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1 Einleitung

1.1 Morbus Alzheimer

1907 beschrieb Alois Alzheimer erstmals eine progressive Demenzerkrankung, die mit
typischen pathologischen Befunden einhergeht und daraufhin nach ihm benannt wurde
(Alzheimer, 1907). Morbus Alzheimer ist eine langsam fortschreitende
neurodegenerative Erkrankung. Klinisch charakteristisch sind progressive mnestische
Stérungen, kognitive Defizite sowie Verhaltens- und neuropsychiatrische Anderungen,
wie eine veranderte Affektkontrolle, welche die Tatigkeiten des taglichen Lebens
signifikant beeintrachtigen. Typisch sind eine lange préaklinische Phase und ein
schleichender Beginn. Mittlerweile sind auch atypische Formen der Alzheimer-Demenz
bekannt, die klinisch im Rahmen nicht-mnestischer fokal-kortikaler Defizite manifest
werden. Zu nennen ware hier die progressive nicht-flissige Aphasie oder die posteriore
kortikale Atrophie. Der friher strikt vertretene Ansatz der dualen Klinisch-biologischen
Befundkonstellation, der zusatzlich den Nachweis typischer histopathologischer
Merkmale post mortem erforderte, wird zunehmend aufgeweicht (Dubois et al., 2010).
Inzwischen ist die Diagnose auch in vivo mittels neuropsychologischer Test, Biomarker
im Liguor oder Amyloid-Positronenemissionstomogramm zu stellen und einzuteilen in

maogliche, wahrscheinliche und definitive Alzheimer-Erkrankung (Reitz et al., 2014).

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit leiden mehr als 24 Millionen Menschen an Morbus Alzheimer. Die Alzheimer-
Erkrankung hat einen Anteil von circa 60 % an allen diagnostizierten Demenzen und ist
vor der vaskularen Demenz die haufigste Demenzursache. Aufgrund des
demografischen Wandels werden die Zahlen in Zukunft noch steigen und die
Erkrankung auch volkswirtschaftlich zunehmend in den Fokus geraten (Querfurth et al.,
2010). Daten aus den Vereinigten Staaten zufolge kdnnte sich bis 2050 die Zahl der
Uber 85-Jahrigen vervierfachen und die Anzahl Alzheimer-Demenz-Erkrankten sich

somit fast verdreifachen (Hebert et al., 2003).



1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Prinzipiell wird zwischen einer rein genetischen Variante, die in aller Regel friih manifest
wird, und einer multifaktoriell bedingten, sporadischen Form unterschieden, die eher am
Lebensende auftritt. Nur circa 5 % der Erkrankungen sind auf einen bekannten
Gendefekt zuriickzufuhren. Es sind unter anderem folgende autosomal-dominant
vererbten Mutationen bekannt, die mit einer familiaren Alzheimer-Demenz einhergehen:
eine heterozygote Mutation im Amyloid-Vorlaufer-Protein (APP) und eine in Presenilin 1
und 2 (PS1, PS2). Ein weiterer genetischer Faktor fur die Entstehung einer Alzheimer-
Erkrankung ist die Trisomie 21, dies ist auf eine Uberproduktion von APP
zurUckzufihren, welches sich auf Chromosom 21 befindet. Die genaue Ursache der
deutlich haufigeren sporadischen Alzheimer-Demenz ist unbekannt und solange sie
unbekannt bleibt, ist es umso wichtiger Risikofaktoren zu identifizieren und zu

vermeiden (Richter, 2004). Es sind bereits viele Risikofaktoren bekannt.

Auch bei der sich spat manifestierenden sporadischen Alzheimer-Erkrankung gibt es
erbliche Pradispositionen, diese folgen jedoch nicht den Mendelschen Gesetzen,
sondern werden multifaktoriell vererbt. So haben erstgradig Verwandte von Betroffenen
ein doppelt so hohes Risiko an Alzheimer zu erkranken wie die Normalbevilkerung
(Reitz et al.,, 2014). Auch das Gen Apolipoprotein E4 (ApoE4) ist ein genetischer
Risikofaktor fur die sporadische Alzheimer Erkrankung (Richter, 2004). Die Pravalenz

von ApoE4 unter Patienten, die an Alzheimer leiden ist Gber 50 % (Bu, 2009).

Der wichtigste nicht-genetische Risikofaktor ist das Alter: Ab dem 65ten Lebensjahr wird
die Inzidenz auf 1275/100.000/Jahr geschatzt und verdoppelt sich ab einem Alter von 65
alle 5 Jahre (Querfurth et al., 2010). Unter den 85-Jahrigen sind aktuell bis zu 30 %
betroffen. Unter den zahlreichen nicht-genetischen Risikofaktoren spielen nach dem
Faktor Lebensalter auch allgemeine kardiovaskulare Risikofaktoren eine sehr
bedeutende Rolle. Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Adipositas, Dyslipidamie,
haufig zusammengefasst als metabolisches Syndrom, verursachen unter anderem
mittels einer Stérung der Blut-Hirnschranke, Hyperinsulindmie, Adipokinen und
Zytokinen eine vermehrte AB-Ablagerung. Hieraus resultiert letztendlich die Alzheimer-
Erkrankung. Dieselben Risikofaktoren verursachen aber auch zerebrovaskulare

Erkrankungen wie territoriale Hirninfarkte oder lakunare Infarkte. Hierdurch kommt es



dann zu einer vaskularen Demenz und folglich zu deutlichen Uberschneidungen der
beiden Demenzformen. Aufgrund der steigenden Inzidenz dieser vaskularen
Risikofaktoren steigt auch die Inzidenz der Mischformen von Alzheimer- und vaskularer
Demenz (Reitz et al., 2014). Wegen der besonderen Relevanz fur die vorliegende Arbeit
wird auf den Risikofaktor Adipositas und hochkalorische Erndhrung nochmals in Kapitel

1.3.3 genauer eingegangen.

Uberdies sind verschiedene Erkrankungen im mittleren Lebensalter, wie eine lberlebte
Sepsis oder ein Schadelhirntrauma, ein Risikofaktor fir die Entwicklung einer Demenz
(Richter, 2004; Widmann et al., 2014). Auch neurologische Vorerkrankungen wie
beispielsweise eine Migrane oder schwere Depressionen kénnen die Manifestation einer
Alzheimer-Demenz beeinflussen (Richter, 2004). Ferner haben der Grad der
Schulbildung und der soziot6konomische Status einen Einfluss auf das individuelle
Erkrankungsrisiko. Uberdies gibt es eine positive Korrelation zwischen der Alzheimer-
Erkrankung und sozialer Isolation sowie einem Mangel an kdrperlicher Betéatigung
(Richter, 2004).

1.1.3 Makroskopische Veranderungen

Makroskopisch kommt es bei Fortschreiten der Erkrankung zu einer Atrophie der
Hippocampi sowie des Kortex, dies ist zuruckzufuhren auf die groRe Anzahl
untergehender Neuronen im Krankheitsverlauf. Hierdurch kommt es konsekutiv zu einer
symmetrischen Erweiterung der intracerebralen Liquorrdume. All diese Veranderungen
sind jedoch nicht spezifisch fir die Alzheimer-Erkankung und kénnen auch im Rahmen

naturlicher Alterungsprozesse vorkommen (Perl, 2010).

1.1.4 Molekularbiologische Merkmale

Die neuropathologischen und klinischen Merkmale der familiaren Alzheimer-Erkrankung
lassen sich nicht von der sporadischen Form unterscheiden. Die zwei klassischen
pathologischen Eigenschaften der Alzheimer-Erkrankung sind extrazellulare zerebrale
Plagues, bestehend aus -Amyloid-Peptiden und dystrophischen Neuriten im Neocortex
sowie intrazellulare neurofibrillare Tangles im mesialen Temporallappen. Eine wichtige

Rolle in der Pathogenese spielt aber auch der Verlust von Neuronen und weil3er



Substanz, Amyloid-Angiopathie, Neuroinflammation und oxidativer Stress (Querfurth et
al., 2010). Wahrend die Amyloid-Ablagerungen ein interindividuell sehr unspezifisches
Verteilungmuster haben, ist bei den neurofibrillaren Tangles ein ganz charakteristisches
zu erkennen (Braak et al., 1991). Die typischen neuropathologischen Merkmale sind in

Abbildung 1 dargestellt und werden im Folgenden gesondert genauer beschrieben.

Phase 1 Stadium /11

—

Phase 2/3 Stadium 111V

&\

Phase 4/5 Stadium VIVI

Abb. 1: (Links) (Blau) Verteilungsmuster der AB-Plaques (Rechts) (Grun) Die 6 Stadien
nach Braak. Verteilungsmuster neurofibrillarer Tangles. Stadien | und 1l sind die
transentorhinalen Stadien, Stadien 1l und IV die limbischen Stadien und Stadium V und
VI die kortikalen Stadien. (Modifiziert nach Braak&Braak 1991 und Goedert 2015)

1.1.4.1 B-Amyloid-Plaques

AB-Peptide bestehen aus 36 bis 43 Aminoséuren und sind natirlich vorkommende
Stoffwechselprodukte. ABso-Monomere kommen deutlich haufiger vor als die wesentlich
aggregationsfreudigere AB42-Form. Die B-Amyloid-Peptide entstehen durch Proteolyse
und weitere enzymatische Prozessierung aus dem Amyloid-Vorlaufer-Protein (Amyloid-
Precursor-Protein), wie in Abbildung 2 gezeigt. Hieran sind die folgenden Enzyme
malfigeblich beteiligt: beta-site amyloid precusor protein-cleaving enzyme 1 (BACE 1), B-
Sekretase und y-Sekretase sowie ein Proteinkomplex, dessen katalytisches Zentrum
Presenilin 1 ist (Querfurth et al., 2010).
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Abb. 2: Prozessierung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins

Ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und Abbau fuhrt zu einer Aggregation von Aj3,
woraus eine vermehrte Akkumulation resultiert. Das kénnte der Ausloser der Alzheimer-
Erkrankung sein. Dieses Konzept wird auch ,Amyloid-Hypothese® genannt und beruht
auf Studien an genetischen Formen der Alzheimer-Demenz und der Tatsache, dass
ABa42 zytotoxisch ist (Querfurth et al., 2010). Auch wenn es kein typisches
Verteilungsmuster dieser Plagues gibt, ist insbesondere der Isocortex eine
Pradilektionsstelle. Auch GréfRe und Form der Plaques sind sehr unterschiedlich und
korrelieren nicht mit dem klinischen Ausmald der Erkrankung (Braak et al., 1991).
Dennoch kann man, wie in Abbildung 1 gezeigt, im Verlauf ein Verteilungsmuster
erkennen. AB-Plaques entstehen zuerst an einer oder mehreren Stellen im basal-
temporalen oder orbitofrontalen Neokortex (Phase 1). Spater sind sie im gesamten
Neokortex, der Hippocampusformation und der Amygdala, sowie im Diencephalon und
den Basalganglien (Phase 2 und 3). Im fortgeschrittenen Stadium sind sie ebenfalls im
Mesencephalon, unteren Hirnstamm und Kleinhirnkortex zu finden (Phase 4 und 5)
(Goedert, 2015).
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1.1.4.2 Neurofibrillare Veranderungen

Neurofibrillares Protein Tau dient in gesunden Neuronen der Stabilisierung des
Zytoskeletts und ist in den Transport von zellularen Komponenten eingebunden.
Neurofibrilllare Tangles sind intrazellulare Einschlisse von neurofibrillarem Tau in
Pyramidenbahn-Neuronen. Sie sind namensgebend fur die Taupathien, eine Gruppe
von Erkrankungen, zu denen auch der hier beschriebene Morbus Alzheimer z&hlt. Zu
diesen Ablagerungen kommt es durch Hyperphosphorylierung des Proteins (Querfurth
et al.,, 2010). Histologisch werden drei verschiedene Lasionsarten unterschieden:
neuritische Plaques, neurofibrillare Tangles und Neuropil threads. Neurofibrillare
Tangles entstehen im Zellkdrper von Neuronen, von wo aus sie sich in die Dendriten
ausbreiten, nach dem Untergang der Zelle werden sie zu sogenannten ,ghoast tangles®,
die sich extrazellular befinden. Im Endstadium werden sie von Astroglia verstoffwechselt
und es entsteht eine gliale Narbe (Braak et al., 1991). Entsprechend der Verteilung
werden verschiedene Stadien nach Braak eingeteilt, diese sind auch in Abbildung 1
dargestellt: Stadium 1 und 2 sind die transentorhinalen Stadien, hier beginnen die
neurofibrillaren Veradnderungen. Die ersten Kkortikalen Beteiligungen betreffen den
rhinalen Sulcus. Es handelt sich hierbei um das Korrelat der subklinischen Phase A der
Erkrankung. Stadien 3 und 4 sind die sogenannten limbischen Stadien, Phase B. Ihr
zentraler Bestandtelil ist die schwere Beteiligung der transentorhinalen und entorhinalen
Regionen des Cortex sowie leichtere Veranderungen in Hippocampus sowie temporalen
und insuldren neocorticalen Regionen und einiger subcortikaler Nuclei. Die limbischen
Stadien sind das morphologische Korrelat einer beginnenden Alzheimer-Erkrankung.
Stadium 5 und 6 sind die neocortikalen Stadien, Phase C, deren Hauptmerkmal ist die
grol3flachige Verwistung des Neocortex. Lediglich das Horzentrum, das primare
motorische und sensorische Feld sowie die sekundaren Felder werden bis auf milde
Veranderungen verschont. Es handelt sich hierbei um das Endstadium der Erkrankung,
das Kklinisch mit einer schweren Demenz einhergeht (Braak et al., 1991; Christian
Schultz, 2004).

1.1.4.3 Weitere pathophysiologischen Merkmale des Morbus Alzheimer

Bereits bei Patienten mit milden kognitiven Defiziten kommt es zu einem synaptischen

Defekt. Hippocampale Synapsen gehen unter und die verbleibenden Synapsen missen
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sich kompensatorisch vergroRern. Schon zu Beginn der Erkrankung kommt es zu einem
Verlust von 25 % an Synaptophysin, das in prasynaptischen Vesikeln vorkommt. Der
Verlust von Synapsen wird im Alter, insbesondere im Bereich des Gyrus dentatus des
Hippocampus, auch unabhangig von Morbus Alzheimer beobachtet. Intraneuronales AR
kann diesen Vorgang jedoch beschleunigen. Der Verlust von Synapsen korreliert am
besten mit der Verschlechterung im Krankheitsverlauf. Des Weiteren ist AR-Amyloid fr
Mitochondrien toxisch. Daher kommt es zu einer mitochondrialen Dysfunktion, die in der
Freisetzung freier Radikale resultiert. Dies wiederum fihrt zu oxidativem Stress und
Apoptose, was einen weiteren Untergang von Neuronen bedeutet (Querfurth et al.,
2010).

1.2 Neuroinflammation bei neurodegenerativen Erkrankungen

Neuroinflammation wird durch ganz unterschiedliche Dinge ausgeltst, wie zum Beispiel
bakterielle oder virale Infektionen, Schadel-Hirn-Traumata, Autoimmunprozesse,
Neurodegeneration und viele andere Erkrankungen (Gendelman, 2002). Mikroglia,
Astrozyten und Neurone sind die Zellen des zentralen Immunsystems, die maRRgeblich
an chronischer Neuroinflammation im Rahmen von Morbus Alzheimer beziehungsweise
neurodegenerativer Erkrankungen beteiligt sind (Heneka et al., 2010). Die Rolle der
einzelnen Zelllinien und ihrer inflammatorischer Botenstoffe bei der Alzheimer-

Erkrankung wird im Folgenden genauer betrachtet.

1.2.1 Mikroglia

Mikrogliazellen sind die wichtigsten Vertreter des angeborenen Immunsystems im
zentralen Nervensystem und haben einen Anteil von 10 % an glialen Zellen (Heneka et
al., 2010; Heneka et al., 2014). Wahrend der Embryonalzeit wandern sie, vor Schluss
der Blut-Hirn-Schranke, aus dem Yolk-Sack in das zentrale Nervensystem ein (Ginhoux
et al., 2010; Heneka et al., 2014). Sie bilden die erste Verteidigungslinie gegen
eindringende Bakterien, Viren und Pilze, kdnnen aber ebenso durch endogene Proteine
aktiviert werden und so zum Verlust an Neuronen im Rahmen neurodegenerativer
Erkrankungen beitragen. Einmal aktiviert, wandern sie in Areale mit untergegangenen
Zellen, umringen sie und reinigen sie von den Zellresten, vergleichbar mit aktivierten

Makrophagen im peripheren Immunsystem (Heneka et al., 2010). Durch die Aktivierung
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produziert Mikroglia nicht nur pl6tzlich eine Vielzahl potenziell neurotoxischer
Mediatoren, sie &andert auch die eigene Morphologie. Im Ruhezustand sind
Mikrogliazellen verastelt und haben groRe Pseudopoden. Der veréastelte Phanotyp ist
durch eine hohe Anzahl an Fortsatzen gekennzeichnet, die ununterbrochen mit
benachbarten Neuronen, Astrozyten und BlutgefaRen interagieren und so sténdig ihre
Umgebung scannen. An der Zelloberflache befinden sich zahlreiche Rezeptoren fir
Neurotransmitter, neuroendokrine Stoffe, Zytokine und Chemokine. Im Normalzustand
ist Mikroglia ganz allgemein gesprochen verantwortlich fir die Aufrechterhaltung der
neuronalen Integritat, synaptische Plastizitdit und die Sekretion neurotroper Stoffe.
Werden sie aktiviert, verandert sich zum einen ihr AuBeres in eine amdbenartige Form,
wodurch Migration und Phagozytose moglich werden, zum anderen erhdht sich auch die
Rezeptordichte an der Zelloberflache (Wood, 2003; Heneka et al., 2010; Heneka et al.,
2014). Im Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen sind sie in pathologischem Ausmalf}
dauerhaft Immunstimulatoren ausgesetzt und werden mittels verschiedener Rezeptoren
aktiviert und sezernieren proinflammatroische Mediatoren (Heneka et al., 2014). Mit
zunehmendem Fortschreiten der Erkrankung nimmt die absolute Anzahl an
Mikrogliazellen im Gehirn zu. Jedoch ist unklar, ob periphere Zellen in das zentrale

Nervensystem einwandern oder sich Mikroglia lokal vermehrt (Heneka et al., 2010).

1.2.2 Astroglia

Astrogliazellen bilden den gréf3ten Anteil unter den glialen Zellen im zentralen
Nervensystem. Sie kommen sowohl in der grauen als auch in der weil3en Substanz vor
und tragen maldgeblich zur Homobostase im Gehirn bei, da sie fur die Nutrition
verschiedener Zellen verantwortlich sind, lonen- und Neurotransmitter-Konzentrationen
kontrollieren sowie die Blut-Hirn-Schranke regulieren. Ferner sind sie in zahlreiche
Signalkaskaden eingebunden und interagieren direkt mit Neuronen und Blutgefal3en,
wodurch sie den Blutfluss und die neuronale Aktivitat steuern. Sie sind in jeden
neuropathologischen Prozess verwickelt und von ihnen hangt maf3geblich ab, wie sich
Krankheiten entwickeln. Reaktive Astrogliose ist eine Reaktion des Gehirns auf lokale
Schadigung und Veranderung, die mehrere Ziele erfullen soll. Erstens kann so ein
geschadigtes Areal isoliert werden, zweitens kann so die Blut-Hirn-Schranke wieder

aufgebaut werden und aufRerdem wird auf diese Weise das Remodeling in der
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Umgebung erleichtert (Rodriguez et al., 2009). Schon Alois Alzheimer selbst erkannte,
dass Astroglia eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der Alzheimer Erkrankung
spielt. Insbesondere in der Umgebung von senilen Plaques findet sich in Alzheimer-
Gehirnen eine prominente Astrogliose, gebildet durch aktivierte Astrozyten (Rodriguez et
al., 2009; Heneka et al., 2010). Astrogliazellen werden auch durch Amyloid-B-Peptide
aktiviert (Heneka et al., 2010). Aktivierte Astrozyten sind aber auch in der Lage groR3e
Mengen an Amyloid-B zu akkumulieren. Spater nehmen sie es dann zusammen mit den

untergegangenen Neuronen auf (Rodriguez et al., 2009).

1.2.3 Neurone

Lange Zeit dachte man, Neuronen wirde in neuroinflammatorischen Prozessen nur eine
passive Rolle zukommen. Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, dass Neurone selbst
auch inflammatorische Mediatoren produzieren und freisetzen kénnen (Heneka et al.,
2010).

1.2.4 Inflammatorische Botenstoffe

Inflammatorische Zytokine gehdren zu den wichtigsten inflammatorischen Mediatoren.
Sie aktivieren und deaktivieren verschiedene Signalkaskaden, unter anderem durch
Interleukin-1a. Interleukin-1B, Interleukin-18 und den Tumornekrosefaktor a. Weitere
inflammatorische Zytokine, die insbesondere von Mikroglia produziert werden, sind das
Macrophagen-Inflammatorische Protein 1a (MIP 1a), Interleukin-5 und Interleukin-8.
Durch die Aktivierung erhéhen Mikrogliazellen aber auch die Produktion verschiedener
Proteasen, darunter Cathepsine, Matrix-Metalloproteasen und Plasminogen. Uberdies
sind sie auch wichtiger Entstehungsort fir Prostaglandine (Wood, 2003).

Viele der proinflammatorischen Mediatoren sind inaktive Vorlaufer, die durch
enzymatische Spaltung aktiviert werden. Wichtige Vertreter dieser Enzyme sind
Caspase 1 und Caspase 8. Deren Aktivitat wird wiederum durch sogenannte
Inflammasomen gesteuert. Eine besondere Rolle in der Steuerung aktiver und
chronischer Entziindung spielt das NOD-like receptor (NLR), LRR- und Pyrin-domain-
containing 3 (NLRP3) Inflammasom (Heneka et al., 2014). Durch die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine kommt es zur Aktivierung des Komplementsystems und

hierdurch in letzter Konsequenz zu einem Verlust an Neuronen (Wood, 2003).
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1.3 Adipositas

Ubergewicht und Adipositas sind definiert als eine pathologische Ansammlung von
Korperfett, die potenziell gesundheitsschadigend ist. Eine sehr einfache Variante zur
Definierung von Adipositas ist der Body-Mass-Index (BMI). Er errechnet sich als
Quotient aus Korpergewicht in Kilogramm und der Korpergréf3e in Metern zum Quadrat.
Seine Einheit ist somit kg/m2. Ab einem BMI von groRer 25,0 kg/m? wird von
Ubergewicht gesprochen, ab einem BMI von iiber 30 kg/m? von Adipositas (WHO,
2014). Unabhangig vom Body-Mass-Index kann periphere von zentraler bzw. viszeraler
Adipositas zu unterscheiden werden. Zentrale Adipositas ist definiert durch einen
sagittalen Bauchdurchmesser von tber 25 cm und ist auch bei einem normalen BMI mit

einem hdheren Risiko fur viele Erkrankungen verbunden (Whitmer et al., 2008).

1.3.1 Epidemiologie

Laut Weltgesundheitsorganisation hat sich seit 1980 die Zahl an Ubergewichtigen und
Fettleibigen weltweit circa verdoppelt. Uber 1,4 Milliarden Menschen leiden an
Ubergewicht, 500 Millionen von ihnen sind adipos. Alles in allem sind 35 % der
Weltbevolkerung Ubergewichtig (WHO, 2014). Zwar wurden die steigenden Zahlen
zunachst nur in den Vereinigten Staaten von Amerika bemerkt, inzwischen hat sich das
Problem aber Uber alle industrialisierten Staaten ausgebreitet und betrifft mittlerweile

zum Teil sogar Entwicklungslander (Bruce-Keller et al., 2009).

1.3.2 Grunde / Auswirkungen / Risiken

Grund fir eine Zunahme an Koérpergewicht ist eine Dysbalance zwischen der Anzahl
aufgenommener Kalorien und derer, die verbrannt werden. Hierfir gibt es zwei
Ursachen: erstens eine hohere Aufnahme von hochkalorischen Nahrungsmitteln und
solchen mit hohem Fettanteil und zweitens eine Zunahme an korperlicher Inaktivitat,
verursacht durch einen Zuwachs an vorwiegend sitzend ausgefiihrten Tatigkeiten,
Veranderungen in der Fortbewegung und einer zunehmenden Urbanisierung.
Genetische Faktoren sind bekannt, jedoch nicht fir die immer hdhere Prévalenz
verantwortlich (WHO, 2014).
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Ubergewicht und Fettleibigkeit filhren zu einer Vielzahl an Komorbiditaten, sodass sie
die Lebenserwartung um bis zu sieben Jahre verringern. Viele der Folgeerkrankungen
resultieren aus einem metabolischen Syndrom, definiert durch eine periphere
Insulinresistenz, eine Dyslipidamie und arterielle Hypertonie. Am haufigsten kommt es
zu kardiovaskularen Erkrankungen wie beispielsweise arterielle Hypertonie, ischamische
Herzerkrankungen, Arteriosklerose und Schlaganfalle, gefolgt von Diabetes mellitus Typ
I, Tumorerkrankungen wie Kolonkarzinom, Endometriumkarzinom oder
Mammakarzinom, Steatosis hepatis, Schlafapnoe-Syndrom mit seinen potentiellen
Folgen und Arthritis. Im weiteren Verlauf leiden die Patienten haufig auch an
Depressionen und Angststérungen, nicht zuletzt als Folge mdglicher Diskriminierung
(Haslam et al., 2005; Bruce-Keller et al., 2009).

1.3.3 Ubergewicht und das metabolische Syndrom als Demenzrisiko / Risiko fiir ZNS-

Dysfunktion

Der Zusammenhang zwischen Ubergewichtigkeit und Demenzerkrankungen im héheren
Alter ist schon seit Langerem bekannt und in mehreren Kklinischen und
tierexperimentellen Studien belegt (Elias et al., 2003; Pasinetti et al., 2008; Whitmer et
al., 2008; Bruce-Keller et al., 2009). Da es aktuell keine Heilung fur die Alzheimer-
Demenz gibt und die Krankheit erst am Ende des Lebens auftritt, konnte das
Hinauszdgern des Verlaufs durch Meidung oder Verhinderung von Risikofaktoren die
Pravalenz der Erkrankung bereits deutlich senken und somit in einigen Fallen einer
Heilung gleichkommen. Dieser Fakt veranschaulicht die Relevanz des
Themenkomplexes (Pasinetti et al., 2008). Zunehmend zeigt sich, dass die Erndhrung
die Alzheimer-Pathologie mittels eines geanderten Metabolismus von Leptin direkt
beeinflusst. Leptin ist ein Hormon, das von Adipozyten sezerniert wird und vielfaltige
zentrale und periphere Funktionen hat. Bei Adipositas kommt es zu einer sogenannten
Leptinresistenz und einem verminderten Transport uber die Blut-Hirn-Schranke
(Pasinetti et al.,, 2008). Leptin hemmt die Prozessierung des Amyloidvorlauferproteins
durch die B-Sekretase in Neuronen und senkt in Mausexperimenten bei dauerhafter
Applikation das cerebrale Plaqueload. Es konnte auch gezeigt werden, dass die HOhe
der Plasma AB-Spiegel mit dem BMI assoziiert ist. Ebenso hat ein gestorter

Insulinstoffwechsel einen Einfluss auf den Verlauf der Alzheimer-Erkrankung mittels
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Einflussnahme auf die Bildung und den Abbau von Amyloid-B-Peptiden. Es kommt
insulin-vermittelt zu einer Hochregulierung des APP-Gens und hierdurch zu einer
erhohten AB-Akkumulation (Fewlass et al., 2004). Tierexperimentell konnten aber auch
andere Mechansimen gefunden werden, durch welche Adipositas neurodegenerative
Prozesse beschleunigt. Eine Mdglichkeit ist Uber eine cholesterin-induzierte
Arteriosklerose, aber auch durch das Auslésen von oxidativem Stress und einer
Insulinresistenz werden neurodegenerative Vorgange beschleunigt (Bruce-Keller et al.,
2009).

Whitmer und Kollegen zeigen in klinischen Studien, dass Ubergewicht und
stammbetonte Adipositas im mittleren Lebensalter mit einem 2,3 bzw. 3,6fach erhéhtem
Risiko fur die Entwicklung einer Demenz vergesellschaftet sind. Dieser Effekt lie3 sich
unabhangig von anderen Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus und Koronarer
Herzkrankheit zeigen (Whitmer et al., 2008). Ahnliche Ergebnisse wurden auch in
mehreren anderen Studien erzielt (Elias et al., 2003; Bruce-Keller et al., 2009; Singh-
Manoux et al., 2012). Ebenso konnte Adipositas aber auch mit morphologischen ZNS-
Veranderungen korreliert werden: es kommt zu einem Verlust an grauer Substanz im
Frontalhirn und Verédnderungen in der Zusammensetzung der weif3en Substanz. Da im
Alter physiologischerweise die Atrophie im Frontallappen besonders eindricklich ist,
kbnnte dies ein Hinweis darauf sein, dass Adipositas den physiologischen
Alterungsprozess beschleunigt und verschlimmert. Alles in allem deutet momentan sehr
vieles darauf hin, dass Adipositas und damit assoziierte Folgeerkrankungen wie
beispielsweise das metabolische Syndrom einen signifikanten Beitrag zu kognitiver
Verschlechterung und Beschleunigung von Demenz beisteuern, die genauen
Pathomechanismen dahinter sind jedoch nicht abschlieRend geklart (Bruce-Keller et al.,
2009).

1.4 Komplikationen Ubergewichtiger Mutter wahrend der Schwangerschaft und

langfristige Auswirkungen der Uberernahrung auf den Nachwuchs

Komplikationen Ubergewichtiger und adipdser Mutter sind mannigfaltig. Sie beginnen
bereits beim Versuch schwanger zu werden, sind wahrend der Schwangerschaft selbst

haufig und wirken sich bis ins hohe Alter des Nachwuchses aus (Haslam et al., 2005).
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1.4.1 Komplikationen vor und wahrend der Schwangerschaft

Durch die stark erhohten Ostrogenspiegel im Blut kommt es bei Adiposen haufig zu
Zyklusanomalien, da es zu einer Beeintrachtigung des hypothalamisch-hypophyséren
Systems kommt. Hieraus resultiert ein unregelméRiger und haufig anovulatorischer
Zyklus. Sechs Prozent der primaren Unfruchtbarkeit sind auf Adipositas zurtckzufihren.
Aus der Beeintrachtigung der Sexualhormone resultiert haufig auch ein polyzystisches
Ovar-Syndrom. Insgesamt ist es daher fir adip6se Frauen haufig schwierig Gberhaupt
schwanger zu werden (Pasquali et al., 1997). Analog kommt es auch bei Ma&nnern mit
steigendem Ubergewicht zu erektiler Dysfunktion und Unfruchtbarkeit (Esposito et al.,
2004).

Kommt es zur Schwangerschaft, haben adipdse Schwangere ein funffach erhohtes
Risiko eine Praeklampsie zu erleiden und ein deutlich erhohtes Risiko fur
Gestationsdiabetes (Cedergren, 2004; Haslam et al., 2005). Bei morbider Adipositas
erhoht sich zudem die Rate an Totgeburten und es kommt gehauft sowohl zu Frih- als
auch Spatgeburten, Kaiserschnitten und Zangengeburten (Cedergren, 2004). Die Kinder
haben zudem ein erhdhtes Risiko fur Neuralrohrdefekte und Makrosomie (Haslam et al.,
2005).

1.4.2 Langfristige Folgen von Adipositas wahrend der Schwangerschaft fur die
Nachkommen

Neben den offensichtlichen und direkten Auswirkungen und Risiken hat Adipositas
wahrend der Schwangerschaft und Sauge- beziehungsweise Stillzeit auch weniger

offenkundige, langfristigere Auswirkungen auf die Nachkommen.

So konnte beispielsweise mehrfach gezeigt werden, dass der Nachwuchs adipdser
Muttertiere fur Adipositas und hiermit assoziierte metabolische Stérungen wie der
Insulinresistenz pradisponiert ist (Grattan, 2008; Shankar et al., 2008; White et al., 2009;
Bilbo et al.,, 2010; Mcguire et al.,, 2010). Aber es kommt auch zu vielen weiteren
Veranderungen wie strukturelle Veranderungen am Herzen und in den Blutgefal3en
sowie einer nicht-alkoholischen Fett-Leber-Erkrankung und einem erhdhten Anteil an
viszeralem Fett (Mischke et al., 2013; Williams et al., 2014). Uberdies wirken Adipositas
und fettreiche Erndhrung wahrend der Schwangerschaft sich jedoch auch direkt auf
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zentrale biochemische Prozesse aus. So konnten Bilbo et al (2010) zeigen, dass im
Nachwuchs besagter Muttertiere sowohl mikrogliale Marker wie CD11b und TLR4 erhéht
sind als auch deutlich erhéhte Konzentrationen von IL1B zu verzeichnen waren. Dies
liel3 sich nicht nur direkt nach Geburt, sondern auch in fortgeschrittenem Alter zeigen.

Ebenso waren Biomarker der peripheren Entztindung nachhaltig erhéht.

Mogliche Pathomechanismen hierflr sind epigenetische Veranderungen wahrend der
pranatalen Phase, die zu persistierenden metabolischen Veranderungen fuhren kénnen
(Barker, 1995). Ebenso ist davon auszugehen, dass Veranderungen in der
Adipokinkonzentration und erhohte mitterliche Leptinspiegel die Entwicklung des
Gehirns beeinflussen (White et al., 2009). Hatanaka und Kollegen (2016) konnten
zudem zeigen, dass die synaptische Instabilitat im Nachwuchs von fettreich ernahrten
Méausen bis ins Erwachsenenalter unabhéngig von der eigenen Diat persistiert.
Interessanterweise war dies auch der Fall, wenn der Kontakt zu hochkalorischer Di&t nur
in der S&ugephase stattfand. Sie konnten zudem zeigen, dass die Behandlung mit
Antioxidantien wahrend der Saugephase die Auswirkungen abmildern kann, eine
Assoziation mit oxidativem Stress durch perioxidierte Lipidakkumulationen ist daher
wahrscheinlich (Williams et al., 2014; Hatanaka et al., 2016). Die Thematik ist sehr
umfangreich und es gibt bereits zahlreiche wertvolle Erkenntnisse, jedoch sind noch

viele Fragen offen und weitere Untersuchungen mussen folgen.
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1.5 Nicht-publizierte Daten der AG Heneka: Miitterliche Adipositas als Risikofaktor fur

kognitive Defizite und Demenz beim Nachwuchs

Die vorliegende Arbeit baut auf bislang nicht veroffentlichten Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe Heneka auf. Die Ergebnisse werden zum verbesserten Verstandnis der

vorliegenden Arbeit in diesem Abschnitt kurz vorgestellt.

1.5.1 Versuchsaufbau

Weibliche C57/BL6-Wildtyp-Mause wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe
bekam ab einem Alter von 8 Wochen eine fettreiche, hochkalorische Diat, die andere
Gruppe wurde mit Kontrollfutter gefuttert. Nach weiteren zwei Monaten wurden sie mit
normalgefitterten,  gleichaltrigen  heterozygoten = APP/PS1*--C57/BL6-Mannchen
verpaart. Im Alter von 21 Tagen wurde der Nachwuchs abgesetzt und bis zum
vollendeten zweiten Lebensmonat normal gefittert. Danach wurde jeweils die Halfte
hochkalorisch fettreich erndhrt und die andere Halfte bekam das Kontrollfutter. Auf diese

Weise wurden die folgenden acht Gruppen, je beider Geschlechter, generiert:

Genotyp Diat der Mutter Eigene Diat
APP/PS1*- NCD NCD
APP/PS1*- NCD HFD
APP/PS1*- HFD NCD
APP/PS1*- HFD HFD

Wildtyp NCD NCD

Wildtyp NCD HFD

Wildtyp HFD NCD
Wildtyp HFD HFD

Abb. 3: Versuchsgruppenbildung des Vor-Experiments. NCD = normal chow diet. HFD
= high fat diet

Im Alter von sechs Monaten wurden mit dem Nachwuchs Verhaltensexperimente (open
field und Morris-Water-Maze) durchgefuhrt. Im Anschluss daran wurden die Tiere

prapariert und die Gewebe molekularbiologisch und histologisch aufgearbeitet.
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1.5.2 Ergebnisse: Mutterliche Adipositas als Risikofaktor fur kognitive Defizite und

Demenz beim Nachwuchs

1.5.2.1 Gewichtszunahme Muttertiere

-O- Muttertiere NCD
-8—- Muttertiere HFD

) N a1
S < 9

Body weight [g]

N
o

O 10 20 30
weeks on diet

Abb. 4: Gewichtsverlauf Muttertiere nach Beginn der Futterphase im Alter von 8
Wochen. NCD = normal chow diet, HFD = high fat diet.

Das Kdorpergewicht der fettreich gefutterten Muttertiere steigt deutlich starker an, als das
Gewicht der Tiere aus der Kontrollgruppe.
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1.5.2.2 Gewichtszunahme Nachwuchs

-o- NCD_NCD_wt
-O- NCD_HFD_wt
-~ NCD_NCD_APP
} e NCD_HFD_APP
HFD_NCD_wt
-0~ HFD_HFD_wt
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?
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Abb. 5: Gewichtsverlauf der Nachkommenschaft. NCD = normal chow diet, HFD = high
fat diet, app = APP/PS1*-, wt = Wildtyp, die Ernahrung an erster Position ist die der
Mutter, die an zweiter Stelle die des Nachwuchses.

Auffallend an den Gewichtskurven des Nachwuchses ist, dass das diatinduzierte
Ubergewicht sich durch miitterliche high fat diet vor und wahrend Schwangerschaft und
der Saugezeit noch verschlimmert. Dieser Effekt ist sowohl in den APP/PS1*--Tieren als

auch in den Wildtyp-Tieren zu finden.
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1.5.2.3 Lernverhalten des Nachwuchses im Morris-Water-Maze
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Abb. 6: Raumliche Gedachtnisbildung analysiert mit dem Morris-Water-Maze-Versuchs
bei Nachkommen normal ernahrter Mitter (1. Position NCD) oder fettreich hochkalorisch
ernahrter Mitter (1. Position HFD), wobei die Nachkommen entweder normal ernahrt (2.
Position NCD) oder fettreich hochkalorisch ernahrt wurden (2. Position HFD).(n = 10-15
Tiere pro Gruppe, ANOVA, pos-hoc TUKEY-test, Vergleich innerhalb der Wildtyp- oder
APP/PS1*-- Gruppen:* <0.05, ** <0.01, *** <0.001; Vergleich zwischen APP/PS1*- und
Wildtyp Gruppen, # <0.05, ## <0.01, ### <0.001, #### < 0.0001)

Fettreiche Erndhrung wahrend Schwangerschaft und Saugezeit hat, ebenso wie eine
fettreiche Ernahrung von Jungtieren, einen negativen Einfluss auf das raumliche
Lernvermdgen der Tiere im Morris-Water-Maze-Experiment. Dieser Effekt ist
insbesondere  bei  Wildtyp-Tieren signifikant messbar. Dies ist besonders
bemerkenswert, da bislang die Daten bezlglich raumlicher Merkfahigkeit von Tieren in
diesem Zusammenhang eher heterogen waren und nicht mit den Beobachtungen am
Menschen Ubereinstimmten (Whitmer et al., 2008; White et al., 2009; Bilbo et al., 2010).
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1.5.2.4 Plaqueload / Neuroinflammation / periphere Inflammation im Nachwuchs
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Abb. 7: SDS-fraction AB1-38 (links) und AB 1-40 im Hippocampus bei Nachkommen
normal erndhrter Mditter (1. Position NCD) oder hochkalorisch fettreich ernahrter
adipdser Miutter (1. Position HFD), wobei die Nachkommen entweder normal ernahrt (2.
Position NCD) oder hochkalorisch fettreich erndhrt worden (2.Position HFD). (n = 10 - 15
Tiere pro Gruppe, ANOVA, pos-hoc TUKEY-test, Vergleich innerhalb der Wildtyp oder
APP/PS1*-Gruppen :*<0.05, **<0.01, ***<0.001)

In den APP/PS1*--Tieren zeigten sich deutlich hdhere AB-Konzentrationen im Bereich
des Hippocampus beim Nachwuchs adipéser und fettreich ernahrter Mutter. Dieser

Effekt war signifikant und unabh&ngig vom eigenen Lebensstil.
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Neuroinflammation
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Abb. 8: Entzindungsmarker werden durch maternale hochkalorische Erndhrung bzw.
Adipositas verstarkt. Kennzeichnung 1. Maternale Diat 2. Nachkommen-Diat (NCD:
Normaldiat, HFD: Hochkalorisch fettreiche Diat). Analyse for Interferon-y (IFNy),
Interleukin-6 (IL-6) und Chemokine (C-C motif) ligand 4 (CCL-4) (n = 10
Hirnhomogenate unterschiedlicher Tiere, ANOVA, pos-hoc TUKEY-test, *<0.05, **<0.01,
***<0.001)

Auch neuroinflammatorische Marker wie IL6, 10 und 12, Cxcl 1 waren im Nachwuchs
adipdser Muttertiere signifikant hochreguliert im Vergleich zur Nachkommenschaft der
Kontrollgruppe. Auch hier zeigte sich, dass die eigene Erndahrung keine entscheidende

Rolle auf das Ausmal? hat.

1.5.2.5 Grundlage der Hypothese

Die bislang erhobenen Daten zeigen, dass mdutterliche Adipositas wahrend
Schwangerschaft und Saugezeit die rdumliche Merkfahigkeit im erwachsenen
Nachwuchs beeinflusst und in transgenen APP/PS1*-Tieren den Krankheitsverlauf der
Alzheimerdemenz signifikant verschlimmert. Es konnten auflerdem Effekte auf
neuroinflammatorische Parameter im Cortex und Hippocampus gesehen werden. Das
Beeindruckende an diesen Daten ist insbesondere, dass diese Verdnderungen auch

eine Generation spater, unabhangig vom eigenen Lebensstil, gefunden werden konnten.
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Um die bisherigen Erkenntnisse zu vertiefen, sind weitere Untersuchungen notwendig.
So muissen weitere neuroinflammatorische Parameter auf Protein- und RNA-Ebene
untersucht werden. Aul3erdem gilt es immunhistochemisch astrogliale und mikrogliale
Aktivierung zu untersuchen. Viele der bisher vorliegenden Untersuchungen wurden nur
in den APP/PS1*--Tieren vorgenommen, die Wildtyp-Mause mussen ebenfalls den

gleichen Experimenten unterzogen werden.

Des Weiteren muss die genaue Rolle der Saugezeit in einem separaten Experiment

untersucht werden.

Ebenso interessant und wichtig ware es im Anschluss hieran, epigenetische
Untersuchungen durchzufthren, um den zugrundeliegenden Pathomechanismus tiefer

zu ergrinden.

2 Fragestellungen und Zielsetzungen der Arbeit
In der Literatur werden, wie in der Einleitung dargelegt, negative Effekte mutterlicher
Adipositas wahrend Schwangerschaft und Saugezeit auf die kognitiven Fahigkeiten des

Nachwuchses beschrieben.
Die daraus abgeleiteten Fragestellungen und Zielsetzungen waren im Einzelnen:

1) Lassen sich Zeitpunkte oder Zeitraume in der Entwicklung definieren, an denen
negative Effekte durch mautterliche Adipositas wahrend Schwangerschaft und
Séaugezeit auf die kognitiven Fahigkeiten des Nachwuchses ubertragen werden?

2) Welche Pathomechanismen liegen den in der Literatur beschriebenen negativen
Effekten mutterlicher Adipositas wahrend Schwangerschaft und Saugezeit auf die

kognitiven Fahigkeiten im Nachwuchs zu Grunde?

Zur Beantwortung der hier genannten Fragestellungen erfolgte zunachst die
Weiterfihrung des unter Kapitel 1.5 beschriebenen Experimentes. Zu diesem Zweck
erfolgt die Verwendung der bereits vorhandenen und verarbeiteten Gewebe der in
Kapitel 1.5 beschriebener Méause. Im Speziellen wurden histochemische
Untersuchungen bezuglich der cerebralen Plaquebildung an den weiblichen APP/PS1*--

Tieren zu den bereits beschriebenen Experimenten ergdnzt. Zusatzlich erfolgte
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immunhistochemisch und auf RNA-Ebene die Untersuchung von Unterschieden glialer
Immunreaktion und anderer proinflammatorischer Marker in Mausen beider
Geschlechter. Diese Experimente wurden sowohl an den transgenen APP/PS1*--
Tieren, als auch den Wildtyp-Tieren in den unterschiedlich Versuchsgruppen

durchgeftihrt (vergleiche auch Abbildung 3).

Um die gefundenen Effekte mutterlicher Adipositas besser einordnen zu kénnen und um
festzustellen, ob die beschriebenen negativen Auswirkungen auf den Nachwuchs in der
frihen postnatalen Phase, sprich wahrend der Saugezeit, oder bereits intrauterin
Ubertragen werden, wurde zudem ein Ammenexperiment durchgefihrt. In einem
komplexen Versuchsaufbau soll erneut mittels verhaltens- und molekularbiologischer
Methoden untersucht werden, zu welchem Zeitpunkt die negativen Effekte der
Adipositas ubertragen werden und welcher Pathomechanismus zugrunde liegt. Zu
diesem Zweck erfolgt bei der Versuchsgruppenbildung eine Einteilung, die eine
Gruppenbildung in Abhangigkeit der mdutterlichen Erndhrung sowie nach friher
postnataler Trennung der Erndhrung der Amme beinhaltet. Hierzu werden
ausschlief3lich Wildtyptiere (C57/BL6-Mause) verwendet (siehe auch Abbildung 9).

3 Material und Methoden

3.1 Tiere

3.1.1 Allgemeine Tierhaltung

Die Tiere wurden unter Standardbedingungen in einzeln bellfteten Kafigen,
sogenannten IVC (,individually ventilated cages®), der Firma Techniplast gehalten, bei
einer Temperatur von 22°C und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden. Sie hatten
stets freien Zugang zu Futter und Wasser. Die Tierhaltung erfolgte gemald der

Grundsatze der Deklaration von Helsinki.



-28-

3.1.2 Wildtyp-Tiere

Die Wildtyptiere stammen von Charles River, Sulzfeld. Es handelt sich um C57BL/6J-

Mause.

3.1.3 Verpaarung

Es wurden immer zwei acht Wochen alte C57/BL6-Weibchen (Wildtyp) mit einem
gleichaltrigen C57/BL6-Mannchen (Wildtyp) verpaart.

3.2 Versuchsaufbau

3.2.1 Ammenexperiment

Versuchsgruppenbildung

Sechs Wochen alte C57BL/6J weibliche Wildtyp-Mause werden 10 Wochen lang vor der
Verpaarung und dartber hinaus wahrend Schwangerschaft und Saugezeit bis ans Ende
der verhaltensbiologischen Untersuchungen mit einer 60% Fett enthaltenden ad libitum-
Diat beziehungsweise der entsprechenden Kontrolldiat gefiuttert. Im Alter von 16
Wochen werden sie mit C57BL/6J Wildtyp-Méannchen fur eine Woche verpaart. Nach der
Geburt wird der Nachwuchs entsprechend dem oben gezeigten Schema von
Ammenmuttern gesaugt. Im Alter von 21 Tagen wird er abgesetzt und mit normalem

Futter bis zum 6. Monat gehalten.

In der Nachkommenschaft wurden vier verschiedene Versuchsgruppen je beider
Geschlechter gebildet. Der Nachwuchs normalgewichtiger, mit Kontrolldiat gefutterter
Mdatter oder fettreich erndhrter, adiposer Mitter wurde entweder von normalgewichtigen
oder von fettreich ernahrten, adipdsen Ammen gesaugt. In diesem Versuch wurden
ausschliel3lich die mitterlichen Konditionen variiert. Kumulativ wurden 40 Weibchen mit
20 Mannchen verpaart. Hieraus resultierte am Ende eine Gruppenstéarke in der
Nachkommenschaft von 29 Weibchen einer mit Kontrolldiat gefitterten Mutter. Von
diesen wurden 24 von einer mit Kontrolldiat gefiutterten Amme gesaugt und finf von
einer mit hochkalorischer Diat gefutterten Amme. Dartber hinaus wurden 10 Weibchen
einer hochkalorisch ernahrten Mutter erhalten. Hiervon wurden jeweils funf von einer

Amme mit Kontrolldiat und funf von einer hochkalorisch erndhrten Amme geséaugt.
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Beim mannlichen Nachwuchs gab es 21 Tiere von Muttertieren, die die Kontrolldiat
erhielten. Hiervon wurden 20 deren Amme ebenfalls die Kontrolldiat erhielt und einer
von einer hochkalorisch erndhrten Amme gesaugt. 12 Mannchen entstammten
hochkalorisch ernahrten Muttertieren, wovon funf von einer Amme mit Kontrolldiat und
sieben von einer Highfat-Diat gefitterten Amme gesaugt werden. Die Nachkommen

wurden alle mit dem Kontrollfutter gefiuttert. Somit entstehen die folgenden vier

Gruppen:
Mutterlicher Einfluss Nachwuchs
Leibliche Mutter Amme
Gruppe 1
Gruppe 2
Gruppe 3
Gruppe 4

 Fettreiche Erndhrung (HFD)  Kontrolldiat (CD)

Abb. 9: Versuchsgruppenbildung Ammenexperiment.

3.2.2 Material und Gewebe des vorangegangenen Experimentes der Arbeitsgruppe

Heneka

Wie bereits in Kapitel 2 unter ,Fragestellungen und Zielsetzung der Arbeit“ beschrieben,
wurden in dieser Arbeit auch Gewebe aus einem bereits zuvor in der Arbeitsgruppe
Heneka am Institut fur klinische Neurowissenschaften durchgefuhrten und in Kapitel 1.5
beschriebenen Experiment verwendet. Die Aufzucht der Mause, Blutzuckermessung,
Futterung und die Konservierung bzw. Homogenisierung der Gewebe erfolgte analog zu
den hier beschriebenen Experimenten, jedoch durch andere Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe zu einem friheren Zeitpunkt. Teile des erhaltenen Gewebes wurden
bereits vorab bearbeitet. Die Ergebnisse sind bislang nicht publiziert und daher in

Kapitel 1.5 kurz dargestellt. Zur Verfigung standen folgende Gruppenzahlen:
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Tab. 1: Verfluigbare Tierzahlen aus dem Vorexperiment

Methode Geschlecht | Genotyp Diat Mutter Diat Anzahl (n)
Nachwuchs
Histologie Weiblich APP/PS1*" Kontrolldiat Kontrolldiat 5
Kontrolldiat Highfat Diat 3
Highfat Diat Kontrolldiat 5
Highfat Diat Highfat Diat 6
Histologie Mannlich APP/PS1*" Kontrolldiat Kontrolldiat 3
Kontrolldiat Highfat Diat 3
Highfat Diat Kontrolldiat 5
Highfat Diat Highfat Diat 6
Histologie Mannlich Wildtyp Kontrolldiat Kontrolldiat 5
Kontrolldiat Highfat Diat 5
Highfat Diat Kontrolldiat 5
Highfat Diat Highfat Diat 5
Real time | Mannlich APP/PS1* Kontrolldiat Kontrolldiat 3
PCR
Kontrolldiat Highfat Diat 3
Highfat Diat Kontrolldiat 5
Highfat Diat | Highfat Diat | 5
Real time | Méannlich Wildtyp Kontrolldiat Kontrolldiat 6
PCR
Kontrolldiat Highfat Diat 6
Highfat Diat Kontrolldiat 6
Highfat Diat Highfat Diat 7

3.3 Monitoring von Gewicht

Ab dem Beginn der zehnwdchigen Fitterungsphase werden die Muttertiere einmal pro
Woche, jeweils am gleichen Wochentag zur selben Uhrzeit, bis zum Projektende
gewogen. Der Nachwuchs wird ab dem Absetzten einmal wdchentlich bis zum Ende der

Projektdauer gewogen.
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3.4 Fultterung

Die Tiere der Kontrollgruppen wurden mit einer speziellen Kontrolldiat von der Firma
Research Diets Inc. gefittert. Der Kaloriengehalt betragt 3,85 kcal/g und wird zu 20%
von Proteinen, zu 70% durch Kohlehydrate und zu 10% durch Fett erzielt
(Produktnummer: D12450B).

Die Tiere, die eine fettreiche Erndhrung erhielten, wurden ebenfalls mit speziellem Futter
der Firma Research Diets Inc. geflttert. Es hat einen Kaloriengehalt von 5,24 kcal/g, der
sich zu 20% aus Proteinen, zu 20% aus Kohlehydraten und 60% aus Fetten zusammen
setzt (Produktnummer: D12492).

Das Futter wurde mindestens alle drei Tage erneuert. Sowohl das frische als auch das
zu entsorgende Futter wurde stets gewogen und die Futteraufnahme der Tiere somit

sorgfaltig dokumentiert.

3.5 Blutzuckermessung

Zur Blutzuckermessung wurde ein Tropfen Blut aus der Schwanzvene entnommen und

mit dem Accu-Check® Aviva-Blutzuckermessgeréat in mg/dl ermittelt.

3.6 Verhaltensexperimente

Zur Bestimmung kognitiver Fahigkeiten wurden verhaltensbiologische Untersuchungen
durchgefuhrt. Hierzu wurde der Tag-Nacht-Rhythmus der Tiere 14 Tage vor Beginn der
Experimente geandert. Sie waren von 20 Uhr bis 8 Uhr im Hellen und von 8 Uhr bis 20
Uhr im Dunkeln. Mit den Experimenten wurde immer um 10 Uhr begonnen, damit die
Tiere wahrend des Experiments in ihrer aktiven Phase waren. Der Nachwuchs hatte zu
Beginn der Verhaltensexperimente den sechsten Lebensmonat vollendet. Die
Muttertiere waren zu Beginn der verhaltensbiologischen Untersuchungen 11,5 Monate

alt.

3.6.1 Openfield

Das Open-field-Experiment dient der Untersuchung von  Angst- und
Explorationsverhalten der Mause. Sie werden hierzu fur 5 Minuten an drei

aufeinanderfolgenden Tagen in eine 60 cm x 60 cm grol3e Holzkiste gesetzt. Der Boden
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der Kiste war weil3 und von oben schwach erleuchtet, die Wande schwarz. Sie war
durch einen Vorhang von der restlichen Umgebung abgetrennt. Das Verhalten der Maus
wurde gefilmt und die Daten mittels der Software Ethovision 3.1. von Noldus Information
Technology aufgenommen und analysiert. Die Flache der Kiste wurde virtuell eingeteilt
in ein Zentrum, einen Korridor und die 4 Ecken (siehe Abbildung 10). Ermittelt wurden
folgende Daten: zuriickgelegte Strecke, Zeit im Korridor, Zeit im Zentrum, Zeit in den
einzelnen Ecken. Nach jeder Maus wurde die Kiste mit 70 % Ethanol gereinigt und

gewartet bis sie wieder trocken war.

Abb. 10: Aufnahme des Open field Versuchssettings in EthoVision 3.1. a:
Auswertungszone “"center" und "corridor". b: Auswertungszone der “"corner 1-4". c:
Projektion der Mausbewegung innerhalb eines 10-s-Intervalls

3.6.2 Morris-water-maze-Experiment

Das Morris-water-maze-Experiment dient der Untersuchung raumlicher Merkfahigkeit
von Mausen. Hierzu wurde ein Wasserbad mit 1 m Durchmesser verwendet. Es war mit
getribtem 24 °C warmem Wasser gefillt, schwach erleuchtet und von einem weil3en
Vorhang umgeben. Das Becken wurde virtuell in vier Quadranten geteilt, von denen
einer eine 15 x 15 cm grol3e Plattform, circa 1,5 cm unterhalb der Wasseroberflache
enthielt. Die Mause wurden Uber insgesamt 6 Tage trainiert die Plattform zu finden. Zur
raumlichen Orientierung dienten asymmetrisch am Beckenrand angebrachte
Hinweisgegenstande. Die Mause hatten pro Lauf 40 s Zeit die Plattform zu finden.
Schafften sie es in dieser Zeit nicht, wurden sie danach von Hand auf die Plattform
gesetzt und dort fur 15 s belassen, bevor der nachste Lauf losging. Insgesamt wurden 4
Laufe pro Tag durchgefihrt. Die Mause machten 6 Tage lang 4 Laufe, am 7. Tag, 24 h
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nach dem letzten Trainingslauf, fand der sogenannte Probe-Trial statt. Hier wird die
Plattform entfernt und die Maus 30 s schwimmen gelassen. Die Maus wurde mit dem
Kopf zur Wand zwischen den dritten und vierten Quadranten ins Becken gesetzt. Die
relevanten Daten sind die Zeit, die die Maus prozentual in Quadrant 1 verbringt, also
dem, in dem die anderen Tage die Plattform stand. Am Nachmittag des selben Tages
werden alle raumlichen Hinweise am Beckenrand entfernt und die Plattform sichtbar mit
einem optischen Hinweis versehen in einen anderen Quadranten (Quadrant 4)
positioniert und die Zeit gemessen, die die Maus braucht, um die Plattform zu erreichen.

Alle Mausbewegungen werden mithilfe der Software EthoVision 3.1 (Noldus)

aufgezeichnet, die zuriickgelegten Entfernungen berechnet und analysiert.

[avadrant 2008

Abb. 11: Quadranteneinteilung des Morris-Water-Maze und Position der Plattform.

3.7 Narkose, Blutentnahme, Perfusion und Gewebepraparation

Nach Abschluss der Verhaltensexperimente wurden die Tiere prapariert.

Zunachst wurden die Mause einzeln mit Isofluran tief sediert. In Narkose wurde ihnen 1 -
2 ml Blut aus der Vena cava inferior entnommen. Danach wurden 15 ml 4 °C kaltes PBS
zur Perfusion der Gewebe in den linken Ventrikel mit mdglichst niedrigem Druck
infundiert, zum Druckausgleich wurde das rechte Atrium inzidiert. Nach der Perfusion
wurden die Tiere dekapitiert und das Gehirn auf Eis aus dem Schéadelknochen

prapariert. Eine Hemisphare wurde in 4 % Paraformaldehyd zur histologischen
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Weiterbearbeitung fixiert, bei der anderen Halfte wurde je nach Experiment entweder

Hippocampus und Cortex prapariert und separat in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.8 Histologische Untersuchungen

3.8.1 Konservierung / Schneiden

Nach 24 Stunden wurden die Hemispharen vom 4 % Paraformaldehyd in PBS +
0,02 % NaNs Uberfuhrt. Fur die histologischen Untersuchungen wurden von den
Hemispharen dann 40 um dunne sagittale Schnitte mit einem Leica VT1000S Vibratom

angefertigt, welche wiederum in PBS + 0,02 % NaNs bei 4 °C gelagert wurden.

3.8.2 Immunhistochemie: CD11b und GFAP-Kofarbung

Fur immunhistochemische Farbungen wurden vier Schnitte pro Tier verwendet. Zuerst
wurden sie zehn Minuten lang mit 50 % Methanol zur Fixierung behandelt, im Anschluss
daran zweimal fur funf Minuten in PBS gewaschen und einmal 5 min in PBST (PBS +
0,1 % Triton X 100) zur Permeabilisierung. Danach wurde fur 60 Minuten mit 20 %
Goatserum geblockt. Im Anschluss wurden die Schnitte tGber Nacht mit den primaren
Antikorpern gegen CD11b und GFAP inkubiert. Der CD11b-Antikbrper stammt von der
Firma Serotec, sein Host ist Ratte und er wurde 1:200 in 5 % Goatserum verdunnt. Der
GFAP-Antikdrper wurde von der Firma Dako bezogen, sein Host ist Kaninchen. GFAP
wurde in einer 1:800 (in 5 % Goatserum) Verdiunnung eingesetzt. Es wurde eine Ko-

Farbung durchgefuhrt.

Im nachsten Schritt wurden die Schnitte dreimal fir zehn Minuten in PBST gewaschen
und dann mit dem Zweitantikdrper (594-Goat-anti-rabbit, 1:400 in 5 % Goatserum,
Invitrogen; 488-Goat-anti-rat, 1:400 in 5 % Goatserum, Invitrogen) versehen und fur 90
Minuten inkubiert. Als nachstes wurden die Schnitte dann erneut drei Mal fur 10 Minuten
in PBST gewaschen und einmal fir 5 Minuten in PBS. Im Anschluss wurden sie auf
Objekttrager gezogen, getrocknet und mit Immumount plus Hoechst (5 pg/ml
Bisbenzimide H33342) eingedeckelt.
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Die Fluoreszenz-Mikroskopie erfolgte mit einem Olympus BX61-Mikroskop. Die
Aufnahmen erfolgten in 4x und 20x Vergroéf3erung vom parietalen und frontalen Cortex

sowie dem Hippocampus.

Die Bildbearbeitung wurde mit Cell-P (Olympus) durchgefiihrt und zur Quantifizierung
wurde ImageJ von Mac Biophotonics verwendet.

3.8.3 Thioflavin-S-Farbung

Pro Tier wurden drei Schnitte verwendet. Zunachst wurden sie fur funf Minuten in PBS
gewaschen, danach 15 Minuten mit 50 % Methanol und 5 Minuten mit 50 % Ethanol
behandelt. Im Anschluss daran erfolgte die 10minltige Inkubation mit 0,015 %
Thioflavin-S L6sung. Daraufhin wurden die Schnitte zweimal funf Minuten lang mit 50 %
Ethanol und einmal 5 Minuten mit Leitungswasser gewaschen. Danach wurden die
Schnitte auf Objekttrager gezogen und fur einige Stunden getrocknet und dann sofort
mikroskopiert. Die Fluoreszenz-Mikroskopie erfolgte wieder mit einem Olympus BX61
Mikroskop und es wurden Aufnahmen in 4x Vergrol3erung von parietalem und frontalem
Cortex sowie dem Hippocampus gemacht. Die Bildbearbeitung erfolgte mit der Software
Cell-P von Olympus und die Quantifizierung der Plaques mit ImageJ von Mac

Biophotonics.

3.9 Homogenisierung

Schockgefrorene Hemi-Cortices und Hemi-Hippocampi wurden auf der Feinwaage
gewogen. Pro 150 mg Gewebe wurde 1 ml Homogenisationspuffer (PBS, 5 mM NaF, 20
mM Sodiumpyrophosphat, 1 mM AEBSF) hinzugegeben. Dann wurde das Gewebe mit
einem PeglLab Precellys©24 Homogenisator homogenisiert. Das entstandene
Homogenat wurde abpipettiert und schockgefroren in flissigem Stickstoff. Danach
wurde es wie unter 2.11 beschrieben weiter bearbeitet. Auf den Rest wurden 500 ul
TRIzol ®Reagent (Life Technologies) gegeben und er wurde bei — 80 °C tiefgefroren.

Danach wurde er wie unter 2.10 beschrieben weiter verarbeitet.

3.10 Untersuchung auf RNA-Ebene

RNA-Isolation
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Die RNA wurde mit der Trizol-Methode isoliert, erstmals beschrieben durch Chomcynski
und Sacchi 1987 (Chomczynski et al., 1987), gemalR dem von Invitrogen / Life
Technologies bereit gestelltem Protokoll. Die RNA-Konzentration wurde mit einem
NanoDrop 1000 (PegLab) spektrophotometrisch bestimmit.

Umschreibung in cDNA

Es wurden 2 pg RNA zu cDNA umgesetzt. Fur die Proben aus dem Vor-Experiment
wurde das RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit von Fermentas verwendet, fur die
Proben aus dem Ammenexperiment wurde das Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
(#1642) von Thermo Scientific verwendet. Die Umschreibung erfolgte gemaf der

Anleitung des jeweiligen Herstellers.
GAPDH-PCR

Zur Qualitatskontrolle wurde eine einfache GAPDH-PCR durchgefihrt, um zu sehen,

dass in allen Proben cDNA vorhanden ist.
Praamplifikation

Praamplifikation ist die gleichwertige Amplifizierung von Targets im Vorfeld der
eigentlichen real-time PCR. Sie ermdglicht es geringe Mengen von RNA zu
untersuchen. Wir fuhrten sie mit dem TagMan PreAmp MasterMix Kit (Applied
Biosystems) gemalR dem von der Firma bereit gestellten Protokoll durch. Der Pooled
Assay Mix setzte sich aus folgenden TagMan ™ GeneExpression Assays von Applied
Biosystems zusammen: GAPDH, Ptsgl, Ptsg2, IL-1B, IL-6, Ccl2, Ccl3, TNFa, NOS2,
TLR6, TLR4, Cxcl1, CD36, IL-18, IL-12, INFy und GFAP (nur im Ammenexperiment). Es
wurden 250 ng cDNA eingesetzt und 14 Praamplifizierungs-Zyklen durchgefthrt.

Quantitative real-time-PCR

Die Real-time-quantitative PCR wurde mit dem StepOnePlus Real-Time-PCR System
(Applied Biosystems) unter Verwendung des GeneExpression MasterMix (Applied
Biosystems) durchgefuhrt. Die prdamplifizierte cDNA wurde 1:20 mit H20 verdinnt und
dann 5 ul pro Reaktion zugegeben. Pro Reaktion wurden auf3erdem 7,5 ul MasterMix,

1,75 pl RNAse-free H20 und 0,75 pl der TagMan ™ GeneExpression Assays (Applied
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Biosystems) fur GAPDH, Ptsgl, Ptsg2, IL-1B, IL-6, Ccl2, Ccl3, TNFa, NOS2, TLR6,
TLR4, Cxcll, CD36, IL-18, IL-12, INFy und GFAP (nur im Ammenexperiment). Die
Targets wurden simultan bestimmt. Die mRNA Expressions-Werte wurden mit dem
Level der GAPDH-Expression normalisiert. Die Analyse erfolgte mit der StepOne 2.2

Software von Applied Biosystems.

3.11 Untersuchung auf Protein-Ebene / RIPA / BCA / Western Blot

RIPA-Fraktion

Zur Untersuchung auf Proteinebene wurde zunadchst aus dem Homogenat die RIPA-
Fraktion erstellt. Hierzu wurden je 50 pl Homogenat und 50 pl 2x RIPA zusammen
gegeben, kréftig gevortext und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde es
in der Ultrazentrifuge bei 100000 xg und 10 °C fur 30 Minuten zentrifugiert. Der

Uberstand wurde als RIPA-Fraktion abpippetiert und das Pellet verworfen.
Bestimmung der Protein-Konzentration

Die Protein-Konzentration der RIPA-Fraktion wurde mittels BCA (,bicinchoninic acid®)-
Protein-Assay (Pierce® BCA Protein Assay Kit) bestimmt und mit dem Magellan©

gemessen.
Western Blot (Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Pro Lane wurden 30 ng Protein und 3,6 pl SDS-Ladepuffer (Invitrogen) eingesetzt, das
Ganze wurde mit Millipore-Wasser auf 12 pl Volumen aufgefillt und gevortext. Es
wurden NuPage-Bis-Tris-Gele selbst in Gelkammern der Firma Invitrogen gegossen. Da
alle zu detektierenden Proteine ein Molekulargewicht kleiner 100 kDa hatten, wurde als
Laufpuffer NuPage ®MES gewahlt und die Proteine bei 160 V aufgetrennt. Als Protein-
Ladder wurden 4 ul Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific)
verwendet. AnschlieBend wurde das Gel auf eine 0,45 um Nitrocellullose Membran
geblottet. Der Blottingpuffer enthielt 25mM Bicine, 25 mM Bis-Tris, 1 mM EDTA und 15
% Ethanol. Geblottet wurde fir 90 Minuten bei 250 mA. Nach dem Blotten wurde die
Membran eine Stunde lang mit BSA geblockt und danach mit der Antikdrperlésung Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert (siehe Tabelle). AnschlieRend wurde die Membran dreimal fur

funf Minuten mit TBST gewaschen. Dann wurden die Membran mit dem Zweitkorper
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(goat-anti mouse oder goat-anti-rabbit, 690 oder 800) versehen und fiur eine Stunde
inkubiert. Im Anschluss daran wurde sie zwei Mal fur funf Minuten mit TBST und einmal
mit TBS gewaschen und anschlieBend mit dem Licor© entwickelt. Die Analyse der
optischen Dichte erfolgte mit der Software Image Studio 2.0 (Licor®©). Die gemessenen

Werte wurden mit a-Tubulin normalisiert.

Tab. 2: Ubersicht Uiber die Erstantikorper bei Western Blots

Name Firma Host Verdinnung ProteingréRRe

PSD-95 Abcam (7e31B8) | Maus 1:1000 100 kDa

ARC Cayman Kaninchen 1:1000 30 kDa
(160737)

a-Tubulin Calbiochem Maus 1:1000 50 kDa
Cat# CP06

3.12 Statistische Analysen

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software
Inc.). Um Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen zu bestimmen, wurde ein
One-way ANOVA, gefolgt von einem Tukey’s post hoc-Test, angewendet. Im Falle von
nur zwei zu vergleichenden Gruppen wurde ein unpaired t-test durchgefuihrt. Statistische
Signifikanz wurde mit einem P-Wert von p < 0,05 definiert. Alle Daten sind im

arithmetischen Mittel £ SEM angegeben.

3.13 Tierversuchsgenehmigung

Die in der Arbeit durchgefihrten Tierversuche erfillen die Bedingungen des
Tierversuchsantrages ,Mutterliche Adipositas als Risiko fur die Entwicklung einer
Alzheimer Demenz®. Aktenzeichen 87-51.04.2010.A242.
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4 Ergebnisse
Die Ergebnisse werden in der Reihenfolge der in Kapitel 2 vorgestellten Projekte

vorgestellt.
4.1 Erganzende Auswertungen aus dem Vor-Experiment

4.1.1 Thioflavin-S-Farbungen

Zur Evaluation potentieller Unterschiede hinsichtlich cerebraler Amyloid-beta Plaques
zwischen den unterschiedlichen Versuchsgruppen des weiblichen Nachwuchs der
APP/PS1*-- Weibchen (siehe auch Abbildung 3 und Tabelle 1), erfolgte die
histochemische Féarbung mit Thioflavin-S von Hippocampus und frontalem Cortex im
Alter von 6 Monaten. Hierzu wurden 40um dicke Paraformaldehydschnitte in 4x
VergroRerung verwendet. Pro Tier wurden jeweils drei Schnitte gefarbt, untersucht und

ausgewertet.

Eine reprasentative Auswahl von Fluoreszenz-mikroskopischen Aufnahmen des Kortex
des weiblichen APP/PS1*- Nachwuchses nach Farbung mit Thioflavin-S ist in
Abbildung 12 zu sehen. In Abbildung 14 ist eine exemplarische Auswahl von Aufnahmen
der gleichen Farbung des Hippocampus derselben Tiere dargestellt. Die Thioflavin-S-
gefarbten Anteile sind die weil3 aufleuchtenden Elemente innerhalb der in Graustufen
dargestellten Hirnstrukturen. Es zeigt sich sowohl in Abbildung 12, als auch in Abbildung
14 bereits visuell eine vermehrte Darstellung Thioflavin-S geféarbter Anteile in den
Gruppen, die entweder bei der mutterlichen Diat und/ oder in der eigenen Erndhrung
highfat-Diat erhielten (NCD_HFD, HFD_NCD, HFD_HFD).
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Abb. 12: Reprasentative Abbildung der Thioflavin-S Farbung des Kortex des weiblichen
APP/PS1*- Nachwuchs. Aufgenommen in 10x VergroRerung. NCD = normal chow diet;
HFD = high fat diet; erste Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung
des Nachwuchses. NCD_NCD: n=3, NCD_HFD n=3, HFD_NCD n=5, HFD_HFD n=6.
Bildbearbeitung mit cell P (Olympus, Tokio, Japan) und Quantifizierung mit Image J
(Mac Biophotonics, Bethesda, MD, USA). Es =zeigt sich visuell eine vermehrte
Darstellung Thioflavin-S gefarbter Anteile in den Gruppen, die entweder bei der
matterlichen Diat und/ oder in der eigenen Ernahrung highfat-Diet erhalten haben.

Der bereits in Abbildung 12 erhaltene subjektive Eindruck, der vermehrten Amyloid-beta
Plaguebildung in den Gruppen, die hochkalorische Diat bei der Mutter beziehungsweise
in der eigenen Erndhrung hatten, bestéatigt sich in der statistischen Auswertung der
immunhistochemischen Farbung mit Thioflavin-S der Kortizes. Diese findet sich in
Abbildung 13. Auf der X-Achse sind jeweils die Versuchsgruppen innerhalb des
weiblichen APP/PS1*- Nachwuchs aufgetragen, auf der Y-Achse die Thioflavin-S-
gefarbten  Amyloid-beta-Plaques, die  Reaktivitait und die  prozentualen
Oberflachenanteile pro Gesichtsfeld. Hier zeigt sich nach Bildung der Mittelwerte + SEM

in der einfaktoriellen Varianzanalyse und dem Tukey’s post-hoc-Test, dass sowohl die
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Anzahl der Plaques als auch die Signalstarke pro Gesichtsfeld in den beiden Gruppen
mit adipdsen Muttertieren signifikant erhoht ist im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch in
der Gruppe mit normal ernahrten Muttertieren und eigener fettreicher Diat sind die
Anzahl der Plaques und die Signalstarke pro Gesichtsfeld im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhdht. Bei den prozentualen Oberflachenanteilen bestehen
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, deren Muttertiere die
hochkalorische Diat erhalten haben (HFD_NCD; HFD_HFD) im Vergleich zur
Kontrollgruppe, die Gruppe, deren Muttertiere Kontrolldiat erhielt und die eigene
Ernahrung fettreich war (NCD_HFD) ist im Vergleich zu allen anderen Gruppen in dieser
Analyse nicht signifikant unterschiedlich. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen mit fettreich ernahrten Muttertieren finden sich hinsichtlich der drei
untersuchten Merkmale Anzahl der Plaques, Signalstarke und prozentualer

Oberflachenanteile nicht.
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Abb. 13: Kortex, weiblicher APP/PS1*-- Nachwuchs. Plaque Anzahl-pro-Gesichtsfeld
links, Thioflavin-S-Signalstarke mittig, prozentuale Oberflachenanteile rechts. Erste
Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position: Ernahrung des Nachwuchses. NCD =
normal chow diet; HFD = high fat diet. One-way ANOVA und Tukey’s post hoc-Test,
p<0,0001 ***, p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean £+ SEM. NCD_NCD: n=3, NCD_HFD
n=3, HFD_NCD n=5, HFD_HFD n=6.
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Abb. 14: Repréasentative Abbildung der Thioflavin-S Farbung des Hippocampus des
weiblichen APP/PS1*-- Nachwuchs Aufgenommen in 4x VergroRerung. NCD = normal
chow diet; HFD = high fat diet; erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position:
Ernahrung des Nachwuchses. Bildbearbeitung mit cell P (Olympus, Tokio, Japan) und
Quantifizierung mit Image J (Mac Biophotonics, Bethesda, MD, USA). Das Bild zeigt
visuell eine deutlich vermehrte Darstellung Thioflavin-S-geféarbter Anteile fir die NCD-
HFD, HFD_NCD, HFD_HFD-Gruppe gegenuber der NCD_NCD-Gruppe.

Die statistische Auswertung der Thioflavin S-Farbung der Hippocampi des weiblichen
APP/PS1*-- Nachwuchs ist in Abbildung 15 grafisch dargestellt. Auf der X-Achse sind
die verschiedenen Ernahrungsgruppen aufgetragen, die Y-Achse zeigt die Anzahl der
Plaques pro Gewichtsfeld, die Signalstarke in Quadratmikrometern und die prozentualen
Oberflachenanteile innerhalb eines Hippocampus. In der statistischen Auswertung der
Hippocampi mittels einfaktorieller Varianzanalyse und Tukey’s post hoc Test zeigt sich,
dass sowohl die Anzahl der Thioflavin-S-geféarbten Plaques als auch die gefarbte Flache
pro Hippocampus in den beiden Gruppen mit adipdsen Muttertieren signifikant erhoht ist

im Vergleich zur Kontrollgruppe und der Gruppe mit normal erndhrten Muttertieren und
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eigener fettreicher Diat. Signifikante Unterschiede bestehen zudem im Vergleich der
beiden Gruppen mit fettreich ernahrten Muttertieren und der Gruppe, in der nur der
Nachwuchs fettreich ernahrt wurde. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen mit fettreich ernahrten Muttertieren zeigen sich nicht.
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Abb. 15: Hippocampus, APP/PS1*- weiblicher Nachwuchs. Plaque Anzahl pro
Hippocampus links, Thioflavin-S-Signalstarke mittig, prozentuale Oberflachenanteile
rechts. Erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position: Ernahrung des
Nachwuchs. NCD = normal chow diet; HFD = high fat diet. One-way ANOVA und
Tukey’s post hoc-Test, p<0,0001 *** p<0.01 **, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant.
Mean + SEM. NCD_NCD: n=3, NCD_HFD n=3, HFD_NCD n=5, HFD_HFD n=6.

4.1.2 GFAP-Farbung

Ein potentieller Pathomechanismus der Entstehung Adipositas-vermittelter kognitiver
Defizite ist die Neuroinflammation, daher erfolgt die Untersuchung maoglicher
Unterschiede der glialen Immunreaktivitat. Hierzu wurden 40um
Paraformaldehydschnitte des mannlichen Nachwuchs im Alter von 6 Monaten (sowohl
die Wildtyptiere als auch die APP/PS1*-- Tiere), der jeweils vier Versuchsgruppen
(normale Diat des Muttertieres und normale bzw. fettreiche Diat des Nachwuchses,
fettreiche Diat des Muttertieres und normale bzw. fettreiche Diat des Nachwuchses;
siehe auch Abbildung 3) mit Antikrpern gegen das saure Gliafaserprotein (glial fibrillary

acidic protein, GFAP) gefarbt, um so Astrogliazellen darzustellen. Es wurden 3 Schnitte
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pro Tier in 4x VergréRerung untersucht. Die Bilder wurden mit der Software von cell P
(Olympus, Tokio, Japan) bearbeitet und mit Image J (Mac Biophotonics, Bethesda, MD,
USA) quantifiziert. Es erfolgte die Bestimmung der gefarbten Zellen pro Gesichtsfeld,

der Signalstarke und der prozentualen Oberflachenanteile.

4.1.2.1 GFAP-Auswertung des mannlichen APP/PS1*-- Nachwuchs

Zunachst erfolgt die Darstellung von mikroskopischen Aufnahmen des Kortex des
mannlichen APP/PS1*-- Nachwuchses nach Antikorperfarbung mit anti- GFAP zur
Darstellung der glialen Immunreaktion in Abbildung 16. Abbildung 18 ist eine
exemplarische Auswahl von Bildern der gleichen Farbung des Hippocampus derselben
Tiere zu sehen. Die verastelten weil3 aufleuchtenden Strukturen sind die angefarbten
Anteile der Astrozyten, das eigentliche Hirnparenchym ist in Graustufen visualisiert. Rein
visuell scheint die gliale Aktivitdt in der Kontrollgruppe geringer, als in den anderen

Gruppen.

g

NCD HFD

HED HFD
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Abb. 16: Reprasentative Darstellung Anti-GFAP Farbung der Kortizes der APP/PS1*--
Mannchen. NCD = normal chow diet, HFD = high fat diet, erste Position: Ernéhrung der
Mutter, zweite Position: Erndhrung des Nachwuchses. Bildbearbeitung mit cell P
(Olympus) und Quantifizierung mit Image J (Mac Biophotonics, Bethesda, MD, USA).
Gefarbte Anteile erscheinen weil3, die Ubrigen Hirnstrukturen sind in Graustufen
abgebildet. Rein visuell scheint die gliale Aktivitat in der Kontrollgruppe geringer, als in
den anderen Gruppen (HFD_HFD, HFD_NCD, NCD_HFD).
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Abb. 17: Anti-GFAP gefarbte Zellen im Kortex pro Gesichtsfeld (links), Anti-GFAP-
Reaktivitat pro Gesichtsfeld (mittig), Anti-GFAP Area-fraction (rechts) bei 10x
VergréRerung. Untersucht wurden die APP/PS1*-- Mannchen. NCD = normal chow diet,
HFD = high fat diet, erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung
des Nachwuchses. One-way ANOVA, Tukey’s post hoc Test, p<0,0001 *** p<0,05 *, p
20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean + SEM. NCD_NCD: n=3, NCD_HFD n=3, HFD_NCD
n=5, HFD_HFD n=6.

Die Ergebnisse der GFAP-Farbung der APP/PS1*-- Mannchen sind in Abbildung 17
abgebildet. Die Abbildung zeigt auf der X Achse die jeweiligen Gruppen der APP/PS1*--
Mannchen, auf der Y-Achse die anti-GFAP gefarbten Zellen, die anti-GFAP Signalstarke
in Quadratmikrometer sowie die prozentualen Oberflachenanteile. In der quantitativen
Untersuchung zeigt sich nach Bildung der Mittelwerte £+ SEM in der statistischen
Analyse mittels one-way ANOVA und Tukey post hoc-Test eine signifikant erhohtes
Vorkommen Anti-GFAP der HFD_NCD-Gruppe im Vergleich mit der Referenzgruppe
hinsichtlich der Anzahl gefarbter Zellen, der Signalstdrke und der prozentualen

Oberflachenanteile, sowie hinsichtlich der Anti-GFAP-Signalstarke und der prozentualen
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Oberflachenanteile auch im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen (NCD_HFD und
HFD_HFD). Weitere signifikante Unterschiede zwischen den unterschiedlichen

Versuchsgruppen hinsichtlich der drei untersuchten Parameter Zellen pro Gesichtsfeld,

Signalstarke und prozentualer Oberflachenanteile lassen sich nicht feststellen.

Abb. 18: Reprasentative Darstellung Anti-GFAP Farbung der Hippocampi der
APP/PS1*-- Mannchen. NCD = normal chow diet, HFD = high fat diet, erste Position:
Erndhrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung des Nachwuchses. Bildbearbeitung
mit der Software Cell P (Olympus, Tokio, Japan) Quantifizierung der gefarbten Anteile
mit Image (Mac Biophotonics, Bethesda, MD, USA). Gefarbte Anteile erscheinen weil3,
die Ubrigen Hirnstrukturen sind in Graustufen abgebildet. Visuell scheint die Expression
von GFAP in der NCD_NCD Gruppe vermindert im Vergleich zu den anderen drei
Gruppen (NCD_HFD; HFD_NCD; HFD_HFD).
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Abb. 19: Hippocampus der APP/PS1*-- Mannchen. Anti-GFAP gefarbte Zellen pro
Hippocampus (links), Anti-GFAP-Reaktivitat pro Hippocampus (mittig), Anti-GFAP
prozentuale Oberflachenanteile (rechts) bei 4x VergréRerung. NCD = normal chow diet,
HFD = high fat diet, erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung
des Nachwuchses. One-way ANOVA, Tukey’s post hoc Test, p<0,0001 *** p<0,05 *, p
20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean + SEM. NCD_NCD: n=3, NCD_HFD n=3, HFD_NCD
n=5, HFD_HFD n=6.

Grafisch dargestellt sind die Ergebnisse der Auswertung der Anti-GFAP-Farbung der
Hippocampi im mannlichen APP/PS1*-- Nachwuchs in Abbildung 19. Hier ist auf den Y-
Achsen aufgetragen jeweils die Anzahl der Anti-GFAP gefarbten Zellen pro
Hippocampus, die Anti-GFAP Signalstarke und die prozentualen Oberflachenanteile
gegen die auf der X-Achse aufgetragenen Versuchsgruppen innerhalb des APP/PS1*--
mannlichen Nachwuchses. In der statistischen Untersuchung zeigt sich in der
Varianzanalyse und dem Tukey‘s post hoc Test ein signifikanter Unterschiedzwischen
den beiden Gruppen mit fettreich ernahrten Muttertieren hinsichtlich Anzahl gefarbter
Zellen, Signalstarke und prozentualem Oberflachenanteil. Hier ist die Gruppe HFD_NCD
in allen Bereichen signifikant hoher als die HFD_HFD-Gruppe. Weitere signifikante
Unterschiede zeigen sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe beziehungsweise unter
den anderen Versuchsgruppen nicht hinsichtlich der untersuchten Merkmale gefarbter

Zellen pro Hippocampus, Signalstarke und prozentualer Oberflachenanteile.
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4.1.2.2 GFAP-Auswertung der Wildtyp-Mannchen

Eine reprasentative Auswahl von mikroskopischen Aufnahmen des Kortex des
mannlichen Wildtyp Nachwuchses nach Antikérperfarbung von GFAP zur Darstellung
der glialen Immunreaktion zeigt Abbildung 20. In Abbildung 22 ist eine repréasentative
Auswahl von Bildern der gleichen Farbung bei denselben Tieren des Hippocampus zu
sehen. Rein visuell zeigen sich in beiden Abbildungen keine Unterschiede innerhalb der

vier Versuchsgruppen

NCD_NCD

HFD_NCD HFD_HFD

Abb. 20: Reprasentative Abbildung der Anti-GFAP des Kortex des Wildtyp-
Nachwuchses. Aufgenommen in 4x Vergrof3erung. NCD = normal chow diet; HFD = high
fat diet; erste Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung des
Nachwuchses. Bildbearbeitung mit Cell P (Olympus, Tokio, Japan) und Quantifizierung
mittels Image J (Mac Biophotonics, Bethesda, MD, USA). Geféarbte Anteile erscheinen
weil3, die Ubrigen Hirnstrukturen sind in Graustufen abgebildet. Visuell scheint die
Expression von GFAP in den verschiedenen Versuchsgruppen &hnlich zu sein.
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Abb. 21: Anti-GFAP gefarbte Zellen im Kortex der Wildtyp-Mannchen pro Gesichtsfeld
(links), Anti-GFAP-Signalstarke pro Gesichtsfeld (mittig), Anti-GFAP prozentualen
Oberflachenanteile (rechts) bei 4x VergroRerung. NCD = normal chow diet, HFD = high
fat diet, erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position: Ernédhrung des
Nachwuchses. One-way ANOVA, Tukey’s post hoc Test, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht
signifikant. Mean £ SEM. NCD_NCD: n=5, NCD_HFD n=5, HFD_NCD n=5, HFD_HFD
n=>5.

Die Auswertung und grafische Darstellung der anti-GFAP Farbung des Kortex innerhalb
der verschiedenen Gruppen des méannlichen Wildtyp-Nachwuchses ist in Abbildung 21
zu sehen. Die vier Versuchsgruppen sind auf der X-Achse aufgetragen, die Anzahl der
gefarbten Zellen pro Gesichtsfeld, die Signalstarke pro Gesichtsfeld und die
prozentualen Oberflachenanteile auf der Y-Achse. Es erfolgt die Auswertung wie oben
geschildert und Bildung von Mittelwerten £ SEM. In der statistischen Analyse zeigt sich
ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe mit normal ernahrten Muttertieren
und fettreich erndhrtem Nachwuchs im Vergleich zu den beiden Gruppen mit fettreich
ernahrten Muttertieren hinsichtlich Anzahl gefarbter Zellen, Signalstarke und
prozentualer Oberflachenanteile. Die Gruppe zeigt in allen drei Parametern einen
signifikant hoheren Anteil im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen. Weitere
signifikante Unterschiede zeigen sich in dieser Untersuchung zwischen den vier
Versuchsgruppen hinsichtlich der drei untersuchten Merkmale gefarbte Zellen pro

Gesichtsfeld, Signalstarke und prozentualer Oberflachenanteile nicht.
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Abb. 22: Reprasentative Abbildung der Anti-GFAP-Farbung des Hippocampus des
Wildtyp-Nachwuchses. Aufgenommen in 4x Vergrof3erung. NCD = normal chow diet;
HFD = high fat diet; erste Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung
des Nachwuchses. Bildbearbeitung mit Cell P (Olympus), Quantifizierung mit Image J
(Mac Biophotonics, Bethesda, MD, USA). Gefarbte Anteile erscheinen weil3, die Ubrigen
Hirnstrukturen sind in Graustufen abgebildet. Visuell scheint die Expression von GFAP
in den verschiedenen Versuchsgruppen ahnlich zu sein.

Die Quantifizierung der anti-GFAP-Farbung der Hippocampi der verschiedenen
Studiengruppen des mannlichen Wildtyp-Nachwuchses ist in Abbildung 23 visualisiert.
Die Versuchsgruppen sind auf der X-Achse aufgetragen, die Anzahl der gefarbten
Zellen, die Signalstarke und die prozentualen Oberflachenanteile auf der Y-Achse. Es
erfolgt die Auswertung und Bildung von Mittelwerten £ SEM. In der statistischen Analyse
mittels einfaktorieller Varianzanalyse und Tukey’s post hoc Analyse zeigt sich in allen
drei Darstellungen ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe mit normal
erndhrten Muttertieren und fettreich erndhrtem Nachwuchs im Vergleich zu der Gruppe

mit fettreich erndhrten Muttertieren und normal erndhrtem Nachwuchs, sowie der
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HFD_NCD-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch diese Unterschiede betreffen
sowohl die Anzahl der Zellen, die Signalstarke und die prozentualen Oberflachenanteile.
Weitere signifikante Unterschiede zeigen sich zwischen den vier Gruppen hinsichtlich
der untersuchten Merkmale nicht.
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Abb. 23: Anti-GFAP-Farbung des Hippocampus im mannlichen Wildtyp-Nachwuchs.
Anti-GFAP gefarbte Zellen im pro Hippocampus (links), Anti-GFAP-Reaktivitat pro
Hippocampus (mittig), Anti-GFAP area fraction (rechts) bei 4x VergréRerung. NCD =
normal chow diet, HFD = high fat diet, erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite
Position: Ernédhrung des Nachwuchses. One-way ANOVA, Tukey’'s post hoc Test,
p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean £ SEM. NCD_NCD: n=5, NCD_HFD n=5,
HFD_NCD n=5, HFD_HFD n=5

4.1.3 Quantitative real-time-PCR

Ausgehend von der Annahme, dass viele Veradnderungen aufgrund erhohter
inflammatorischer Chemokine und Zytokine erfolgen, wurden diese auf RNA-Ebene in
Wildtyp- und APP/PS1*- Mannchen untersucht. Zur Untersuchung moglicher
Unterschiede wurden die proinflammatorischen Marker Cyclooxigenase (COX) 1 und 2,
Interleukin 1B (IL1B), Interleukin 6 (IL6), Chemokinligand 2 (CCL 2), Chemokinligand 3
(CCL3), Tumornekrose Faktor (TNF) a, induzierbare Stickstoffoxidase (NOS) 2, Toll-like-
rezeptor (TLR) 6 und 4, Interleukin (IL) 18 und 12 herangezogen.
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Abb. 24: Real-time PCR-Ergebnisse in fold expression vs. CD_CD der APP/PS1*--
Mannchen. CD = control diet, HFD = high fat diet, erste Position: Ernahrung der Mutter,
zweite Position: Eigene Erndhrung. 1way ANOVA, Tukey’s post hoc Test, p<0,05 *, p
20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean + SEM. CD CD: n=3, CD HFD: n=3, HFD CD: n=5,
HFD HFD n=5

Die  mRNA-Expressionen oben genannter Zytokine innerhalb der verschiedenen
Gruppen des mannlichen APP/PS1*-- Nachwuchses ist in Abbildung 24 dargestellt. Auf
der X-Achse sind verschiedenen Studiengruppen CD_HFD (n=3), HFD_CD (n=5),
HFD_HFD (n=5) und die Kontrollgruppe CD_CD (n=3) dargestellt. Auf der Y-Achse ist
die Expression der mRNA, gemessen am Vielfachen der Kontrollgruppe CD CD. Es
zeigt sich nach one-way ANOVA sowie Tukey’'s post hoc Test ein signifikanter
Unterschied (p<0,5) fur TLR4 in der Versuchsgruppe CD_HFD gegenlber den
Studiengruppen HFD_CD und CD_HFD sowie gegeniber der Kontrollgruppe. Die
weiteren Gruppen- und Einzelvergleiche zeigten hinsichtlich der untersuchten mRNA

bezlglich der anderen untersuchten Marker keine statistisch signifikanten Unterschiede.

In Abbildung 25 sind die mRNA-Expressionen von Cyclooxigenase (COX) 1 und 2,
Interleukin 1B (IL1B), Interleukin 6 (IL6), Chemokinligand 2 (CCL 2), Chemokinligand 3
(CCL3), Tumornekrose Faktor (TNF) a, induzierbare Stickstoffoxidase (NOS) 2, Toll-like-
rezeptor (TLR) 6 und 4, Interleukin (IL) 18 und 12 innerhalb der verschiedenen Gruppen
des mannlichen Wildtyp-Nachwuchses dargestellt. Auf der X-Achse sind verschiedenen
Studiengruppen CD_HFD (n=6), HFD_CD (n=6), HFD_HFD (n=7) und die
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Kontrollgruppe CD_CD (n=6) dargestellt. Auf der Y-Achse ist die Expression der mRNA,
gemessen am Vielfachen der Kontrollgruppe CD CD. Es zeigt sich nach one-way
ANOVA sowie Tukey’s post hoc Test keine statistisch signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der mRNA Expression oben genannter Marker innerhalb der einzelnen
Versuchsgruppen.
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Abb. 25: Real-time PCR-Ergebnisse in fold expression vs. CD_CD der Wildtyp-
Mannchen. CD = control diet, HFD = high fat diet, erste Position: Ernahrung der Mutter,
zweite Position: Eigene Erndhrung. One-way ANOVA, p 20,05 n.s.=nicht signifikant.
Mean + SEM. CD_CD: n=6, CD_HFD: n=6, HFD_CD n= 6, HFD_HFD: n=7

4.2 Ammenexperiment

4.2.1 Gewichtsverlaufe

-= HFD
-+ CD

0O 10 20 30
weeks on diet

Abb. 26: Gewichtsverlauf der Muttertiere im Ammenexperiment nach Beginn der
Futterungsphase. HFD = high fat diet (n=19). CD = Kontrolldiat (n=19).

Das wdchentlich erhobene Gewicht der Muttertiere ist in Abbildung 26 im zeitlichen
Verlauf der Futterungsphase grafisch dargestellt. Das mittlere Gewicht der Tiere ist in
Gramm auf der Y-Achse aufgetragen, die Zeit, die die Tiere auf der speziellen Diat
waren in Wochen auf der X-Achse. Die rote Kurve ist die der fettreich erndhrten
Muttertiere, die schwarze die der Muttertiere, die die Kontrolldiat erhalten haben. In der
Abbildung zeigt sich in beiden Gruppen ein fast linearer Anstieg des Gewichtes in den
ersten 15 Wochen der Futterungsphase, hiernach flachen die Gewichtskurven langsam
ab. Aufgrund des steileren Verlaufs der Kurve der fettreich ernahrten Muttertiere,
divergieren die Kurven circa ab der achten Woche deutlich als Zeichen der deutlich

starkeren Gewichtszunahme der fettreich ernahrten Tiere.

Auch beim Nachwuchs erfolgte die wochentliche Bestimmung des Gewichtes ab Geburt,
diese Verlaufe sind in Abbildung 27 aufgetragen. Links abgebildet ist der weibliche
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Nachwuchs, rechts der mannliche Nachwuchs. Auf der Y-Achse findet sich jeweils das
mittlere Gewicht in Gramm der jeweiligen Versuchsgruppen, auf der X-Achse jeweils
das Lebensalter. Hier zeigt sich ein steiler Anstieg aller vier Kurven, sowohl im
weiblichen, als auch im mannlichen Nachwuchs, bis zur zehnten Lebenswoche.
Hiernach flachen die Kurven deutlich ab und es kommt zu keiner weiteren relevanten
Gewichtszunahme. Die Gewichtsverlaufe der unterschiedlichen Gruppen decken sich
quast, signifikante Unterschiede bestehen nicht. Beim mé&nnlichen Nachwuchs lauft die
Kurve der CD_HFD-Gruppe oberhalb der restlichen Kurven, bei einer Gruppenzahl von

1 ist dies jedoch nicht verwertbar.
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Abb. 27: Gewichtsverlauf des weiblichen (links) und ménnlichen (rechts) Nachwuchses
im Ammenexperiment nach Geburt. CD = Kontrolldiat, HFD = high fat diet. Erste
Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung der Amme. Gruppenzahlen
siehe in der Abbildung.

4.2.2 Foodintake

Die Futtermenge in Gramm pro Tag pro Maus wurde bei jedem Futterwechsel erhoben
und ist in Abbildung 28 links gegen die Zeit der Futterungsphase in Wochen
aufgetragen. Rot kommt die Futteraufnahme der hochkalorisch gefltterten Muttertiere
zur Darstellung, schwarz die der Kontrollgruppe. Auf der rechten Seite erfolgte
entsprechend der Hersteller-Angaben die Umrechnung in Kilokalorien pro Maus pro
Tag. Links zeigt sich, dass hinsichtlich der Futtermenge per se die Kurven
deckungsgleich  sind. Nach  Umrechnung hinsichtlich  der tatsachlichen
Energieaufnahme, zeigt sich in der rechten Abbildung jedoch eine deutlich hohere
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Energieaufnahme bei den fettreich erndhrten Muttertieren. Zudem zeigt sich in beiden
Kurven eine deutlich erhohte Nahrungs- und Energiezufuhr in beiden Gruppen wéahrend
den beiden Schwangerschaften in Woche 16 und 24. Die Nahrungs- und
Energieaufnahme der Muttertiere Kkorreliert somit mit den Gewichtsverlaufen in
Abbildung 26.
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Abb. 28: Nahrungs- und Energiezufuhr der Muttertiere wahrend der Fitterungsphase,
Schwangerschaft, Saugezeit und danach bis zu den Verhaltensuntersuchungen. Links
dargestellt ist die tagliche Nahrungsaufnahme in Gramm pro Maus pro Tag. CD =
Kontrolldiat, HFD = high fat diet, rechts die tagliche Energiezufuhr in Kilokalorien pro
Maus pro Tag.

4.2.3 Blutzucker-Messungen

Zur Evaluation weiterer metabolischer Einflussfaktoren der Muttertiere auf den
Nachwuchs erfolgte mehrfach die Blutzuckerbestimmung aus der Schwanzvene mittels
Punktion selbiger. Die Zeitpunkte waren vor Beginn der Fltterungsphase, sieben
Wochen danach nichtern nach vierstindigem Fasten. Zudem erfolgte eine
Gelegenheitsblutzuckermesseung unmittelbar vor Verpaarung und am Ende des
Experimentes im Rahmen der Praparation. Die grafische Darstellung der Ergebnisse
findet sich in Abbildung 29. Hier ist zu sehen, dass nach statistischer Analyse mittels
unpaired t-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen der

Muttertiere zu keinem der gemessenen Zeitpunkte bestehen.

Am Ende des Experimentes erfolgte im Rahmen der Préaparation der Tiere auch die
Blutzuckermessung des Nachwuchses. Diese ist in Abbildung 30 abgebildet, im linken

Teil ist der mannliche Nachwuchs dargestellt, im rechten Teil der weibliche Nachwuchs.



In der statistischen Analyse mittels unpaired t-Test beziehungsweise one-way ANOVA
und Tukey’s post-hoc Analyse zeigen sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Versuchsgruppen.
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Abb. 29: Blutzuckermessungen der Muttertiere zu verschiedenen Zeitpunkten. CD =
Kontrolldiat, n=19, HFD = high fat diet, n=19. Unpaired t-test. p 20,05 n.s.=nicht
signifikant. Mean + SEM.
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Abb. 30: Blutzuckerspiegel im Vollblut bei Sacrifice. Links: mannlicher Nachwuchs,
rechts: weiblicher Nachwuchs. CD = Kontrolldiat, HFD = high fat diet. Erste Position =
Ernahrung der Mutter, zweite Position = Erndhrung der Amme. (Unpaired t-test links;
One-way ANOVA und Tukey’s post-hoc Test rechts; p 20,05 n.s.= nicht signifikant.
Mean £ SEM). Versuchsgruppengroéf3e siehe Abbildung.
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4.2.4 Verhaltensbiologische Untersuchungen

4.2.4.1 Open-field-Test

Als erster verhaltensbiologischer Test erfolgte die Durchfiihrung eines Open-field-Tests,
sowohl an den Muttertieren, als auch am Nachwuchs des Ammenexperimentes. Ziel

dieses Tests ist es das Erkundungsverhalten der Tiere zu untersuchen.
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Abb. 31: Open-field-Analyse der Muttertiere. HFD=high fat diet (n=19), CD=control diet
(n=19). Time in corner, time in center und time in corridor sowie distance moved wurden
erhoben. Unpaired t-Test, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean * SEM.
Datenerhebung mittels Ethovision 3.1, Noldus Information Technology (Wageningen,
NL).
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Im Speziellen wurden im Open-field-Versuchsaufbau die Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen Muttertiere in Bezug auf Zeit die in den Ecken, Zeit, die im Zentrum und
Zeit, die in den Gangen verbracht wird sowie die Gesamtstrecke, die zuriickgelegt
wurde untersucht (siehe auch Abbildung 10). Die Datenerhebung erfolgte mittels der

Software Ethovision 3.1, Noldus Information Technology (Wageningen, NL).

Die Auswertung des Experimentes der Muttertiere ist in Abbildung 31 dargestellt. Auf
der Y-Achse sind jeweils die verschiedenen MessgrofRen Zeit im Zentrum in Sekunden,
Zeit in den Gangen in Sekunden, Zeit in den Ecken in Sekunden sowie insgesamt
zurick gelegte Strecke in Zentimetern. Auf der X-Achse sind die beiden
Versuchsgruppen hochkalorisch ernahrte Mitter und mit Kontrolldiat ernahrte Mitter an
den jeweiligen Tagen eins, zwei und drei dargestellt. Im Laufe der drei Tage kommt es
in beiden Gruppen zu einer geringeren Aufenthaltsdauer im Zentrum und einem Anstieg
der Aufenthaltsdauer in den Ecken. Die Zeit, die im Korridor verbracht wird bleibt
ahnlich. Zwischen den beiden Gruppen zeigen sich hinsichtlich der im Zentrum
verbrachten Zeit an Tag drei ein signifikant langeres Verbleiben in der Kontrollgruppe,
hinsichtlich der Zeit im Korridor und in den Ecken keine signifikanten Unterschiede. Die
zurlckgelegte Strecke war an Tag eins in der Highfat-Gruppe und an Tag zwei in der

Kontrollgruppe signifikant weiter.

Die Ergebnisse der Open-field-Analyse des weiblichen Nachwuchses im
Ammenexperiment sind in Abbildung 32 dargestellt. Auf der Y-Achse sind jeweils die
verschiedenen Messgrof3en Zeit im Zentrum in Sekunden, Zeit in den Géangen in
Sekunden, Zeit in den Ecken in Sekunden sowie insgesamt zuriick gelegte Strecke in
Zentimetern aufgetragen. Auf der X-Achse sind die Versuchsgruppen aufgetragen. Es
erfolgte die statistische Auswertung mittels one-way ANOVA und Tukey’s post hoc Test.
Es zeigte sich eine signifikant weitere zurtickgelegte Strecke an Tag eins der Gruppe,
deren Mutter Kontrolldiat erhielt und deren Amme hochkalorisch erndhrt wurde
(CD_HFD) verglichen mit der Kontrollgruppe (CD_CD). Alle weiteren untersuchten
Parameter erbrachten an allen Tagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Studiengruppen.

Abbildung 33 =zeigt die Open-field-Analyse des méannlichen Nachwuchses. Die
Beschriftung der Achsen und gemessenen GrélRen sind die gleichen wie beim



-62 -

weiblichen Nachwuchs. Im Verlauf der drei Tage zeigt sich eine Zunahme der Zeit, die in
den Ecken verbracht wird, wohingegen die Zeit im Zentrum abnimmt. Aufgrund der
Tierzahl n=1 in der Gruppe, deren Muttertiere die Kontrolldiat und die Amme die
fettreiche Diat erhielt (CD_HFD) konnten nur die Kontrollgruppe (CD_CD) und die
Gruppe mit den fettreich ernédhrten Muttertieren und den Ammen, die die Kontrolldiat
erhielten (HFD_CD) mittels unpaired t-Test verglichen werden. Hier zeigt sich an Tag
drei ein signifikant langeres Verbleiben im Korridor der HFD_CD-Gruppe im Vergleich
mit der Kontrollgruppe. Ansonsten zeigen sich keine signifikanten Unterschiede im

Verhalten im Openfield-Experiment.
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Abb. 32: Open-field-Analyse des weiblichen Nachwuchses. Erste Position: Ernahrung
der Mutter, zweite Position: Ernahrung der Amme. HFD=high fat diet, CD=control diet.
CD_CD n= 11, CD_HFD n=4, HFD_CD n=5. Time in corner, time in center und time in
corridor sowie distance moved wurden erhoben. One-way ANOVA, Tukey’s post hoc
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Test, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean = SEM. Datenerhebung mittels
Ethovision 3.1, Noldus Information Technology (Wageningen, NL).
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Abb. 33: Open-field-Analyse des méannlichen Nachwuchses. Erste Position: Ernahrung
der Mutter, zweite Position Erndhrung: der Amme. HFD=high fat diet, CD=control diet.
CD_CD n=12, CD_HFD n=1, HFD_CD n=5. Time in corner, time in center und time in
corridor sowie distance moved wurden erhoben. Aufgrund der Gruppengrof3e von
DC_HFD konnte nur CD_CD mit HFD_CD verglichen werden. (Unpaired-t-test, p<0,01
**  p<0,05 * p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean + SEM. Datenerhebung mittels
Ethovision 3.1, Noldus Information Technology (Wageningen, NL).

4.2.4.2 Morris-Water-Maze-Experiment

Zur Untersuchung der Einflisse der fettreichen Ernahrung auf die rédumliche
Gedachtnisbildung erfolgt die Durchfihrung des Morris-Water-Maze-Experimentes an
den mehrere Monate hochkalorisch gefiitterten Muttertieren, sowie den Muttertieren, die

die Kontrolldiat erhielten. Um die matterlichen Einfliisse durch hochkalorische Ernahrung
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wahrend Schwangerschaft und Saugezeit auf den Nachwuchs zu untersuchen, erfolgte
die  Durchfihrung des Experimentes an der Nachkommenschaft des

Ammenexperimentes.
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Abb. 34: Raumliche Gedachtnisbildung analysiert mit dem Morris-Water-Maze-Versuch
bei den Muttertieren, die entweder hochkalorisch gefittert wurden (HFD) oder die
Kontrolldiat erhielten (CD). Untersucht wird die bendétigte Zeit die Plattform zu finden in
Sekunden, sowie die Distanz, die hierzu erforderlich ist in Zentimetern. Die Darstellung
erfolgt Uber den Zeitraum des Experimentes von 6 Tagen. Versuchsgruppengrol3e siehe
Legende. Datenerhebung mittels Ethovision 3.1, Noldus Information Technology
(Wageningen, NL).

Die Ergebnisse des Morris-Water-Maze-Versuches der Muttertiere sind in Abbildung 34
grafisch dargestellt. Auf der Y-Achse ist links die benétigte Zeit bis zum Erreichen der
Plattform dargestellt und rechts die hierfir bendtigte Strecke. Es erfolgt die Darstellung
Uber die Zeit von 6 Tagen. Hier zeigt sich insgesamt ein deutlicher Lernprozess,
dadurch erkenntlich, dass beide Gruppen im Verlauf weniger Zeit bendtigen die
Plattform zu finden und hierfir auch weniger Strecke zuriicklegen miussen. Insgesamt
kommt es in der Gruppe der fettreich ernédhrten Muttertiere tendenziell zu einem

schnelleren Lernprozess.
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Abb. 35: Raumliche Gedachtnisbildung analysiert mit dem Morris Water Maze-Versuch
bei den weiblichen Nachkommen normal ernahrter Mutter (1. Position NCD) oder
hochkalorisch fettreich erndhrter Mutter (1. Position HFD), wobei die Nachkommen
entweder von einer normal erndhrten Amme gesaugt wurden (2. Position NCD) oder von
einer hochkalorisch fettreich ernahrten Amme (2. Position HFD). CD_CD n= 11,
CD_HFD n=4, HFD_CD n=5. Untersucht wird die bendtigte Zeit die Plattform zu finden
in Sekunden, sowie die Distanz, die hierzu erforderlich ist in Zentimetern. Die
Darstellung erfolgt tGber den Zeitraum des Experimentes von 6 Tagen. Datenerhebung
mittels Ethovision 3.1, Noldus Information Technology (Wageningen, NL).

Die Auswertung des Morris-Water-Maze-Experiments des weiblichen Nachwuchses
(Abbildung 35) zeigt wie bei den Muttertieren in Abbildung 34 Uber den Verlauf der
sechs Tage insgesamt einen stetigen Ruckgang der benotigten Zeit sowie der
bendtigten Strecke bis zum Erreichen der Plattform. Auf der Y-Achse sind jeweils wieder
die benotigte Zeit in Sekunden beziehungsweise die zurlckgelegte Strecke in
Zentimetern bis zum Erreichen der Plattform aufgetragen. Auf der X-Achse findet sich
der zeitliche Verlauf Uber die sechs Tage wieder. Die Kurven der verschiedenen
Versuchsgruppen decken sich jedoch quasi und weisen untereinander Kkeine
signifikanten Unterschiede untereinander auf. Unterschiede im Lernverhalten zwischen
den einzelnen Studiengruppen konnen in diesem Experiment somit nicht festgestellt

werden.
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Abb. 36: Raumliche Gedachtnisbildung analysiert mit dem Morris-Water-Maze-Versuch
bei den ménnlichen Nachkommen normal erndhrter Muatter (1. Position NCD) oder
hochkalorisch fettreich ernahrter Mutter (1. Position HFD), wobei die Nachkommen
entweder von einer normal ernédhrten Amme gesaugt wurden (2. Position NCD) oder von
einer hochkalorisch fettreich ernahrten Amme (2. Position HFD). CD_CD n= 12,
CD_HFD n=1, HFD_CD n=5. Datenerhebung mittels Ethovision 3.1, Noldus Information
Technology (Wageningen, NL).

In der grafischen Darstellung der Ergebnisse des Morris-Water-Maze-Experimentes der
mannlichen Nachkommenschaft (Abbildung 36) zeigt sich insgesamt ein deutlicher
Lernprozess, dargestellt durch die stetig fallenden Kurven von bendtigter Zeit und
Strecke zum Erreichen der Plattform. Auf der Y-Achse sind jeweils wieder die bendétigte
Zeit in Sekunden beziehungsweise die zuriickgelegte Strecke in Zentimetern bis zum
Erreichen der Plattform aufgetragen. Auf der X-Achse findet sich der zeitliche Verlauf
Uber die sechs Tage wieder. Bei einer Gruppenzahl von 1 in der CD_HFD-Gruppe, ist
diese statistisch nicht verwertbar. Zwischen den anderen beiden Gruppen lie3en sich

keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die untersuchten Parameter feststellen.

4.2.5 Untersuchungen auf RNA-Ebene

Ausgehend von der Annahme, dass viele Veranderungen aufgrund

neuroinflammatorischer Prozesse erfolgt, nachweisbar durch verstarkte Expression
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inflammatorischer Chemokine und Cytokine, wurden diese auf RNA-Ebene

Nachwuchs des Ammenexperimentes mittels quantitativer real time PCR untersucht.
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Abb. 37: Quantitative real-time PCR-Ergebnisse in fold expression vs. CD_CD des
weiblichen Nachwuchses im Ammenexperiment. CD = control diet, HFD = high fat diet,
erste Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung der Amme. lway
ANOVA und Tukey’s post-hoc Test, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean *
SEM. CD_CD n=12, CD_HFD n=3, HFD_CD n=5, HFD_HFD n=5.

Die mRNA-Expressionen von Cyclooxigenase (COX) 1 und 2, Interleukin 18 (IL1B),
Interleukin 6 (IL6), Chemokinligand 2 (CCL 2), Chemokinligand 3 (CCL3), Tumornekrose
Faktor (TNF) a, induzierbare Stickstoffoxidase (NOS) 2, Toll-like-rezeptor (TLR) 6 und 4,
Interleukin (IL) 18 und 12 und Interferon Gamma (IFN y) sind in Abbildung 37 innerhalb
der verschiedenen Gruppen des weiblichen Nachwuchses dargestellt. Auf der X-Achse
sind verschiedenen Studiengruppen mit den unterschiedlich gefiitterten Muttertieren und
Ammen (CD_HFD (n=3), HFD_CD (n=5), HFD_HFD (n=5)) und die Kontrollgruppe
(CD_CD (n=12)) dargestellt. Auf der Y-Achse ist die Expression der mRNA aufgetragen,
gemessen am Vielfachen der Kontrollgruppe CD_CD. Es zeigt sich nach one-way
ANOVA sowie Tukey’s post hoc Test ein signifikanter Unterschied (p<0,5) fiur CCL2 und
TLR6 in der Versuchsgruppe HFD_HFD gegentber der Studiengruppe CD_HFD sowie
die Expression von TLR4 in der Studiengruppe HFD_CD gegentber der Gruppe
HFD_HFD sowie der Kontrollgruppe. Zudem ist die Expression von Interferon Gamma in
der Gruppe HFD_HFD gegenuber der Gruppen CD_HFD und HFD_CD signifikant
erhoht. Die weiteren Gruppen- und Einzelvergleiche zeigten hinsichtlich der

untersuchten mRNA keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Abb. 38: Quantitative real-time PCR-Ergebnisse in fold expression vs. CD_CD des
mannlichen Nachwuchses im Ammenexperiment. CD = control diet, HFD = high fat diet,
erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position: Ernahrung der Amme. One-way
ANOVA und Tukey’s post hoc Test, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean %
SEM. CD_CD n=8, CD_HFD n=1, HFD_CD n=5, HFD_HFD n=7. Aufgrund der
Gruppengrof3e erfolgte keine statistische Analyse der Gruppe CD_HFD.

In Abbildung 38 sind die mRNA-Expressionen von Cyclooxigenase (COX) 1 und 2,
Interleukin 13 (IL1B), Interleukin 6 (IL6), Chemokinligand 2 (CCL 2), Chemokinligand 3
(CCL3), Tumornekrose Faktor (TNF) a, induzierbare Stickstoffoxidase (NOS) 2, Toll-like-
rezeptor (TLR) 6 und 4, Interleukin (IL) 18 und 12 und Interferon Gamma (IFN v)
innerhalb der verschiedenen Gruppen des mannlichen Wildtyp-Nachwuchses
dargestellt. Auf der X-Achse sind verschiedenen Studiengruppen CD_HFD (n=1),
HFD_CD (n=5), HFD_HFD (n=7) und die Kontrollgruppe CD_CD (n=8) dargestellt. Auf
der Y-Achse ist die Expression der mMRNA, gemessen am Vielfachen der Kontrollgruppe
CD CD. Es zeigt sich nach one-way ANOVA sowie Tukey's post hoc Test keine
statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich der mRNA Expression oben genannter

Marker innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen.

4.2.6 Untersuchungen auf Protein-Ebene

Zur Untersuchung potentieller Unterschiede in Bezug auf die synaptische Plastizitat als

histopathologisches Korrelat wurde auf Proteinebene mittels Westernblot-Analyse aus
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dem Homogenat einer Hemisphére die PSD-95-Proteinlevel zwischen den Gruppen des
Nachwuchses im Ammenexperiment verglichen. Zudem erfolgte erganzend zur
Untersuchung neuroinflammatorischer Prozesse auf RNA-Ebene mittels real time PCR
(Kapitel 4.2.5) die Untersuchung von Apoptosis Repressor with CARD (ARC) auf
Proteinebene, wobei es sich um ein Protein handelt, das mit der Caspase 2 und 8
interagiert und auf diesem Weg malfigeblich bei der Steuerung von Inflammation und

Apoptose interagiert.
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Abb. 39: Westernblot Analyse des mannlichen Nachwuchses im Ammenexperiment.
Links PSD-95/Tubulin densitometry, rechts ARC/Tubulin densitometry. CD = control diet,
HFD = high fat diet, erste Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung der
Amme. One-way ANOVA, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean + SEM. CD_CD
n=10, CD_HFD n=1, HFD_CD n=4, HFD_HFD n=5. Aufgrund der Gruppengrofle
erfolgte keine statistische Analyse der Gruppe CD_HFD.

Die Ergebnisse der Westernblotanalyse des mannlichen Nachwuchses im
Ammenexperiment sind in Abbildung 39 visualisiert. Auf der Y-Achse sind jeweils die
relativen Densitometrieergebnisse (PSD95/Tubulin und ARC/Tubulin) aufgetragen, auf
der X-Achse sind die verschiedenen Versuchsgruppen dargestellt. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen in Bezug auf PSD-95. Die ARC/Tubulin
Densitometrie ist in der HFD_CD-Gruppe signifikant hoher als in der HFD_HFD-Gruppe,

weitere signifikante Unterschiede finden sich hier nicht.
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Abb. 40: Westernblot Analyse des mannlichen Nachwuchses im Ammenexperiment.
Links PSD-95/Tubulin densitometry, rechts ARC/Tubulin densitometry. CD = control diet,
HFD = high fat diet, erste Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position: Erndhrung der
Amme. One-way ANOVA, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant. Mean + SEM. CD_CD
n=12, CD_HFD n=4, HFD_CD n=5, HFD_HFD n=5.

Dargestellt in Abbildung 40 sind die Ergebnisse der Westernblotanalyse des weiblichen
Nachwuchses im Ammenexperiment. Auf der Y-Achse sind jeweils die relativen
Densitometrieergebnisse (PSD95/Tubulin und ARC/Tubulin) aufgetragen, auf der X-
Achse sind die verschiedenen Versuchsgruppen dargestellt. Im weiblichen Nachwuchs
zeigt sich auf Proteinebene eine signifikant héhere ARC-Expression in der CD_HFD-
und HFD_CD- Gruppe im Vergleich mit der Kontrollgruppe, sowie im Fall der CD_HFD-
Gruppe auch gegeniber der HFD_HFD-Gruppe. Die CD_HFD-Gruppe zeigt zudem im
Vergleich mit allen anderen Versuchsgruppen einen signifikant hoéheren PDS-
95/Tubulin-Quotienten.

5 Diskussion und Ausblick

Fettreiche Erndhrung ist der Trigger fur inflammatorische Prozesse, sowohl peripher als
auch im Hypothalamus und verursacht hierdurch metabolische Verdnderungen. Diese
Veranderungen sind in letzter Zeit auch zunehmend hinsichtlich inflammatorischer

Prozesse im Bereich des ZNS und hier insbesondere in den Hirnregionen, die wie
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Hippocampus und Kortex fir die Kognition verantwortlich sind, im Fokus (Whitmer et al.,
2008; White et al., 2009; Bilbo et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass sich eine
fettreiche Ernahrung sowohl auf verhaltensbiologische Prozesse, als auch auf
neuropathologische Korrelate der Alzheimer Krankheit auswirkt (Ho et al., 2004; Julien
et al., 2010; Maesako et al., 2012; Knight et al., 2014; Martin et al., 2014). Es hat sich
bereits sowohl in den Experimenten der eigenen Arbeitsgruppe (siehe Kapitel 1.5) als
auch in publizierten Studien gezeigt, dass diese Effekte nicht nur im mittleren
Lebensalter relevant sind, sondern auch von adipésen Muttertieren auf den Nachwuchs
Ubertragen werden kénnen (Lahiri et al., 2008; White et al., 2009; Bilbo et al., 2010;
Martin et al., 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurden zunéchst erganzende Untersuchungen an Mausen
durchgefiihrt, die teils Wildtyp-Tiere und teils APP/PS1*--Tiere waren. Die jeweiligen
Muttertiere waren entweder fettreich ernahrt oder erhielten eine Kontrolldiat mit
normalem Fettanteil. Die Erndhrung der Nachkommen war ebenfalls entweder fettreich

oder normal (siehe Abb.3).

Die Auswirkungen von mitterlicher Adipositas wahrend Schwangerschaft und Saugezeit
auf kognitive Defizite der Nachkommen sind bislang wenig untersucht. Jedoch konnte
bereits gezeigt werden, dass als neuropathologische Korrelat die Tau-Expression
hippocampaler Neuronen beim Nachwuchs fettreich ernahrter Mause unabhangig von
der eigenen Ernahrung signifikant erhoht ist (Martin et al.,, 2014). In einem
Vorexperiment konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Konzentration von AB 1-
40 im Hippocampus beim Nachwuchs adiptser Muttertiere ebenfalls signifikant erhdht
ist (Kapitel 1.5, Abb.7). Dieser Befund wurde mittlerweile auch durch andere Arbeiten
bestatigt (Hawkes et al., 2015). In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass
auch in der histochemischen Farbung mit Thioflavin S von Kortex signifikant mehr
Amyloid Beta bei Tieren mit fettreich ernahrten Muttertieren, unabhangig von der
eigenen Ernahrung, sowie in der Gruppe, die selbst fettreich ernahrt wurde. Dies zeigt,
dass die Erndhrung der Mutter die gleichen Auswirkungen auf kognitive Einbuf3en im
hoheren Lebensalter zu haben scheint, wie die eigene hochkalorische Ernahrung.
Weshalb sich die beiden Effekte nicht addieren oder zumindest eine Verstarkung

erzielen ist unklar. Denkbar wére an dieser Stelle ein Deckeneffekt. Im Bereich des
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Hippocampus zeichnet sich bei denselben Tieren ein ahnliches Ergebnis ab, jedoch
deutlich weniger stark ausgepragt. An dieser Stelle ist anzunehmen, dass die kortikale
Pathologie der hippocampalen voraus eilt. Die gefundenen Unterschiede hinsichtlich der
Amyloid Beta Plaquebildung in Kortex und Hippocampus sind mdglicherweise ein
morphologisches Korrelat fur die schlechtere Leistung in  einem raumlichen
Gedachtnistest dieser Tiere (Siehe Kapitel 1.5, Abb. 6). Dies entspricht bereits
publizierten Befunden, die beschreiben, dass der Nachwuchs von Muttertieren mit
nahrungsinduzierter Adipositas kognitive Einbul3en aufweist (White et al., 2009; Bilbo et
al., 2010; Martin et al., 2014).

Einhergehend mit erhéhten Amyloid Beta Konzentrationen ist auch ein erhdhtes
Vorkommen neuroinflammatorischer Prozesse beobachtet worden (Gendelman, 2002;
Rodriguez et al., 2009; Heneka et al., 2010; Hawkes et al., 2015). So wird auch Astroglia
durch Amyloid Beta aktiviert (Rodriguez et al., 2009; Heneka et al., 2010). In der
vorliegenden Arbeit wurde daher auch die Auswirkung auf die Anzahl von Astrozyten
mittels immunhistochemischer Farbung im transgenen und im Wildtyp Nachwuchs
untersucht. In den APP/PS1*-- Tieren zeigt sich im Bereich des Kortex ein signifikant
hoherer Anteil an Astrozyten als in der Gruppe mit adipdsen Muttertieren und eigener
normaler Diat. Im Bereich des Hippocampus ist der Anteil in dieser Gruppe nur im
Vergleich mit der Gruppe HFD_HFD erhoht. In der Gruppe der Wildtyp-Tiere zeigt sich
ein erhohter Anteil in der Gruppe mit normal ernahrten Muttertieren und eigener
hochkalorischer Diat im Vergleich zu den beiden Gruppen mit fettreich ern&hrten
Muttertieren (HFD_CD und HFD_HFD). White et al. konnten 2009 im Rattenmodel
ebenfalls keine homogene Beeinflussung durch miutterliche Erndhrung auf die gliale
Aktivitdt feststellen. Als maogliche Ursache hierflr ist, zumindest hinsichtlich der
transgenen Tiere, die bereits beschriebene und mit Alzheimer assoziierte gliale Atrophie
zu diskutieren (Yeh et al., 2011).

Zur weiteren Differenzierung dieser heterogenen Ergebnisse erfolgte die erganzende
Untersuchung neuroinflammatorischer Marker auf RNA-Ebene. Hier zeigte sich ein
signifikante Erhdhung von Toll-like-Receptor 4 in der Gruppe CD_HFD des transgenen
APP/PS1*-- Nachwuchs im Vergleich zu den anderen drei Gruppen. Fir die weiteren

gangigen Marker zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen



-76 -

innerhalb des mannlichen Wildtyp- bzw. APP/PS1*- - Nachwuchs. An dieser Stelle muss
jedoch kritisiert werden, dass die zur Verfiigung stehende Menge an RNA sehr gering
war, weshalb die oben beschriebene Praamplifizierung erfolgte. Zudem waren die
GruppengrofRen grenzwertig klein, sodass sich sogenannte Ausreiser in der
guantitativen Auswertung starker bemerkbar machen. Diese Effekte spiegeln sich auch
in der Grol3e der Fehlerbalken wider. Bilbo und Kollegen konnten 2010 zeigen, dass es
zu einer deutlichen Aktivierung von Mikroglia im Nachwuchs fettreich ernéhrter
Muttertiere kommt und auch White und Kollegen hatten signifikant héhere Level von
INOS, Interleukin 6, Ibal und anti-GFAP im Nachwuchs adipdser Miitter beschrieben.
Um die Ergebnisse in diesem Kontext besser einordnen zu kénnen, wére eine
Wiederholung des Experimentes sowie eine erganzende Untersuchung der Gruppen
des weiblichen Wildtyp- und APP/PS1*- - Nachwuchs sinnvoll, insbesondere vor dem
Hintergrund, dass auf Proteinebene  bereits  Unterschiede  hinsichtlich
neuroinflammatorischer Marker an diesen Tieren gefunden wurden (siehe Kapitel 1.5,
Abb.8).

Die negativen Effekte miutterlicher Adipositas auf die kognitiven Fahigkeiten des
Nachwuchses und Auspragung Alzheimer-typischer Morphologien sind zunehmend
Gegenstand der Forschung und mittlerweile in mehreren Studien publiziert (Lahiri et al.,
2008; White et al., 2009; Bilbo et al., 2010; Martin et al., 2014; Hawkes et al., 2015).

Zu welchem Zeitpunkt innerhalb der intrauterinen und frihen postnatalen Phase diese
Effekte auf die kognitiven Fahigkeiten an den Nachwuchs weitergegeben werden, ist
bislang noch nicht erforscht worden. Es ist anzunehmen, dass sowohl die Phase der
Schwangerschatft, als auch Prozesse wahrend der Sdugezeit hierzu beitragen (Martin et
al., 2014). Denn es liel3 sich bereits zeigen, dass in einem Ammenexperiment durch das
Saugen durch eine fettreich ernahrte Amme die negativen Effekte hinsichtlich des
metabolischen Syndroms im Nachwuchs addiert werden. Die Autoren vermuten hierfar
eine Zunahme von Leptin (Masuyama et al., 2014). Jedoch gilt es zu untersuchen in
welcher Phase zu welchem Anteil und vor allem durch welche Pathomechanismen
kognitive Defizite vermittelt werden. Zu diesem Zweck erfolgte im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit erstmals ein Ammenexperiment in Hinblick auf kognitive Defizite. Es

wurden  Wildtyp-Muttertiere  randomisiert entweder mit fettreicher Nahrung
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beziehungsweise mit einer Kontrolldiat gefiuttert und mit Wildtypmannchen verpaart.
Nach der Geburt wurde der Nachwuchs jeweils diesen Ammen zugeteilt (siehe Kapitel
3, Abb. 9).

Die Gewichtsverlaufe der Muttertiere sind nach Beginn der spezifischen
Futterungsphase deutlich divergent, die fettreich erndhrten Tiere nehmen stetig starker
an Gewicht zu, als die Tiere der Kontrollgruppe. Diese Kurven sind vergleichbar mit
denen des Vorexperimentes (siehe Kapitel 1.5) und den in der Literatur veréffentlichten
Ergebnissen (Grattan, 2008; Shankar et al., 2008; White et al., 2009; Bilbo et al., 2010;
Mcguire et al.,, 2010). Wir konnten zeigen, dass der Grund fur die starkere
Gewichtszunahme nicht die vermehrte Nahrungsaufnahme war. Die pro Tag zugefihrte
Futtermenge zeigte sich ahnlich, jedoch war die Zufuhr von Energie durch die Nahrung

aufgrund des hoheren Kaloriengehaltes signifikant hoher.

Im Nachwuchs zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den Gewichtsverlaufen,
allerdings ist hierbei zu sagen, dass auch in der Literatur die Angaben hierzu sehr
inhomogen sind und einige Publikationen ein erhéhtes Geburtsgewicht beim Nachwuchs
adipdser Muttertieren beschreiben, viele weitere Arbeiten mit gleichem oder ahnlichem
experimentellen Ansatz jedoch keine Unterschiede feststellten (Rolls et al., 1982;
Buckley et al., 2005; White et al., 2009). White et al vermuten den Grund flr die
verschiedenen Ergebnisse in den unterschiedlichen Futterzusammensetzungen sowie

die unterschiedlich langen Fitterungsphasen.

Ubergewicht und fettreiche Ernahrung resultieren haufig in zahlreichen metabolischen
Veranderungen wie einer gestorten Glucosetoleranz beziehungsweise Diabetes
mellitus, arterieller Hypertonie und Hypercholesterindmie. Dieser auch als
metabolisches Syndrom zusammengefasster Symptomenkomplex ist haufig miteinander
vergesellschaftet (Pasinetti et al., 2008). Es zeigt sich hierdurch ein deutlich erhdhtes
Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen sowie neurodegenerative Erkrankungen
(Haslam et al., 2005; Pasinetti et al., 2008; Bruce-Keller et al., 2009). Die Auswirkungen
von Ubergewicht und fettreicher Ernahrung auf kognitive Funktionen treten jedoch auch
unabhangig hiervon auf (Elias et al., 2003; Whitmer et al., 2008; Bruce-Keller et al.,
2009; Singh-Manoux et al., 2012). Daher ist es prinzipiell eher positiv zu werten, dass in
der vorliegenden Arbeit weder im Nachwuchs, noch bei den Muttertieren Unterschiede
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in den Blutzuckerspiegeln nachgewiesen wurden. So kdénnen die Auswirkungen
matterlicher Adipositas und fettreicher Ernédhrung wahrend der Schwangerschaft und
Séaugezeit unabhéngig von einer zusatzlich bestehenden gestbrten Glucosetoleranz
betrachtet  werden. Jedoch zeigen andere  Veroffentlichungen  erhdhte
Blutglucosekonzentrationen im Nachwuchs adipéser Muttertiere im Vergleich zum

Nachwuchs normal erndhrter Muttertiere (Masuyama et al., 2014; Hawkes et al., 2015).

Eine langjahrig etablierte Methode zur Beurteilung kognitiver Fahigkeiten im Mausmodell
ist der Morris-Water-Maze Versuchsaufbau. Hier wird das raumliche Lernvermdgen
getestet. Die Methode findet haufig Anwendung bei der Erforschung neurodegenerativer
Erkrankungen (Morris, 1984). Die Tiere werden taglich Uber einen Zeitraum von sechs
Tagen an derselben Stelle in ein rundes Wasserbecken mit getriibtem Wasser gesetzt
und muissen eine nicht-sichtbare Plattform erreichen (Morris, 1984). In der vorliegenden
Arbeit wurden zunachst die Muttertiere untersucht. Zum Zeitpunkt der Verhaltenstest
waren diese circa 12 Monate alt und wurden circa 10 Monate lang entsprechend der
Gruppenzugehorigkeit entweder mit der fettreichen Erndhrung beziehungsweise mit
dem Kontrollfutter gefittert. Ahnliche Experimente sind bereits mehrfach beschrieben
worden (Cao et al., 2007; Bruce-Keller et al., 2009; Wu et al., 2013). Es ist sowohl im
Tierversuch, als auch in groR3en klinischen Studien (Elias et al., 2003; Whitmer et al.,
2008; Van Lieshout et al.,, 2011; Singh-Manoux et al., 2012; Williams et al., 2014)
erwiesen, dass fettreiche Erndhrung und Adipositas im mittleren Lebensalter mit
kognitiven Defiziten im Alter einhergehen. So konnte auch mehrfach gezeigt werden,
dass adipose Tiere im Morris Water Maze Versuchsaufbau signifikant schlechter
abschneiden, als Tiere die normal geflttert werden. Hierzu sind die hier erzielten
Ergebnisse eher gegenlaufig. Die Tiere haben im Laufe des Versuches alle einen
Lernprozess durchlaufen, welches daran ersichtlich ist, dass mit jedem Tag die Plattform
schneller gefunden wurde. Allerdings lassen sich trotz der langen vorangegangenen
Futterungsphase von 10 Monaten zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten
Unterschiede feststellen. Tendenziell ist im mittleren Teil die Gruppe mit den adipdsen
Tieren sogar schneller, am Ende des Experimentes decken sich die Kurven jedoch
wieder. Dies lasst sich nur schwer erklaren und steht absolut im Gegensatz zu bereits
veroffentlichten Daten sowie den Ergebnissen, die im vergleichbaren Vorexperiment in

der Arbeitsgruppe erhoben wurden (siehe Kapitel 1.5). Weiterfihrende
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molekularbiologische Untersuchungen an den Tieren hinsichtlich synaptischer Plastizitat

und neuroinflammatorischer Prozesse konnten hier eventuell Aufschluss geben.

Schlechteres Abschneiden in verhaltensbiologischen Untersuchungen beim Nachwuchs
adip6s ernadhrter Muttertiere sowie in Abhangigkeit der eigenen Diat wurde ebenfalls
bereits in der eigenen Arbeitsgruppe (vergleiche Kapitel 1.5) sowie in unabhangig
hiervon veroéffentlichten Daten nachgewiesen (White et al., 2009; Bilbo et al., 2010; Wu
et al., 2013). Die genauere Untersuchung mittels Ammenexperiment ist in Bezug auf
diese Fragestellung zuvor nicht erfolgt. Die Testung erfolgte im Lebensalter von sechs
Monaten. Weder im weiblichen, noch im mannlichen Nachwuchs konnten zwischen den
unterschiedlichen Gruppen Unterschiede gezeigt werden. Dies steht im Gegensatz zu
bereits veroffentlichten Untersuchungen (Cao et al., 2007; White et al., 2009; Bilbo et al.,
2010; Wu et al., 2013; Masuyama et al., 2014).

Die moglichen Griinde hierfir sind zahlreich. Zum einen ist der Zeitpunkt der
Untersuchung in der Entwicklung mit dem sechsten Lebensmonat relativ frih gewahlt.
Bisherige Daten zeigen, dass kognitive Defizite in transgenen APP/PS1*--Tieren erst im
Alter von funf bis sieben Monaten im Morris-Water-Maze Versuch messbar werden
(Arendash et al., 2001; Gordon et al., 2001; Liu et al., 2002; Puolivali et al., 2002;
Heneka et al.,, 2006). So ist es vorstellbar, dass Effekte, die nicht durch einen
Gendefekt, sondern durch mitterliche Ernahrung wahrend Schwangerschaft und
Saugezeit vermittelt werden erst spater und gegebenenfalls weniger stark ausgepragt
sind (Martin et al.,, 2014). Des Weiteren ist kritisch anzumerken, dass die
Gruppengrof3en mit ein bis finf Tieren pro Gruppe auch hier extrem klein waren. Dies ist
am ehesten dadurch begriindet, dass die Mause wahrend der Aufzucht mehreren
negativen Storfaktoren ausgesetzt waren, die mutmalilich zu deutlichem Stress fur die
Tiere gefuhrt haben kdnnten. Unter anderem bestand wéhrend der Aufzuchtphase eine
groRe Baustelle vor dem Containerbau, hierdurch bedingt lie3 sich h&ufig ein hoher
Larmpegel sowie ausgepragte Vibrationen im Gebaude feststellen. Ein Grof3teil des
Wourfes wurde haufig durch die Mutter gefressen. Hierbei ist unklar, ob der Nachwuchs,
der zunachst lebend gesichtet wurde, durch die Mutter vernachlassigt wurde und daher
starb und gefressen wurde, oder direkt gefressen wurde. Die Sterblichkeit von

Labormaus-Wirfen ist ein bekanntes, aber bislang wenig untersuchtes Thema (Weber
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et al., 2013). Weber und Kollegen konnten diesbeztiglich keine Hinweise auf das aktive
Toten von neugeborenen Mausen durch die Mitter beobachten, zeigen jedoch auf, dass
es haufig zum Verlust des Nachwuchses von Labormausen kommt. Aus diesem Grund
erfolgte mehrfach die Wiederholung des gesamten Experimentes, aber dennoch

konnten keine ausreichend gro3en Gruppenzahlen generiert werden.

Um Unterschiede herauszufinden, die sich zwar noch nicht im Verhalten der Mause
wiederspiegeln, jedoch auf molekularbiologischer Ebene sichtbar sind, erfolgte unter
anderem die Untersuchung neuroinflammatorischer Marker auf mMRNA-Ebene.
Neurodegenerative Erkrankungen werden stets von neuroinflammatorischen Prozessen
begleitet (Heneka et al., 2015). So konnte bereits gezeigt werden, dass kognitive
EinbulRen im Nachwuchs fettreich ernahrter Tiere mit erhéhten Spiegeln von Interleukin
6, Interleukin 18 und induzierbarer Stickoxidase im Nachwuchs einhergehen (White et
al., 2009; Bilbo et al., 2010). Es erfolgte die Untersuchung von mRNA des weiblichen
sowie maéannlichen Nachwuchses auf gangige neuroinflammatorische Marker. Trotz
Praamplifikation und ausreichend eingesetzter Menge an mRNA lieRen sich jedoch
keine Unterschiede feststellen. Dies ist kritisch einzuordnen, da sowohl in der eigenen
Arbeitsgruppe (siehe Abb. 8), als auch in weiteren Arbeitsgruppen (Lahiri et al., 2008;
Martin et al., 2014; Hawkes et al., 2015) ebenfalls deutliche Unterschiede bestanden.
Auch ein bereits verotffentlichtes Ammenexperiment, das die Auswirkungen eines
metabolischen Syndroms in Abhangigkeit der Ernahrung von Mutter und Amme auf den
Nachwuchs untersucht, ergibt Hinweise, dass sich Effekte auch durch die Ernédhrung der
Amme addieren konnten (Masuyama et al., 2014). Bei fehlenden Unterschieden in den
Verhaltensuntersuchungen deuten die Ergebnisse jedoch darauf hin, dass die potentiell
zu erwartenden Effekte auf den Nachwuchs durch die mitterliche Ernahrung

beziehungsweise durch die Ernahrung der Amme ausgeblieben sein.

In frihen Krankheitsstadien, weit vor Manifestation eines mild cognitive impairment
(klinische Friahform kognitiver Defizite) oder manifesten kognitiven Defiziten im Sinne
eines Morbus Alzheimer kommt es bereits zu neuronaler Dysfunktion auf dem Level der
Synapsen (Dorostkar et al., 2012). Hatanaka und Kollegen konnten 2016 zeigen, dass
mautterliche fettreiche Erndhrung mit einer Instabilitdit von Dendriten im Kortex des
Nachwuchses vergesellschaftet ist. Diese Auswirkungen konnten auch bei normaler Diat
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des Nachwuchses festgestellt werden. Dieser Effekt war im gleichen MalRe messbar
beim Nachwuchs, der ausschlieZlich wahrend der Saugezeit mitterlicher High-fat-Diet
ausgesetzt war. Bei eigener fettreicher Ernahrung, zeigte sich im Nachwuchs zusatzlich
eine starke Verminderung der dendritischen Fortsatze per se. Perinatale und dauerhafte
fettreiche Ernédhrung fuhren zur Aktivierung von Microglia (White et al., 2009; Bilbo et al.,
2010; Hatanaka et al., 2016), was wiederum zu einer Reduktion der Anzahl der
Synapsen fihrt (Hatanaka et al., 2016). PSD95 ist ein postsynaptisches Protein,
welches malgeblich zur Entwicklung von Synapsen und synaptischer Plastizitat
beitragt. Bei der Alzheimer Krankheit wird eine Ursache in der Entwicklung kognitiver
Defizite durch Amyloid beta-induzierten Verlust von Synapsen und Neuronen vermutet.
Hiermit korrelierend kommt es zu einer Herabregulation von PSD95 (Tu et al., 2014). In
der vorliegenden Arbeit konnten jedoch in der Westernblot Analyse diesbeziiglich keine
signifikanten Einflisse von mutterlicher Adipositas wahrend Schwangerschaft und/oder
Saugezeit gefunden werden. Erganzend konnten aufgrund der Vielzahl weiterer
moglicher synaptischer Destruktion noch die présynaptischen Marker Synaptotagmin,
Synaptobrevin und munc-18 sowie die postsynaptischen Marker Synaptophysin und
CaMKIl zur weiteren Evaluation der synaptischen Plastizitat erfolgen (Weberpals et al.,
2009) .

Auf Proteinebene zeigte sich ,Apoptosis Repressor with CARD“ (ARC) ebenfalls ohne
signifikante Unterschiede innerhalb der Gruppen in der Western Blot Analyse. ARC ist
ein Protein, dessen Expression eng an die neuronale Aktivitdt gebunden ist. Es gibt
experimentelle Hinweise, dass ARC von Neuronen mit neuritischer Dystrophie nicht
mehr exprimiert werden kann und mit einem Verlust neuronaler Aktivitat

vergesellschaftet ist (Dorostkar et al., 2012).

Dass die Untersuchungen auf Proteinebene ebenfalls ohne signifikante Unterschiede
sind, stitzt die Vermutung, dass samtliche Untersuchungsergebnisse valide sind und die
Erndhrung der Amme im vorliegenden Experiment keinen Einfluss auf die postnatal

festgestellten kognitiven Defizite des Nachwuchses fettreich erndhrter Mitter beitragt.

Die Relevanz des Themas wird durch die Vielzahl der erscheinenden Publikationen zu

diesem Thema in den letzten Jahren deutlich. Ein Ammenexperiment hinsichtlich der
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Auswirkungen auf kognitive Defizite im Nachwuchs in Abhangigkeit der Ernéahrung von

Mutter und Amme wurde bislang noch nicht veroéffentlicht.

Da bereits eine andere Arbeitsgruppe einen additiven Effekt bei fettreicher Ernéhrung
der Amme in Bezug auf die Risiken eines metabolischen Syndroms feststellen konnte
(Masuyama et al., 2014) und negative Effekte auf kognitive Fahigkeiten im Nachwuchs
fettreich ernahrter Muttertiere (White et al., 2009; Bilbo et al., 2010; Wu et al., 2013)
bekannt sind, sollte dieses Experiment in deutlich grél3erem Rahmen wiederholt werden,
um mit groReren Gruppenzahlen die hier erzielten Ergebnisse zu reproduzieren. Zudem
sind weitere Experimente notwendig, um zu differenzieren, ob oben genannte Effekte
durch die fettreiche Erndhrung per se oder die adipése Konstitution der Muttertiere
verursacht ist. In bislang beschriebenen Studien werden diese beiden unterschiedlichen
Einflisse nicht voneinander getrennt betrachtet (Martin et al., 2014). Ebenso gilt es die
Vielzahl an potentiellen Ubertragungsmechanismen zu erforschen, prinzipiell ist von
einer multifaktoriellen Genese mit multiplen Pathomechanismen auszugehen.
Epigenetische Phanomene wahrend der intrauterinen Entwicklungsphase koénnten
hierfir mit verantwortlich sein (Graff et al.,, 2012; Li et al., 2017). Mehrfach sind
veranderte Leptinspiegel im Nachwuchs adipdser Muttertiere (Martin et al., 2014) und in
Abhéangigkeit der eigenen Diat dokumentiert worden. Leptin wird von den Muttertieren
und der Plazenta produziert und erreicht somit das Gehirn der Féten. Hier ist es an der
Hirnentwicklung beteiligt. Postnatal ist der Leptin-Spiegel des Nachwuchses von den
Konzentrationen in der Muttermilch abhéangig, eine Beeinflussung der kognitiven Defizite
ist Uber diesen Weg somit sowohl intrauterin als auch in der frihen postnatalen Phase
wahrscheinlich (Moody et al., 2017). Aber auch weniger offensichtliche Wege wurden
bereits beschrieben. So wurde bereits erforscht, dass ein durch Adipositas und
fettreiche Ernahrung veréndertes Mikrobiom der Mutter Auswirkungen auf die Kognition
im Nachwuchs hat (Bruce-Keller et al., 2017). Das Mikrobiom selbst wiederum steht
aktuell ebenfalls im Fokus der Wissenschaft und es gibt zahlreiche Hinweise darauf,
dass ein verandertes Mikrobiom sowohl Auswirkungen auf zahlreiche Risikofaktoren der
Alzheimer Demenz, wie Diabetes mellitus Typ 1 und 2 und die Koronare
Herzerkrankung hat, als auch selbst Einfluss auf die angeborene und erworbene
Immunabwehr hat (Erny et al., 2017). Zudem gibt es mehrere Hinweise darauf, dass
Mikrobiom auch direkt Einfluss auf die Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen



-83-

wie Morbus Alzheimer nimmt. Diskutiert wird an dieser Stelle durch die Darmbakterien
sezernierte Molekille sowie Hormone, Zytokine und Neurotransmitter, die vom Darm aus
in den systemischen Kreislauf kommen (Erny et al.,, 2017). In wie weit diese Effekte
perinatal von der Mutter auf den Nachwuchs tbertragen werden und inwiefern sie fur die
Ubermittlung negativer Effekte auf die Kognition in Zusammenhang mit mutterlicher

Adipositas verantwortlich sind, gilt es in zukinftigen Studien zu untersuchen.

Wahrend der postnatalen Entwicklung des Gehirns kommt es bis zur Pubertat zu einem
natirlichen Verlust nicht genutzter, Uberzéahliger Synapsen, dem sogenannten synaptic
pruning (Tremblay et al., 2010; Hong et al., 2016). Diese Phase der Entwicklung wird
nach aktuellem Stand der Wissenschaft hauptsachlich von Umweltfaktoren beeinflusst.
Dieser Prozess erfolgt unter Einbindung der angeborenen Immunabwehr. Im
erwachsenen Alter wird dieser Prozess herabreguliert (Tremblay et al., 2010; Hong et
al., 2016). Im Rahmen der Alzheimer Krankheit kommt es jedoch zu einer Reaktivierung
dieses Prozesses einhergehend mit einem Verlust von Synapsen, der mal3geblich fur
den Kklinischen Verlauf mitverantwortlich ist (Hong et al., 2016). Eine perinatale
Beeinflussung durch miutterliche Adipositas konnte den Vorgang des synaptic prunings
gegebenenfalls beeinflussen, ebenso ware eine Beeinflussung der Reaktivierung im
Alter im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen denkbar. Dies muss im Weiteren

untersucht werden.

Die potentiellen perinatalen Einflisse von mitterlicher Adipositas auf kognitive Defizite
im Nachwuchs sind multifaktoriell und nicht einheitlich reproduzierbar. Viele potentielle
Pathomechanismen sind bislang nur unvollstandig verstanden und eine Reihe weiterer

Studien wird notwendig sein, diese komplexen Vorgénge weiter aufzuklaren.

6 Zusammenfassung

Morbus Alzheimer ist die haufigste neurodegenerative Erkrankung weltweit mit stetig
steigender Inzidenz. Nur ein kleiner Anteil der Falle ist rein genetisch bedingt, die
meisten Krankheitsféalle sind durch multiple Risikofaktoren beeinflusst. Kausale

Behandlungskonzepte bestehen bislang nicht. Da keine kausalen Behandlungskonzepte



-84 -

bestehen und die Krankheit am Lebensende auftritt, kdme eine Verzdogerung des
Ausbruchs einer Verhinderung der Krankheit gleich. Ein wichtiger und beeinflussbarer
Risikofaktor ist Adipositas. Zum einen ist Adipositas im mittleren Lebensalter mit einer
hoheren Inzidenz von kognitiven Defiziten im Alter vergesellschaftet, zum anderen ist
mehrfach eine negative Auswirkung perinataler mutterlicher Adipositas auf kognitive

Fahigkeiten im Nachwuchs beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte zunéchst die tiefergehende Auswertung eines
vorangegangenen Experimentes, wo der Nachwuchs fettreich erndhrter Wildtyp- und
APP/PS1*--Muttertiere untersucht wurde. Hier konnte gezeigt werden, dass in der
Thioflavin S-Farbung eine deutlich hohere Amyloid-beta Plaque Belastung bei den
Tieren mit fettreich ernéhrten Muttertieren festgestellt werden. Unterschiede hinsichtlich
inflammatorischer Marker zeigten sich sowohl in der immunhistochemischen Fé&rbung
mit anti-GFAP, als auch in der Untersuchung auf mRNA-Ebene mittels real time PCR
nicht.

Im Anschluss wurde ein sogenanntes Ammenexperiment durchgefihrt. Hierfir wurden
ausschlieBlich Wildtyp-Mause verwendet. Die Muttertiere wurden zur Halfte mit
fettreicher Ernahrung und zur anderen Halfte mit einer standardisierten Kontrolldiat
geflttert. Postnatal wurde der Nachwuchs jeweils entsprechend gefitterten Ammen
zugeordnet. Im Alter von 6 Monaten erfolgte zunachst die verhaltensbiologische Testung
mittels Openfield- und Morris-Water-Maze Versuch, wo sich jeweils kein Einfluss durch
die unterschiedliche Futterung der Muttertiere auf die Leistung des Nachwuchses zeigte.
Ergdnzend erfolgte hiernach die molekularbiologische Aufarbeitung. In der
Untersuchung auf mRNA-Ebene konnte kein Effekt der mutterlichen Erndhrung auf
gangige inflammatorische Marker im Nachwuchs gezeigt werden und auch auf
Proteinebene ergab sich kein Hinweis auf Unterschiede hinsichtlich der synaptischen

Plastizitat.

Die Ubertragung kognitiver Defizite von Muttertier auf den Nachwuchs in
Zusammenhang mit mutterlicher Adipositas scheint offensichtlich multifaktoriell und zu
verschiedenen Zeitpunkten in der Entwicklung zu erfolgen. Zum detaillierteren

Verstandnis sind weitere Untersuchungen an dieser Stelle erforderlich.
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Versuchsgruppengrof3e siehe Legende. Datenerhebung mittels Ethovision 3.1,
Noldus Information Technology (Wageningen, NL). ........c.ccooiiiiiiiiiiiieeeiinceeees -64 -

Abb. 35: Raumliche Ged&chtnisbildung analysiert mit dem Morris Water Maze-Versuch

bei den weiblichen Nachkommen normal ernahrter Mitter (1. Position NCD) oder
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hochkalorisch fettreich ernahrter Mutter (1. Position HFD), wobei die Nachkommen
entweder von einer normal ernahrten Amme gesaugt wurden (2. Position NCD) oder
von einer hochkalorisch fettreich ernahrten Amme (2. Position HFD). CD_CD n= 11,
CD_HFD n=4, HFD_CD n=5. Untersucht wird die bendtigte Zeit die Plattform zu
finden in Sekunden, sowie die Distanz, die hierzu erforderlich ist in Zentimetern. Die
Darstellung erfolgt dber den Zeitraum des Experimentes von 6 Tagen.
Datenerhebung mittels Ethovision 3.1, Noldus Information Technology
(Wageningen, NL)......cooe e - 65 -
Abb. 36: Raumliche Gedachtnisbildung analysiert mit dem Morris-Water-Maze-Versuch
bei den méannlichen Nachkommen normal erndhrter Mutter (1. Position NCD) oder
hochkalorisch fettreich ernahrter Mutter (1. Position HFD), wobei die Nachkommen
entweder von einer normal ernahrten Amme geséaugt wurden (2. Position NCD) oder
von einer hochkalorisch fettreich ernahrten Amme (2. Position HFD). CD_CD n= 12,
CD_HFD n=1, HFD_CD n=5. Datenerhebung mittels Ethovision 3.1, Noldus
Information Technology (Wageningen, NL). ... - 66 -
Abb. 37: Quantitative real-time PCR-Ergebnisse in fold expression vs. CD_CD des
weiblichen Nachwuchses im Ammenexperiment. CD = control diet, HFD = high fat
diet, erste Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position: Ernahrung der Amme.
1way ANOVA und Tukey’s post-hoc Test, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant.
Mean + SEM. CD_CD n=12, CD_HFD n=3, HFD_CD n=5, HFD_HFD n=5......... - 69 -
Abb. 38: Quantitative real-time PCR-Ergebnisse in fold expression vs. CD_CD des
mannlichen Nachwuchses im Ammenexperiment. CD = control diet, HFD = high fat
diet, erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position: Ernahrung der Amme.
One-way ANOVA und Tukey's post hoc Test, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht
signifikant. Mean £ SEM. CD_CD n=8, CD_HFD n=1, HFD_CD n=5, HFD_HFD n=7.
Aufgrund der Gruppengrof3e erfolgte keine statistische Analyse der Gruppe
CD _HRFD. ..t a e e e e e aaaaaeaeeaan -71 -
Abb. 39: Westernblot Analyse des mannlichen Nachwuchses im Ammenexperiment.
Links PSD-95/Tubulin densitometry, rechts ARC/Tubulin densitometry. CD = control
diet, HFD = high fat diet, erste Position: Erndhrung der Mutter, zweite Position:
Erndhrung der Amme. One-way ANOVA, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant.
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Mean £ SEM. CD_CD n=10, CD_HFD n=1, HFD_CD n=4, HFD_HFD n=5. Aufgrund
der Gruppengrol3e erfolgte keine statistische Analyse der Gruppe CD_HFD......- 72 -
Abb. 40: Westernblot Analyse des mannlichen Nachwuchses im Ammenexperiment.
Links PSD-95/Tubulin densitometry, rechts ARC/Tubulin densitometry. CD = control
diet, HFD = high fat diet, erste Position: Ernahrung der Mutter, zweite Position:
Erndhrung der Amme. One-way ANOVA, p<0,05 *, p 20,05 n.s.=nicht signifikant.
Mean + SEM. CD_CD n=12, CD_HFD n=4, HFD_CD n=5, HFD_HFD n=5......... -73 -
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