris; Tris-HCI;
Triton X-100; Xylencyanol; Xylol

Ferak Laborat GmbH, D-Berlin
Trichloessigsaure

Leica/Menarini, D-Wetzlar

Paraffin (Histowax)

Medite, D-Burgdorf

Hamatoxilin; Pertex

MERCK KgaA, D-Darmstadt
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA); Ethidiumbromid; Kaliumacetat; Tween 20

Qiagen, D-Hilden
Proteinase K

Roche, CH-Basel

Proteasehemmer

Zentralapotheke, D-Rostock

Aqua dest; Essigsaure; Ethanol; IGEPAL CA-630; Isopropanol; Methanol
85



9. Anhang

9.2 Gerate

Elekrophoresekammern
Geldokumentationssystem
Mikroplatten Schuttler TITRAMAX100
Mikrotiterplattenleser Tecan

Mirax Dok Slide Scanner

Orbital Shaker OS-20

PerfectBlue Wet-Blot

Precelleys 24 Homogenisator
Spektrophotometer ND-1000
TagMan®

T-Gradient - PCR Cycler
Thermoschuttler TS-100

Western Blot Imager - Division dBoxDecon
Zentrifuge Z100M / Z323K

9.3 Antikorper

Selbstbau

Decon Science Tec GmbH, D-Hohengandern
Heidolph, D-Schwabach

Tecan Group Ltd, CH-Mannedorf,
Zeiss Microlmaging GmbH, D-Jena
Lab4you GmbH, D-Berlin

Peglab, D-Erlangen

Peglab, D-Erlangen

Peglab, D-Erlangen

Applied Biosystems, D-Darmstadt
Biometra, D-Géttingen

Lab4you GmbH, D-Berlin

Science Tec GmbH, D-Hohengandern
Hermle, D-Gosheim

Tabelle 4: Antikdrper

Antikérper Name Firma
Immunhistochemie _ _ _ Wako Chemicals GmbH,
primar anti-Kaninchen IBA1
(IHC) Neuss, Deutschland
anti-human AR (clone 6F3D) DAKO GmbH
Western Blot (WB) primar anti-ADAM10
anti-BACE-1
Sigma-Aldrich Co.,
Aktin _
Steinfurt , Deutschland
anti-Kaninchen HRP Acris Antibodies GmbH,
sekundér
gekoppelt Herford, Deutschland
Acris Antibodies GmbH,

anti-Maus HRP gekoppelt

Herford, Deutschland

9.4 Puffer
Carbonatpuffer (pH 11.5)

100 mM Na,COs; und 50 mM NaCl; mit ddH,O auf 100 ml aufflillen; Proteasehemmer vor

Gebrauch zugeben; Lagerung bei 4°C
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Guanidinpuffer 1 (pH 8.,0)
5 M Guanidin/HCI und 50 mM Tris/HCI; mit ddH,O auf 50 ml aufflllen; Lagerung bei 4°C

Guanidinpuffer 2 (pH 8,0)
8,2 M Guanidin/HCI und 82 mM Tris/HCI; mit ddH,O auf 50 ml aufflllen; Lagerung bei 4°C

Tris-Acetat-EDTA-(TAE) Puffer (50 x)
242 g Tris, 51,7 ml Ameisensaure und 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0); mit ddH,O auf 1000 ml
auffllen

6x DNA-Ladepuffer
60 mM EDTA, 10 mM TrisHCI (pH 7,6), 0,03% Bromphenolblau, 0,03% Xylencyanol und
60% Glycerol

4x Proteinprobenpuffer
200 mM TrisHCI (pH 6,8), 40% Glycerol; 16% SDS; 4% 2-Mercaptoethanol und 0,25%
Bromphenolblau; mit ddH,O auf 10 ml aufflillen, Lagerung bei -20°C

Lysepuffer fiir Mausschwénze
10 mM TrisHCI (pH 9,0), 1 M KCl, 0,4% IGEPAL CA-630, 0,1% Tween 20

Protein-Extraktionspuffer |
150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF, 20% SDS, 0,01% IGEPAL CA-630 und 100 mM
TrisHCI; Proteasehemmer vor Gebrauch zugeben; Lagerung bei 4°C

Protein-Extraktionspuffer I
150 mM NaCl, 100 mM TrisHCI und 0,1% Triton X-100; Lagerung bei 4°C

Protein-Extraktionspuffer Il - Triton X-100 Lysepuffer C
50 mM Tris (pH 7,5), 0,5% Triton X-100, 137,5 mM NaCl, 10% Glycerol, 5 mM EDTA und 1%
IGEPAL CA-630; Lagerung bei 4°C

10x Blotpuffer
250 mM Tris und 1,92 M Glycin; mit ddH,O auf 1000 ml auffillen, Lagerung bei 4°C

1x Blotpuffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin und 20% Methanol; mit ddH,O auf 1000 ml aufflllen, Lagerung
bei 4°C
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10x Tris-Buffered Saline- (TBS) Puffer
500 mM Tris und 1,5 M NaCl; mit ddH,O auf 1000 ml auffiillen; auf pH 7,4 mit HCI einstellen

1x Tris-Buffered Saline Tween-20- (TBST) Puffer
100 ml 10x TBS und 0,01% Tween20; mit ddH-O auf 1000ml auffillen

Medium Stripping-Puffer (pH2,2)
15 g Glycin, 1 g SDS und 10 ml Tween20; mit ddH,O auf 1000ml auffillen, zum Benutzen
frisch ansetzen

10x Phosphate-Buffered Saline- (PBS) Puffer
80 g NaCl, 2 g KClI, 14,5 g Na,HPO, und 2,4g KH,PO,4; mit ddH,O auf 1000ml aufflllen; auf
pH 7,4 mit HCI einstellen; autoklavieren

9.5 Kits

Tabelle 5: Kits

Kit Firma, Sitz

. The Genetics Company, Schlieren,
hAmyloid 42 ELISA (HS42TK) Schwei
chweiz

PIERCE, Thermo Fisher Scientific

BCA Protein Assay Kit
Inc., Rockford, USA

_ _ GE Healthcare (ehemals Amersham
ECL Plus Western Blotting Detection Reagents o _ _
Bioscience), Buckinghamshire, UK

9.6 Primer
Tabelle 6: Primer
Nummer Primer
APPswe-forward 4120 5 GAATTCCGACATGACTCAGG 3
APPswe-reverse 4121 5 GTTCTGCTGCATCTTGGACA 3
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