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1 Einleitung

1.1 Tau-Protein bei neurodegenerativen Erkrankungen

Pathologische Veridnderungen des Tau-Proteins spielen bei verschiedenen neurodegenerativen Er-
krankungen eine Rolle. Bei der Alzheimer-Erkrankung (AD) gehort die Ausbildung von Neurofibril-
len zu den histopathologischen Charakteristika (Alzheimer, 1907; Brion et al., 1985). Die Beobach-
tung, dass diese intrazelluldren filamentosen Ablagerungen verdndertes Tau-Protein beinhalten,
riickte dieses Protein in den Fokus der Forschung (Grundke-Igbal et al., 1986a; Montejo de Garcini
et al., 1986). Weitere, mit Tau-Ablagerungen einhergehende, neurodegenerative Erkrankungen sind
verschiedene atypische Parkinson-Syndrome und Formen der Frontotemporalen Lobardegeneration

(FTLD) (Rabinovici und Miller, 2010).

Das Tau-Protein wurde erstmals 1975 als ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein (MAP) beschrieben,
das am Auf- und Abbau sowie an der Stabilisierung der Mikrotubuli beteiligt ist (Weingarten et al.,
1975; Cleveland et al., 1977a,b). Weiter reguliert Tau den axonalen Transport von Zellorganellen
(Vershinin et al., 2007; Dixit et al., 2008). Bei Menschen kommt das Tau-Protein hauptsdchlich im
Zytosol der Neuronen des Zentralen Nervensystems (ZNS) und dort vorwiegend in den Axonen vor
(Binder et al., 1985; Kowall und Kosik, 1987). Die variablen Funktionen des Tau-Proteins werden
hauptsichlich durch die Expression verschiedener Isoformen und durch den Phosphorylierungsgrad

des Proteins kontrolliert.

1.2 Genetik von Tau sowie Struktur und Funktion des Tau-Proteins

Das aus 16 Exons bestehende Gen (Andreadis et al., 1992, 1995) fiir das Mikrotubuli-assoziierte
Protein Tau (MAPT) liegt als einzelne Kopie auf dem langen Arm des Chromosoms 17 auf Bandpo-
sition 17q21 (Neve et al., 1986). Die Isoformen des humanen Tau-Proteins entstehen durch alterna-
tives Spleiflen (Exon 2, 3 und 10) des priméaren Transkripts (Goedert et al., 1988; Andreadis et al.,
1992). Im humanen ZNS werden sechs messenger Ribonukleinsduren (mRNAs) (2-3-10-, 2+3-10-,
2+3+10-, 2-3-10+, 2+3-10+, 2+3+10+) und folglich sechs Tau-Isoformen mit 352—-441 Aminoséduren
gebildet. Die Tau-Isoformen unterscheiden sich durch das Vorhandensein von drei oder vier Wie-
derholungssequenzen (repeats) in der carboxy (C)-terminalen Region durch alternatives Spleilien
mit Ein- oder Ausschluss von Exon 10 (4R- oder 3R-Tau) sowie durch das Vorhandensein bzw.
Fehlen von ein oder zwei Aminosduremotiven in der amino (N)-terminalen Region durch alternatives
SpleiBBen von Exon 2 und 3 (ON-, IN- oder 2N-Tau) (Goedert et al., 1989a,b; Himmler et al., 1989;
Kosik et al., 1989).

Die N-terminale Tau-Projektionsdoméne bestimmt den Abstand der Mikrotubuli zueinander (Chen

et al., 1992) und interagiert mit dem Zytoskelett (Hirokawa et al., 1988), unter anderem mit Aktin-
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und Spektrin-Filamenten (Carlier et al., 1984), zytoplasmatischen Organellen wie Mitochondrien

(Rendon et al., 1990) und mit der neuralen Plasmamembran (Brandt et al., 1995).

Die C-terminale Mikrotubuli-bindende Doméne mit drei bzw. vier Sequenzwiederholungen (3R-
bzw. 4R-Tau) fordert die Polymerisation der Mikrotubuli und vermittelt deren dynamische Stabilitit
(Mandelkow et al., 1996; Preuss et al., 1997). Uber die Beteiligung am Auf- und Abbau der Mikro-
tubuli spielt Tau beim Erhalt der Zellform und -struktur sowie beim Wachstum von Axonen wihrend
der Entwicklung eine Rolle (Esmaeli-Azad et al., 1994). 4R-Tau weist eine gro3ere Bindungsaffinitat
zu den Mikrotubuli auf als 3R-Tau auf (Goedert und Jakes, 1990; Butner und Kirschner, 1991). Die
Mikrotubuli-Bindungsdomidne moduliert zudem den Phosphorylierungsstatus des Tau-Proteins

(Sontag et al., 1999; Takashima et al., 1998).

Dariiber hinaus interagiert Tau im Bereich der Synapsen mit postsynaptischen Komplexen der Sig-
naliibertragung, reguliert die Funktion glutamaterger Rezeptoren in den Dendriten und beeinflusst

den Transport sowie die Funktion von synaptischen Mitochondrien (Pooler et al., 2014).

1.3 Phosphorylierung und Hyperphosphorylierung von Tau

Die Komplexitét der Tau-Isoformen wird durch verschiedene posttranslationale Modifikationen, am
Bedeutsamsten durch die Phosphorylierung, weiter erhoht. Der Tau-Phosphorylierungsstatus wird
durch Kinasen und Phosphatasen reguliert (Sengupta et al., 1998; Wang et al., 1998; Zheng-Fisch-
hofer et al., 1998; Jicha et al., 1999). Die Phosphorylierungsstellen treten gehiuft in den flankieren-
den Regionen der Mikrotubuli-bindenden Doménen auf. Phosphorylierte Tau-Isoformen binden we-
niger effektiv an Mikrotubuli und foérdern daher auch schlechter deren Polymerisation (Drechsel et

al., 1992; Bramblett et al., 1993; Biernat et al., 1993).

Im Gehirn von Alzheimer-Erkrankten ist die Tau-Phosphorylierungsrate im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen um das Drei- bis Vierfache erhoht (Khatoon et al., 1992, 1994). In isolierten
wpaired helical filaments* (PHF) aus Gehirngewebe von Patienten mit AD (Grundke-Igbal et al.,
1984) ist hyperphosphoryliertes Tau-Protein der Hauptbestandteil (Grundke-Igbal et al., 1986a,
1986b; Kosik et al., 1986, Wood et al., 1986). Laut in vitro Studien kann hyperphosphoryliertes Tau
nicht mehr an Mikrotubuli binden und deren Polymerisierung férdern (Alonso et al., 1994; Wang et
al., 1998). Zudem verdriangt hyperphosphoryliertes Tau normales Tau und andere MAPs von den
Mikrotubuli und destabilisiert diese Proteine (Alonso et al., 1996). Nach Dephosphorylierung disso-
ziiert das Tau-Protein von den PHF und erlangt seine biologische Aktivitdt zuriick (Wang et al.,
1995, 1996). Prinzipiell fordert die Tau-Hyperphosphorylierung {iber Konformationsdanderungen die
Aggregation des Proteins (Bancher et al., 1989, Kopke et al., 1993; Takeda et al., 2000a,b; Liu et al.,
2005).



Studien belegen, dass zahlreiche MAPT-Mutationen zu verdnderten Tau-Konformationen fiihren, die
leichter phosphoryliert werden und im Vergleich zum Wildtyp-Tau bei einer niedrigeren Phospho-
rylierungsstufe zu Fibrillen polymerisieren (Alonso et al., 2004). Die Folgen der Tau-Hyperphos-
phorylierung sind die Stérung des axonalen Transports, die Hemmung des Auswachsens von Axon-
dhnlichen Ausldufern und das Auftreten von degenerativen Zellverdnderungen (Yang et al., 2007).
Das hyperphosphorylierte, in seiner Konformation verdnderte Tau akkumuliert im Soma und den
Dendriten der Nervenzellen (Kosik et al., 1993; Wood et al., 1986) und bildet dort intrazelluldre
Ablagerungen. Die Tau-Hyperphosphorylierung fordert den pathologischen Wiedereintritt der Ner-
venzellen in den Zellzyklus und kann somit zur Neurodegeneration fithren (Wen et al., 2004; Andor-
fer et al., 2005; Khurana et al., 2006; Zhu et al., 2007). Aktuell gilt die Hyperphosphorylierung von
Tau als eine friihe Stufe der Tau-vermittelten Neurodegeneration und als eine wichtige Ursache fiir

die Beschleunigung des Krankheitsprozesses der AD.

Zusammenfassend ist das Tau-Protein in pathologischen Zustéinden hyperphosphoryliert und verliert
seine natiirlichen Funktionen in den Neuronen. Weiter kommt es zu einer unphysiologischen Um-
verteilung von Tau aus den Axonen in das Soma und die Dendriten. Diese Verdnderungen werden

unter dem ,,/oss of function* Modell zusammengefasst (Bodea et al., 2016).

Intrazelluldre neuronale Tau-Ablagerungen werden als ,,neurofibrillary tangles® (NFTs) bezeichnet.
Ultrastrukturell werden PHF und ,,strait filaments* (SF) unterschieden (Kidd, 1963). Die sechs
Braak-Stadien der AD basieren auf dem sequenziellen Auftreten von NFTs im ZNS, das mit der
Schwere der Erkrankung korreliert (Braak und Braak, 1991; Braak et al., 2006). Die NFTs sind al-
lerdings auch mit Einschrankungen des Gedichtnisses im Rahmen des normalen Alterns und in prak-
linischen Alzheimer-Stadien im Sinne eines ,,mild cognitive impairment™ (MCI) assoziiert (Arria-

gada et al., 1992; Guillozet et al., 2003).

Neuere Untersuchungen belegen, dass auch aus Gehirnen von Alzheimer-Erkrankten isolierte pra-
fibrilldre kleinere Tau-Aggregate (Oligomere) fiir die Zellen des ZNS toxisch wirken (Maeda et al.,
2018). Vermutlich tragt das l6sliche oligomere Tau zur Degeneration von Synapsen und zur Dys-
funktion von Mitochondrien bei Tauopathien bei (Lasagna-Reeves et al., 2011). Die Entwicklung
toxischer Eigenschaften von Tau (u.a. durch Bildung von Oligomeren) bei neurodegenerativen Er-

krankungen wird als ,,gain of toxic function* Modell (Bodea et al., 2016) zusammengefasst.

Das Tau-Protein kommt nicht nur wie bislang angenommen intrazellulér, sondern auch auflerhalb
von Neuronen und Gliazellen in der interstitiellen Flissigkeit (Yamada et al., 2011; Sato et al., 2018)
und im Liquor (Blennow et al., 1995; Blennow und Zetterberg, 2018; Olsson et al., 2005) vor. Laut
tierexperimentellen Studien wirkt extrazelluldres Tau neurotoxisch. Extrazellulire Tau-Aggregate
binden an neuronale Rezeptoren und werden von den Zellen aufgenommen, wo sie prionenartig eine

Fehlfaltung und Aggregation des nativen intrazelluldren Taus induzieren (Gao et al., 2018). Auf diese



Weise breitet sich die Tau-Pathologie tiber das Gehirn im Sinne der Braak-Stadien aus (Guo und

Lee, 2014).

1.4 Genetische Ursachen von Tauopathien

Tauopathien sind eine heterogene Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen mit intrazelluldren
Einschliissen aus verdandertem Tau-Protein im ZNS. Anders als bei der AD, bei der die Ablagerungen
aus intrazelluldarem Tau-Protein und extrazellulairem B-Amyloid bestehen, enthalten die Ablagerun-

gen bei primdren Tauopathien ausschlieBlich Tau-Protein (Irwin, 2016).

1994 wurde eine familidre autosomal-dominant vererbte Erkrankung mit Verhaltensstérungen, De-
menz vom Frontallappentyp, Parkinson-Symptomen und Amyotrophie beschrieben, die sich auf ei-
nen Locus auf dem Chromosom 17q21-22 zuriickfiihren liel (Wilhelmsen et al., 1994; Lynch et al.,
1994). Seitdem wurden iiber 150 Familien mit klinischen und pathologischen Charakteristika einer
Frontotemporalen Demenz (FTD) in Verkniipfung mit dem Chromosom 17q21-22 entdeckt (Wijker
et al., 1996; Bird et al., 1997; Heutnik et al., 1997; Murrell et al., 1997; van der Zee und van Broeck-
hoven 2014). Die Krankheitsfille wurden in eine Gruppe von Erkrankungen eingeordnet, die als
Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus des Chromosoms 17 (FTDP-17) bezeichnet werden
(Foster et al., 1997). 1998 wurden die ersten, mit einer FTDP-17 assoziierten Mutationen im Tau-
Gen entdeckt (Hutton et al., 1998; Poorkaj et al., 1998; Spillantini et al., 1998). Inzwischen sind
mindestens 59 Mutationen im Tau-Gen beschrieben (Goedert und Spillantini, 2017).

2006 wurden Mutationen im Progranulin-Gen in einer benachbarten Region des Chromosoms 17 als
zweite Ursache fiir eine FTDP-17 beschrieben (Baker et al., 2006; Cruts et al., 2006). Betroffene
zeigen Ablagerungen des TAR-DNA-bindenden Proteins 43 (TDP-43) (Rademakers et al., 2012; Lee
et al., 2017). Da der Begriff FTDP-17 nicht zwischen den Ursachen (Mutation im Tau-Gen bzw.
Progranulin-Gen) bzw. der Erkrankung zugrundeliegenden Proteinablagerungen unterscheidet,
wurde vorgeschlagen Frontotemporale Lobdrdegenerationen mit Ablagerungen von Tau (FTLD-
Tau) von Frontotemporalen Lobardegenerationen mit Ablagerungen von TDP-43 (FTLD-TDP) ab-
zugrenzen (Cairns et al., 2007; Forrest et al., 2018).

Zur FTLD-Tau-Gruppe zdhlen iiberwiegend sporadische Tauopathien wie die Pick-Erkrankung, die
Corticobasale Degeneration (CBD), die Progressive supranukledre Lahmung (PSP), die Globuldre
gliale Tauopathie (GGT) (Forrest et al., 2018) sowie seltene primér altersabhéngige Tauopathien
(Crary et al., 2014). Weiter beinhaltet die FTLD-Tau-Gruppe seltenere, zumeist autosomal-dominant
vererbte Erkrankungen mit Nachweis von MAPT-Mutationen mit sich iiberschneidenden klinischen
und neuropathologischen Merkmalen (Rabinovici und Miller, 2010; Bahia et al., 2013). Klinische
Symptome der FTLD-Tau-Erkrankungen assoziiert mit MAPT-Mutationen sind Verhaltensédnderun-

gen, Verlust der frontalen exekutiven Funktionen, Sprachstdrungen und Hyperoralitit; zwischen den



betroffenen Familien besteht jedoch eine grofie klinische Heterogenitét. Bei einigen Familien wurden
Parkinsonismus und Amyotrophie nachgewiesen (Reed et al., 2001). Die klinische Auspragung der
Symptome variiert mit der Art und der Lokalisation der Mutation. Bei derselben Mutation, auch
innerhalb einer Familie, konnen aber verschiedene Phéanotypen — vom typischen Bild einer FTD bis
hin zu einer AD-typischen Demenz — auftreten (Lindquist et al., 2008). Bei den meisten Betroffenen
beginnt die FTLD-Tau assoziiert mit MAPT-Mutationen frith (45.—65. Lebensjahr), schreitet rasch
progredient fort und fiihrt innerhalb von 8—10 Jahren zum Tod (Bird et al., 1999; Kobayashi et al.,
2003); beschrieben wurden jedoch auch Félle mit einem langsamen Verlauf von bis zu 25 Jahre
(Kobayashi et al., 2003; Murrell et al., 1999). Bei allen post mortem untersuchten Patienten mit
FTLD-Tau assoziiert mit MAPT-Mutationen wurde eine pathologische Tau-Akkumulation in Neu-

ronen oder in Neuronen und Gliazellen nachgewiesen.

MAPT-Mutationen sind fiir ca. 5 % der FTD-Fille verantwortlich (Goedert und Spillantini, 2017).
Die Mutationen treten gehduft in den fiir die Mikrotubuli-bindenden Doménen kodierenden Regio-
nen der Exons 9-12 sowie in den flankierenden Introns des Exons 10 auf. MAPT-Mutationen kénnen

in zwei funktionelle Gruppen unterteilt werden (Goedert und Spillantini, 2017).

Die erste Klasse der MAPT-Mutationen betrifft primér die Funktion von Tau als Protein. Dazu zéh-
len Missence- und Deletions-Mutationen in den kodierenden Regionen des Tau-Gens, welche Ver-
dnderungen in der Aminosduren-Sequenz von Tau bewirken. Diese Mutationen fiihren {iber Aus-
tausch oder Verlust von einzelnen Aminosduren zu Verdnderungen in der Sekundérstruktur der Tau-
Isoformen. Da die Mutationen in den konstitutiv exprimierten Exons liegen, sind alle Isoformen des
Tau-Proteins betroffen. Zu dieser Gruppe gehort die in dieser Arbeit untersuchte Punktmutation
R406W im Exon 13 (Verdnderung der DNA-Sequenz CGG zu TGQG), bei der im C-terminalen Seg-
ment des Tau-Proteins auf Position 406 ein Arginin gegen ein Tryptophan ersetzt ist (Reed et al.,

1997; Hutton et al., 1998).

Die zweite Klasse der MAPT-Mutationen, welche primér die Regulation des Spleifiens von Exon 10
verandert, ist im Exon 10 und in den Introns an der 5" und 3" Spleifstelle dieses Exons lokalisiert
und stort das alternative Spleien iiber eine Verdnderung der Struktur der SpleiB3stellen (Ghetti et al.,
2015), wodurch sich das Verhiltnis der 4R- und 3R-Isoformen verschiebt. Die Mehrzahl dieser Mu-
tationen fordert den Einschluss von Exon 10 in die mRNA und damit die Expression der 4R-Tau-
Isoform (Hutton et al., 1998), die daher in den unl6slichen Filamenten bei diesen Erkrankungen meist
dominiert (Clark et al., 1998). Mutationen, die den Ausschluss von Exon 10 aus der mRNA fordern,
verstarken dagegen die Expression von 3R-Tau (D’Souza et al., 1999; Stanford et al., 2003). Diese
pathogenen Spleifl-Mutationen belegen die Wichtigkeit eines ausgeglichenen Verhéltnisses von 4R-

und 3R-Isoformen (Goedert, 2004).



1.5 Biochemische und klinische Merkmale der Tau-R406W-Mutation

Die R406W-Mutation reduziert die Féhigkeit des Tau-Proteins an Mikrotubuli zu binden. In vitro
zeigt das Protein ein reduziertes Vermdgen, die Polymerisierung der Mikrotubuli zu férdern (Hong
et al., 1998; Perez et al., 2000). Eine Transfektion von MAPT-Gensequenzen mit R406W-Mutation
verursacht in Zelllinien eine signifikante Instabilitdt der Mikrotubuli und eine Stérung des zytoske-
lettalen Netzwerks (Rizzu et al., 1999; Barghorn et al., 2000; Vogelsberg-Ragaglia et al., 2000).
Weitere in vitro Untersuchungen belegen eine verminderte Bindung des mutierten Tau-Proteins an
intrazelluldre Strukturen (Goedert et al., 2000; Gauthier-Kemper et al., 2011). R406W-Tau-transgene
Mause zeigen zudem einen verlangsamten axonalen Transport (Zhang et al., 2004). In vitro erhoht
die R406W-Mutation im Vergleich zum Wildtyp-Tau die Heparin- oder Arachidonsdure-induzierte
Tau-Filament-Formation (Arrasate et al., 1999; Goedert et al., 1999; Nacharaju et al., 1999; Barghorn
et al., 2000). Die R406W-Mutation betrifft die 3R-Tau- und die 4R-Tau-Isoformen (Clark et al.,
1998; Spillantini et al., 1996; Morris et al., 1999; van Swieten et al., 1999), welche oft die ultrastruk-
turelle Formation von PHF ergeben (Reed et al., 1997; Spillantini et al., 1996).

Eine auf eine R406 W-Mutation zuriickzufiihrende hereditire FTLD-Tau (ehemals FTDP-17) wurde
bisher in Nordamerika (Reed et al., 1997; Hutton et al., 1998), Belgien (Rademakers et al., 2003),
Schweden (Ostojic et al., 2004; Passant et al., 2004; Ygland et al., 2018), Danemark (Lindquist et
al., 2008; 2009) und Japan (Ikeuchi et al., 2008) bei insgesamt neun Familien beschrieben (Y gland
et al., 2018). Die Erstmanifestation der Erkrankung liegt zwischen 45 und 75 Jahren. Bei erheblich
variierenden klinischen Phénotypen zeigen Patienten mit R406W-Mutation im Unterschied zu Pati-
enten mit anderen MAPT-Mutationen einen initial meist langsam voranschreitenden Gedéchtnisver-
lust, klinisch der AD &hnelnd (Reed et al., 1997; van Swieten et al., 1999; Rademakers et al., 2003;
Ostojic et al., 2004) und spater Frontallappen-Symptome und Sprachstérungen (Ostojic et al., 2004;
Lindquist et al., 2008). Daneben existierten Verldufe mit frithem Krankheitsbeginn, schneller Pro-
gression und fiir eine FTD-typischen Verhaltensauffalligkeiten (Saito et al., 2002). Das Vorhanden-
sein und die Auspragung von Parkinson-Symptomen variiert (van Swieten et al., 1999; Reed et al.,

1997).

1.6 Tauopathien durch Umweltfaktoren

Verschiedene Evidenzen belegen Umweltfaktoren als mogliche Ausléser von Tauopathien. Bei spo-
radischen Tauopathien wird eine Kombination aus genetischer Pradisposition und umweltbedingten
Triggerfaktoren diskutiert. Auch die phanotypische Variabilitdt bei vererbbaren Tauopathien deutet

auf das Vorhandensein von modifizierenden Umweltfaktoren hin. In den vergangenen 70 Jahren



wurde eine extrem hohe Pravalenz von atypischen Parkinson-Syndromen in fiinf geografisch isolier-
ten Regionen — Guam, Neuguinea, Kii-Halbinsel in Japan, Guadeloupe und Neukaledonien — beo-

bachtet.

1999 postulierten Caparros-Lefebvre und Elbaz, dass die hohe Pravalenz von atypischen Parkinson-
Syndromen auf Guadeloupe mit dem Verzehr von Friichten und Tees aus Pflanzen der Annonaceae-
Familie in Zusammenhang steht, da die Samen und die Blatter dieser Pflanzen Neurotoxine wie Al-
kaloide und Acetogenine enthalten. Die atypischen Parkinson-Syndrome von Guadeloupe wurden
neuropathologisch und biochemisch als Tauopathie eingestuft und zeigen dhnliche Tau-Ablagerun-
gen wie bei der PSP (Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999; Caparros-Lefebvre et al., 2002). 2004
wurde ein weiterer Fokus des atypischen Parkinson-Syndroms auf der pazifischen Insel Neukaledo-
nien identifiziert, wo die Erkrankung ebenfalls mit dem Verzehr von Annonaceae-Pflanzen assoziiert
ist (Angibaud et al., 2004; Caparros-Lefebvre 2004). Weiter besteht ein Zusammenhang zwischen
dem Konsum von Annonaceae-Produkten und atypischen Parkinson-Syndromen bei in London le-

benden Patienten karibischen Ursprungs (Chaudhuri et al., 2000).

Weitere Formen von atypischen Parkinson-Syndromen (Parkinson-Demenz-Komplex, PDC) in
Kombination mit einer Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) wurden auf Guam, in Neuguinea und
auf der Kii-Halbinsel in Japan gefunden. Die Ursache der Erkrankung auf Guam ist bis heute unbe-
kannt (Sacks, 1997; Wiener, 2005), als moglicher Ausloser wird eine Exposition gegeniiber der Sa-
gopalme (Cycas micronesia) diskutiert (Spencer et al., 1987; Murch et al., 2004; Steele und McGeer,
2008). Erkrankte zeigen neuropathologisch eine ausgedehnte neurofibrillire Degeneration (Hirano

etal., 1961), die biochemisch ebenfalls als Tauopathie definiert wurde (Steele et al., 2002).

1.7 Atypische Parkinson-Syndrome auf Guadeloupe

In Europa und Nordamerika macht der idiopathische Morbus Parkinson den Hauptanteil der Parkin-
son-Syndrome aus. Der Anteil der atypischen Parkinson-Syndrome betrigt lediglich 20-30 % (de
Rijk et al., 1997). Von 1995-2002 wurden auf der karibischen Insel Guadeloupe gehduft atypische
Parkinson-Syndrome detektiert, wodurch sich das Verhiltnis zwischen atypischen (70-80 %) und
idiopathischen (20-30 %) Formen umkehrte (Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999; Caparros-Lef-
ebvre et al., 2002; Lannuzel et al., 2007). Atypische Parkinson-Syndrome traten hauptsichlich bei
Bewohnern mit einem regelméfBigen Konsum von Tees oder Friichten der Annonaceae-Familie auf
(Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999; Lannuzel et al., 2007). Caparros-Lefebvre und Elbaz (1999)
fiihrten die Erkrankung auf den Konsum von Friichten und Aufgilissen von Annona (A.) muricata
zuriick. Da Patienten mit atypischen Parkinson-Syndromen auf Guadeloupe verschiedene Ethnien
und nur selten eine positive Familienanamnese aufweisen, erscheint eine genetische Ursache un-

wahrscheinlich.



In Guadeloupe ist 4. muricata (Graviola, Soursop, Guanabana, Corossol) der haufigste Vertreter der
Annonaceae-Familie. A. muricata wird in der traditionellen kreolischen Medizin routineméafig bei
Herz- oder Verdauungsbeschwerden, als Beruhigungsmittel oder allgemein zum Gesundheitserhalt
verwendet (Longuefosse und Nossin, 1996). A. muricata enthélt Neurotoxine, wie Isoquinolin-Al-
kaloide (Leboeuf et al., 1980), und Acetogenine (Li et al., 1990; Cavé et al., 1997; Kotake et al.,
2004), wie Annonacin. In einer Fall-Kontroll-Studie auf Guadeloupe (Lannuzel et al., 2007) war der
Konsum an A. muricata bei Patienten mit atypischen Parkinson-Syndromen signifikant hoher als in

der Kontrollgruppe oder bei Patienten mit idiopathischem Parkinson-Syndrom.

Die Klinik des atypischen Parkinson-Syndroms auf Guadeloupe ist durch eine symmetrische
Bradykinese, eine vorwiegend axiale Rigiditét, eine friihe posturale Instabilitdt und einen kognitiven
Verfall mit Zeichen einer Frontallappendysfunktion charakterisiert. Ein Ansprechen auf eine L-
Dopa-Therapie fehlt, oder ist voriibergehend und schwach (Caparros-Lefebvre et al., 2002). Eine
Klassifizierung des klinischen Phénotyps (inkl. neuropsychologische Tests, cerebrale Kernspinto-
mografie) ergab zu jeweils einem Drittel ein idiopathisches Parkinson-Syndrom, ein PSP-dhnliches
Syndrom (Gd-PSP) und eine Parkinson-Demenz-Komplex-dhnliche Erkrankung von Guadeloupe
(Gd-PDC). Andere atypische Parkinson-Syndrome (CBD, Multisystematrophie vom Parkinson-Typ
(MSA-P)) waren selten (Lannuzel et al., 2007). Gd-PSP- und Gd-PDC-Patienten weisen neben den
klassischen, jedoch L-Dopa resistenten Parkinson-Symptomen (Rigiditdt, Akinesie, Tremor) visuelle
Halluzinationen, eine friihe posturale Instabilitdt (Stiirze), eine autonome Dysfunktion und eine
fronto-subcortikale Demenz auf. Weiter zeigen Patienten mit atypischen Parkinson-Syndromen auf
Guadeloupe hédufig eine Rapid-Eye-Movement-(REM)-Schlaf-Verhaltensstorung (De Cock et al.,
2007).

1.8 Zusammenhang zwischen Annonaceae-Neurotoxinen und den atypischen
Parkinson-Syndromen auf Guadeloupe

In in vitro Experimenten erwiesen sich Alkaloide aus 4. muricata als schwache Neurotoxine (Lan-
nuzel et al., 2002, 2003). Die in Pflanzen weit verbreiteten, strukturell mit Tyramin und Dopamin
verwandten, hydrophilen Isoquinolin-Alkaloide interferieren mit Neuramin-Rezeptoren und katabo-
len Enzymen. Isoquinolin-Alkaloide rufen bei Tieren eine nigrostriatale Neurodegeneration hervor
(Nagatsu, 2002). Die fiir die Annonaceae-Familie spezifischen Acetogenine (Cavé et al., 1997; Alali
et al., 1999) sind Fettséurederivate (Polyketide), die aufgrund ihrer Lipophilie die Zellmembran
durch passive Diffusion durchdringen (Degli Esposti, 1998). Acetogenine sind potente, spezifische
Komplex-I-Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette (Tormo et al., 1999; Motoyama et al.,
2002). Der Hauptvertreter der Acetogenine in 4. muricata ist Annonacin (Laprévote et al., 1993;

Gleye, 1998).



In vitro Studien verglichen die neurotoxischen Effekte von Annonacin und anderer Komplex-I-Inhi-
bitoren. Annonacin beeintriachtigt dopaminerge und nicht-dopaminerge Zellen (Lannuzel et al.,
2002). Der neurotoxische Effekt von Annonacin ist 1000-fach stérker als der von Benzyl-Tetrahyd-
roisoquinolin-Reticulin (hdufigstes Alkaloid in 4. muricata) bzw. 100-fach potenter als der von Me-
thyl-Phenylpyridinum (MPP+, toxisches Derivat von 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
(MPTP)) (Langston et al., 1983). Die Toxizitdit von Annonacin fiir dopaminerge Neuronen im
Mesencephalon beruht auf einer Stérung des Energiemetabolismus (Lannuzel et al., 2003). In vitro
fiihrt Annonacin in niedrig-nanomolaren Bereichen zur Reduktion von Adenosintriphosphat (ATP),
zur Umverteilung des Tau-Proteins von den Axonen zu somatodendritischen Kompartimenten und
zum Tod striataler Neuronen (Escobar-Khondiker et al., 2007). Ein Vergleich von 24 Komplex-I-
Inhibitoren mit dhnlichen Eigenschaften wie Annonacin (Hollerhage et al., 2009) ergab eine Korre-
lation zwischen der Stirke der Komplex-I-Hemmung und dem Ausmal} der somatodendritischen

Umverteilung von phosphoryliertem Tau in kultivierten striatalen Neuronen von Nagern.

Bei intravendser Gabe iiber 28 Tage (Champy et al., 2004) dringt Annonacin in das Hirnparenchym
von Ratten ein, senkt die ATP-Konzentration und ruft eine ausgedehnte Neurodegeneration in der
Substantia nigra und im Striatum hervor. Die Verteilung des Nervenzellverlustes dhnelt den Verin-
derungen bei atypischen Parkinson-Syndromen auf Guadeloupe (Hoglinger et al., 2003, 2005a,
2005b). Die auch in den Verhaltensexperimenten der vorliegenden Arbeit verwendeten transgenen
Maiuse entwickelten unter chronischem Konsum von Saft aus 4. muricata eine Tau-Pathologie
(nicht-transgene (nTg) Méuse < transgene Miuse mit humanem Wildtyp-Tau (hWWT) < transgene
Maiuse mit R406W-Tau) (Rottscholl et al., 2016). Die Behandlung von Miusen mit Annonacin fiihrt
zu einer Tauopathie mit immunhistochemisch nachweisbaren Tau-Aggregaten, welche mit einer

Verhaltensstorung der Méuse korrelierten (Salama et al., 2019).

Analysen von Extrakten von A. muricata (Champy et al., 2005) ergaben einen Annonacin-Gehalt
von 15 mg pro Frucht und 0,14 mg pro Liter Blattaufguss. Ein Erwachsener, der tdglich eine Frucht
oder eine Flasche Nektar konsumiert, nimmt im Jahr eine kumulative Dosis von 106 mg/kg Korper-
gewicht auf. Dies entspricht einer Dosis, die bei Ratten bei intravenoser Gabe eine Neurodegenera-
tion hervorruft (3,8 mg/kg/Tag fiir 28 Tage = 106,4 mg/kg Korpergewicht) (Champy et al., 2004).
Die geschitzte lebenslange Annonacin-Dosis aus Friichten und Aufgiissen von A. muricata bei Pati-
enten mit Parkinson-Syndromen auf Guadeloupe liegt um ca. einen Faktor 20 héher (Champy et al.,
2004, 2005). Da jedoch die Bioverfiigbarkeit von Annonacin bei oraler und intravendser Gabe nicht

bekannt ist, sind diese Vergleiche vorsichtig zu interpretieren.



1.9 Evidenz fiir den Synergismus einer Annonacin-Intoxikation und der
R406W-Mutation bei Tau-transgenen Mausen in vivo

Bei einer kontinuierlichen subkutanen Infusion von Annonacin fiir drei Tage zeigten R406W -trans-
gene Miuse im Vergleich zu nTg-Mausen dosisabhingig eine erhohte Tau-Phosphorylierung und
eine Umverteilung in somatodendritische Kompartimente (Yamada et al., 2014). Die mit Annonacin
behandelten, R406 W -transgenen Tiere wiesen im Vergleich zu nTg-Mausen eine erhéhte Tau-Kon-
zentration (humanes und murines Tau) und eine Zunahme von unléslichen Tau-Aggregaten auf. Es
gibt Hinweise, dass die Erhéhung der Tau-Menge bei R406 W-transgenen Tieren aus einer reduzier-
ten Aktivitdt der Proteasomen bei erhohtem oxidativem Stress durch die Annonacin-vermittelte
Komplex-I-Inhibition resultiert. Laut einer These konnen die Proteasomen die erh6hte Akkumulati-
onstendenz der durch eine Mutation verdnderten Tau-Proteine bei gleichzeitiger Annonacin-Behand-
lung nicht mehr kompensieren. Weiter erhdhte sich unter Annonacin-Intoxikation die Menge an
phosphoryliertem Tau-Protein im Vergleich zum Tau-Gesamtprotein sowohl bei nTg-Tieren als auch
bei R406W-transgenen Mausen iiberproportional, mit Hinweisen auf einen ursdchlichen veranderten

Grad an Tau-Kinasen (Yamada et al., 2014).

1.10 Tau-transgene Mausmodelle

In Tiermodellen ist eine Analyse des Zusammenhangs zwischen Tau-vermittelten Effekten und der
Neurodegeneration moglich. Anders als in in vifro Systemen lésst sich mit Tiermodellen die Tau-
Aggregation und die Interaktion von Schliisselmolekiilen unter physiologischen Bedingungen unter-
suchen. Mit Hilfe von Tau-transgenen Mausmodellen konnen sowohl histopathologische Merkmale
humaner Tauopathien als auch Auswirkungen auf das Verhalten analysiert werden (G6tz et al.,

2013).

Die ersten Tau-transgenen Méause exprimierten die ldngste humane cerebrale Tau-Isoform (2N4R)
(Gotz et al., 1995). Neuropathologisch zeigten diese Méduse Aspekte von humanen Tau-Pathologien
mit einer somatodendritischen Lokalisation und Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins. Auch das
in der vorliegenden Arbeit verwendete hWT-Mausmodell exprimierte die ldngste bekannte Tau-Iso-
form (441 Aminosiuren, 2N4R, hTau40). Die meisten Mauslinien mit einer Uberexpression von
verschiedenen hWT-Isoformen unter Verwendung von starkeren Promotoren (Brion et al., 1999;
Ishihara et al., 1999; Spittaels et al., 1999; Probst et al., 2000) wiesen motorische Defizite auf. Trotz
der Formation von Tau-Aggregaten und einer altersabhidngigen Abnahme der Tau-Loslichkeit wur-
den nur bei sehr alten Mausen NFTs beobachtet (Ishihara et al., 2001a,b). Inzwischen existieren
transgene Mausmodelle, die alle sechs humane Tau-Isoformen exprimieren (Duff et al., 2000; An-

dorfer et al., 2003).
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Nach der Identifikation von urséchlichen MAPT-Mutationen bei Familien mit einer FTD wurden
entsprechende transgene Mauslinien entwickelt (Frank et al., 2008). Mause mit humanen mutierten
Tau-Genen entwickelten aus hyperphosphoryliertem Tau-Protein bestehende Filamente, die mit ei-
nem neuronalen Zellverlust assoziiert waren. Bei den in vivo Modellen mit NFT-Formation traten
sowohl neuronale (Allen et al., 2002; Gétz et al., 2001a; Lewis et al., 2000; Tanemura et al., 2001;
Tatebayashi et al., 2002) als auch gliale Tau-Pathologien (Gotz et al., 2001b; Higuchi et al., 2005)
auf. Die Expression des mutierten Tau-Proteins erfolgte {iber konstitutive oder Doxycyclin-regulierte
Promotoren (G6tz und Gotz, 2009). In weiteren Untersuchungen wurde zusétzlich zu den histopa-
thologischen Merkmalen auch das Verhalten der transgenen Tiere analysiert (Tanemura et al., 2002;

Tatebayashi et al., 2002; Taniguchi et al., 2005; Pennanen et al., 2006).

Die erste publizierte Mauslinie mit ausgepragter NFT-Formation enthielt das humane Tau-Gen mit
der Missence-Mutation P301L unter der Kontrolle des murinen Prionprotein (PrP)-Promotors (Lewis
et al., 2000). Die Tiere entwickelten im Alter von 10 Monaten schwere motorische Beeintrachtigun-
gen. Die Expression einer anderen Tau-P301L-Isoform unter der Kontrolle eines Neuronen-spezifi-
schen Promotors (mThy1.2) (Go6tz et al., 2001a) resultierte in Storungen des Gedéchtnisses und des
exploratorischen Verhaltens der Tiere (Pennanen et al., 2006). Die Verstiarkung der Expression durch
Zugabe von Doxycyclin zum Trinkwasser bei Madusen mit humanem Tau-Gen mit der Mutation
P301L unter Kontrolle eines Doxycyclin-regulierten Promotors (Santacruz et a., 2005) resultierte in
einer 15-fachen Uberexpression von mutiertem Tau und zunehmender NFT-Formation, verbunden
mit einem Nervenzellverlust bevorzugt im Hippocampusbereich, einer makroskopischer Hirnatro-
phie sowie einer Verhaltensstorung. Das Abschalten des Promotors fiihrte zu einer reduzierten Tau-
Konzentration, zu verbesserten Gedéchtnisfunktionen und zur Stabilisierung der Nervenzellzahl.
Auch in anderen Mausmodellen kam es durch Abschalten der Promotoren, die das transgene humane
Tau-Gen kontrollierten, zu einer verminderten Tau-Expression und Abnahme der Verhaltensstorun-
gen (Xu et al., 2014b). Bei transgenen Méusen mit dem Tau-P301L-Gen (unter der Kontrolle des
murinen PrP-Promotors), denen gleichzeitig das Gen fiir die Protein-Phosphatase 2A (PP2A) fehlte,
zeigte sich eine Exazerbation der Tau-Pathologie mit ausgeprédgter Tau-Hyperphosphorylierung vor

allem im Bereich des Hippocampus (Deters et al., 2009).

Tau-K369I-transgene Méause entwickelten extrapyramidalmotorische Stérungen im Sinne eines Par-
kinsonoids durch Expression des Transgens primér in der Substantia nigra pars compacta (Ittner et
al., 2008). In diesem Modell war der axonale Transport von Mitochondrien und Tyrosin-Hydroxylase
enthaltenden Vesikeln gestort. Auf molekularer Ebene wurde im Zellkorper eine Verbindung von
Adapterproteinen und Bestandteilen des Kinesin-Motor-Apparates zu dem akkumulierten hyperpho-

sphorylierten Tau nachgewiesen.

Aktuell existieren auch transgene Mausmodelle mit einer glialen Tau-Pathologie (Higuchi et al.,

2002). Im Rahmen der Alzheimer-Forschung wurden zudem doppelt-transgene Mausmodelle mit
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mutierten MAPT- und Amyloid-Precursor-Protein (APP)-Genen (Lewis et al., 2001) und dreifach-

transgene Mausmodelle mit zusdtzlichen Mutationen im Presenilin-Gen etabliert (Oddo et al., 2003).

Bei Tau-R406W-transgenen Mausen wurden altersabhédngig hyperphosphorylierte Tau-Einschliisse
und NFTs gefunden (Tatebayashi et al., 2002; Zhang et al., 2004; Ikeda et al., 2005). Weiter kam es
zu einer somatodendritischen Umverteilung von phosphoryliertem Tau im Neokortex, Hippocampus,
Kleinhirn und Riickenmark (Zhang et al., 2004). Bei Tau-R406 W-transgenen Mausen mit der 2N4R-
Isoform unter der Kontrolle des PrP-Promotors des syrischen Hamsters ging die Tau-Akkumulation
ab einem Alter von 6 Monaten vom Hippocampus und Amygdala aus und zeigte eine schrittweise
Ausbreitung in den Kortex und in subkortikale Areale. Zudem wurde eine Aktivierung der Glykogen-
Synthase-Kinase (GSK) 3 Beta und eine Induktion des Maus-Tau in Astrozyten beobachtet (Ikeda et
al., 2005). Bei 19 Monate alten R406W-transgenen Miusen trat zudem eine Beeintréchtigung des
assoziativen Gedéchtnisses ohne offensichtliche sensomotorische Defizite auf (Tatebayashi et al.,
2002). In anderen Studien zeigten alte R406 W-transgene Mause motorische Schwichen der hinteren
Extremitdten (Zhang et al., 2004) bzw. eine erhdhte Immobilitétszeit im Forcierten-Schwimm-Test
(FST) (Egashira et al., 2005). Insgesamt wurde in zahlreichen Tau-transgenen Mausmodellen eine

Korrelation des Verhaltens der Tiere zur Tau-Pathologie festgestellt.

1.11 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit sollte die Verhaltensmerkmale und motorische Funktionen von Tau-transge-
nen und nTg-Mausen bei Behandlung mit Saft aus 4. muricata vs. Wasser liber einen Zeitraum von
annidhernd einem Jahr untersuchen. Die Ergebnisse der Verhaltenstests sollten Aufschluss dariiber
geben, ob Tau-transgene Miuse phinotypische Merkmale einer genetisch bedingten Tauopathie
(FTLD-Tau assoziiert mit MAPT-Mutationen) aufzeigen. Eine weitere Frage war, ob eine Exposition
gegeniiber Saft von A. muricata, die als Ursache fiir die atypischen Parkinson-Syndrome von Gua-
deloupe gilt, bei nTg-Méausen phanotypische Merkmale einer Tauopathie auslost. Ebenso sollte ge-
priift werden, ob eine solche Exposition die Verhaltensmerkmale von Tau-transgenen Mausen ver-

starkt. Folgende Fragestellungen sollten im Einzelnen beantwortet werden:

e Treten bei Tau-transgenen Mausen bzw. bei nTg-Mausen nach Behandlung mit Saft aus A. muri-
cata motorische Defizite (Akinese, Bradykinese, posturale Instabilitét) auf?

e Zeigen Tau-transgene Méuse bzw. nTg-Méuse nach Behandlung mit Saft aus 4. muricata Auf-
falligkeiten bei der lokomotorischen Aktivitat (Hyperaktivitat/reduzierte Aktivitdt) und in ihrem
exploratorischen Verhalten (z. B. dngstliches Verhalten)?

e Ergeben sich bei Tau-transgenen Mausen bzw. bei nTg-Méusen nach Behandlung mit Saft aus A4.

muricata Hinweise auf Defizite des Gedachtnisses?
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e Treten zwischen Tau-transgenen und nTg-Mausen mit und ohne Exposition gegeniiber Saft aus
A. muricata Unterschiede im sozialen Verhalten im Sinne einer Enthemmung (Disinhibition) oder
eine Ablehnung von sozialen Kontakten auf?

e Gibt es bei Tau-transgenen Méusen bzw. bei nTg-Méusen nach Behandlung mit Saft aus A. muri-

cata Hinweise auf eine verstirkte depressive Stimmungslage?

® Wie ist der zeitliche Verlauf dieser Verhaltenscharakteristika?
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2 Material und Methoden

2.1 Generierung der Tiere der beiden Mauskohorten

Transgene Tiere wurden entsprechend der anerkannten wissenschaftlichen Methoden generiert
(Zhang et al., 2004). Die Elterngeneration wurde beim Center for Neurodegenerative Disease Re-
search, Department of Pathology and Laboratory Medicine and Institute on Aging, The University
of Pennsylvania, School of Medicine, Philadelphia, Pennsylvania (Frau Prof. Virginia M. Lee) er-
worben. Die Tiere wurden in eigener Zucht in der geschlossenen Tierhaltung des Biomedizinischen
Forschungszentrums (BMFZ) der Philipps-Universitdt Marburg vermehrt. Fiir die Durchfiihrung der
Tierversuche lag die Genehmigung des Regierungsprasidiums Gieflen (Ordnungsnummer 45/2007)

und der Tierschutzkommission der Universitdt Marburg vor.

Die verwendeten transgenen Mauslinien exprimierten die ldngste humane Tau-Isoform (2N4R,
hTau40) mit und ohne R406W-Mutation unter der Kontrolle des murinen PrP-Promotors. Alle Tiere
hatten einen B6C3 (C57BL6 x C3H) -Hintergrund (Zhang et al., 2004). Zur Herstellung der transge-
nen Mausmodelle wurden zwei komplementéire hTau40-DNAs mit und ohne Mutation (hWT-Tau
und R406W-Tau) unter der Kontrolle des murinen PrP-Promotors in einen Expressionsvektor ge-
klont (MoPrP.Xho). Ein 15,3 kB groBles Fragment (Sequenzen fiir hTau40-Isoform, muriner PrP)
wurde mit seinen 3° sowie 5’ nicht-translatierten Sequenzen in eine fertilisierte Maus-Eizelle
(C57BL6 x C3H, sog. B6C3/F1) mikroinjiziert, welche in ein pseudo-trachtiges Weibchen implan-
tiert wurde. Durch Analyse der Schwanzproben des Wurfes mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
wurden transgene und nTg-Tiere unterschieden und homozygote Tiere geziichtet. Fiir die Versuche
wurden heterozygote hWT-Tau-transgene (23+/-) und homozygote Tau-R406W-transgene Méuse
(37+/+) verwendet, da die beide Linien im Gehirn vergleichbare Mengen an humanem Tau-Protein
exprimierten. Die Menge entsprach dem 8—10-Fachen der Menge des murinen Tau-Proteins (Zhang

etal., 2004).

2.2 Tierhaltungsbedingungen der Mauskohorten

Die Mauskohorte, die mit Saft aus 4. muricata behandelt werden sollte (Saft-Kohorte), wurde im
August 2006 in der geschlossenen Tierhaltung des BMFZ geziichtet. Die Mause wurden im Alter
von 6 Wochen von den Zuchttieren getrennt. Mannliche Méause wurden Ende September 2006 fiir

die experimentelle Phase aus der geschlossenen in die offene Tierhaltung des BMFZ iiberfiihrt.

Die urspriingliche Saft-Kohorte bestand aus 22 transgenen, fiir die Punktmutation Tau-R406W ho-
mozygoten Mausen (R406W-Mduse). Diese stammten von fiinf transgenen homozygoten Parchen
ab. Weiter enthielt die Saft-Kohorte 83 Mause, die von 16 Mauseparchen abstammten, bei denen ein

Elternteil heterozygot fiir das hWT-Tau-Gen (hWT +/-) und das andere nicht-transgen (hWT -/-)
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war. Die Nachkommen dieser Tiere zeigten den Genotyp hWT +/- oder hWT -/-. Zur Bestimmung
des Genotyps der Versuchstiere wurde im Alter von 6 Wochen eine PCR durchgefiihrt. Dazu wurde
den Tieren unter Narkose in der Narkosebox nach Erloschen der Stellreflexe eine Gewebeprobe aus
dem Schwanz entnommen. Gleichzeitig wurden alle Tiere an den Ohren markiert. Die PCR ergab 35
hWT +/- und 48 hWT -/-Tiere. Auf der Basis der PCR-Ergebnisse erfolgte die Zuordnung der Méduse
zu den Kéfigen. Das Mausmodell hWT wurde verwendet um Mutations-spezifische Merkmale der
Maiuse mit der Mutation R406W auf der Basis der gleichen Tau-Isoform unter der Kontrolle dessel-

ben Promotors herausstellen zu konnen.

Die Mauskohorte, die Wasser erhielt (Wasser-Kohorte), wurde ausfiihrlich in der Dissertation von
Frau M. Hégele (geb. Lunow) beschrieben. Die Wasser-Kohorte bestand initial aus 38 R406W-, 40
hWT- und 49 nTg-Tieren. Fiir die Wasser-Kohorte galten die gleichen Bedingungen bei der Ziich-

tung und Genotypisierung wie fiir die Saft-Kohorte.

Auch die Tierhaltungsbedingungen waren fiir beide Mauskohorten identisch. In der offenen Tierhal-
tung herrschte ein 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus (Lichtphase 6:00—18:00 Uhr, Nachtphase 18:00—
6:00 Uhr). Die Raumtemperatur betrug 22 °C, die Luftfeuchtigkeit 40-60 %. Alle Tiere wurden in
Gruppen gehalten, dabei befanden sich maximal drei (bei der Wasser-Kohorte maximal vier), am
haufigsten aber zwei Geschwistertiere moglichst mit demselben Genotyp in einem mit Streu gefiill-
tem Kafig Typ Makrolon (35*%20*14 c¢cm, Fa. Ehret GmbH & Co. KG Emmendingen, Deutschland).
Die Kafige mit Gitterdeckeln wurden einmal pro Woche gewechselt und neu eingestreut. Die Mause

hatten jederzeit freien Zugang zum Futter (Teklad Global Diet).

2.3 Behandlung mit Saft aus A. muricata

Ab der 9. Lebenswoche erhielten alle Tiere der Saft-Kohorte (R406W-, hWT- und nTg-Mause), als
Flissigkeit verdiinntes Fruchtsaftkonzentrat aus 4. muricata anstelle von Wasser. Der industriell
hergestellte Fruchtsaft (Graviola Juice, Firma Dafruta, Recife, Brasil) enthielt zu 50 % Piiree aus A.
muricata, Wasser sowie Metabisulfit, Natrium-Benzoat und Zitronensdure. Wie vom Hersteller fiir
den menschlichen Verzehr empfohlen, wurde der Fruchtsaft 1:4 verdiinnt (200 ml Graviola-Frucht-
saftkonzentrat + 800 ml Wasser), sodass die fertige Fruchtsaftzubereitung 20% Graviola-Saft ent-
hielt. Jeweils 100 ml des fertigen Saftes wurden pro Kéfig in eine Flasche gefiillt. Zu Beginn der
Behandlung wurde regelmifig iiberpriift, ob die Tiere ausreichend Fliissigkeit aufnahmen, ob der
verdiinnte Fruchtsaft von den Tieren vertragen wurde bzw. ob Nebenwirkungen bemerkbar waren.
Nach einer Eingewohnungsphase von ca. 3 Tagen, in denen die Méause im Vergleich zur Wasserauf-
nahme weniger Saft tranken, stellte sich ein Gleichgewicht ein. Der Saft wurde jeden 3. Tag gewech-

selt. Der Stuhlgang der Méuse wies unter diesen Bedingungen eine normale Konsistenz auf.
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Die durchschnittliche tdgliche Fliissigkeitsaufnahme der Méuse im Alter von 11 und 45 Wochen
wurde repréasentativ in zwei Kéfigen (je ein Kéfig mit Tieren der Wasser- und Saft-Kohorte) gemes-

sen, indem die Flaschen iiber einen Zeitraum von 9 Tagen jeden 2. Tag gewogen wurden.

2.4 Ubersicht iiber die experimentelle Phase

In den Mauskohorten wurden flinf Testreihen mit jeweils fiinf Verhaltenstests durchgefiihrt. Die erste
Testreihe mit der Saft-Kohorte erfolgte mit 103 Versuchstieren (22 R406W-, 35 hWT- und 46 nTg-
Mause) in der 12. Lebenswoche (Umstellung von Wasser auf Saft aus A. muricata in der 9. Lebens-
woche). Die zweite Testreihe fand in der 20. Lebenswoche mit 100 Versuchstieren (22 R406W-, 34
hWT- und 44 nTg-Maiuse) statt. Vor der dritten Testreihe wurden zehn Méuse jedes Genotyps fiir
die histologische und immunhistochemische Untersuchung aus der Kohorte eliminiert. Die Ergeb-
nisse wurden in der Dissertation von Herrn R. Rottscholl beschrieben und in Rottscholl et al., 2016
publiziert. Die dritte bis finfte Testreihe erfolgte jeweils mit 70 Versuchstieren (12 R406W-, 24
hWT-, 34 nTg-Mause) im Alter von 6, 8 und 12 Monaten. Nach der fiinften Testreihe wurden erneut
je zwolf Tiere jedes Genotyps fiir die histologische und immunhistochemischen Untersuchung aus
der Kohorte eliminiert (Rottscholl et al., 2016). Wéhrend der ersten 3 Wochen unter der Behandlung
mit Saft aus A. muricata starben spontan zwei nTg-Tiere. Wahrend der Versuchsreihe starben insge-
samt fiinf Tiere (2 hWT-, 3 nTg-Miuse). Im Alter von ca. anderthalb Jahren wurden alle noch leben-
den Miuse der Restkohorte fiir die histologische / immunhistochemische Untersuchung eliminiert

(Rottscholl et al., 2016).

Die Experimente mit der Wasser-Kohorte wurden ausfiihrlich in der Dissertation von Frau M. Hi-
gele, geb. Lunow, beschrieben. Die Wasser-Kohorte bestand initial aus 38 R406W-, 40 hWT- und
49 nTg-Mausen. Durch begleitende histologische Untersuchungen wahrend der Versuchsreihe redu-
zierte sich die Gruppengrofle. Die Testreihen (1-5) wurden im Alter von 6, 18, 25, 32 und 54 Wochen
durchgefiihrt. Wahrend der Versuchsreihe verstarben drei R406W-Tiere.

Zur Vereinfachung der Darstellung der Ergebnisse werden die Testzeitpunkte in beiden Mauskohor-

ten mit 2, 4, 6, 8 und 12 Monate bezeichnet.

Wahrend einer Testreihe fanden die Verhaltenstest (an einem oder zwei aufeinanderfolgenden Ta-
gen) zwischen 9 Uhr morgens und 20 Uhr abends in einem gerduschisolierten Verhaltenslabor in der
Néhe der offenen Tierhaltung statt. Zur Stressminimierung wurden alle Verhaltenstests von einem
Versuchsleiter durchgefiihrt. Der Versuchsleiter brachte die Kafige einzeln in das Verhaltenslabor.
Nach Abschluss der Experimente setzte der Versuchsleiter die Versuchstiere wieder in ihre Heimat-
kéfige. Nach jedem Durchgang wurde der Versuchsstand mit einer verdiinnten 0,01%-igen Essig-
sdurelosung bespriiht und mit Papiertiichern gereinigt, um olfaktorische Spuren von anderen Test-

mausen zu minimieren. Das Kdrpergewicht der Versuchstiere wurde einmal pro Testdurchgang (zum
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Zeitpunkt des Rotarod-(ROD)-Tests) dokumentiert. Die Verhaltenstests erfolgten in einer festen Rei-
henfolge.

2.5 Rotarod-(ROD)-Test

Der ROD-Test ist eine einfache Methode zur Priifung der Motorik und Koordination von Nagetieren
(Nakagawa et al., 1995; Bordet et al., 2001; Egashira et al., 2004). Die Durchfiihrung erfolgt in einer
Drehstab-Apparatur, durch die ein rotierender Stab verlauft. Der Durchmesser des Drehstabes hangt
von der GroBe der Versuchstiere (Méuse, Ratten) ab. Die Geschwindigkeit der Rotation (Umdrehun-
gen pro Minute) ist variabel. Beim ROD-Test wird die Zeit gemessen, die ein Tier auf dem rotieren-
den Stab verbleibt. Wenn das Versuchstier von der Stange fallt, wird die Zeit automatisch durch den

Kontakt mit dem Boden (Lichtstrahlsensor) der Testapparatur erfasst.

In der vorliegenden Untersuchung wurde ein 4-Kammer-ROD-Apparat (RotaRod Advanced
337500-R/A-3, Fa. TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Deutschland) zur simultanen Testung von
vier Tieren mit einem Drehstab (Durchmesser 30 mm) fiir Méuse (337500-R-M, Fa. TSE Systems
GmbH) verwendet (s. Abb. 2.1). Die Oberflichenbeschaffenheit des Drehstabs erlaubte den Mausen
einen sicheren Halt. Jedes Abteil (86 mm breit) verfiigte liber einen Zeitmesser und Lichtstrahlsenso-
ren. Der Drehstab bewegte sich mit einer konstanten Drehzahl von 10 Umdrehungen pro Minute.
Das RotaRod Advanced System war durch eine Prozess-Kontrolleinheit mit einem Rechner verbun-

den. Die Daten wurden im ASCII Format gespeichert.

Der Versuchsleiter setzte die Versuchstiere einzeln per Hand auf den rotierenden Drehstab und star-
tete den Zeitmesser per Knopfdruck. Ein Versuch galt als erfolgreich beendet, wenn ein Tier 2 Mi-
nuten auf dem Drehstab verblieb. Fiel eine Maus vorher vom Stab herunter, wurde sie per Hand
wieder auf den rotierenden Stab gesetzt. Jedes Tier hatte vier Versuche. Sowohl die Zahl der Versu-
che, als auch die lingste Zeitspanne (in Sekunden), die sich eine Maus auf dem Stab bewegte ohne

herunterzufallen (max. 120 Sekunden), wurde dokumentiert.
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Abb. 2.1: 4-Kammer Rotarod-Apparat aus Versuchsleiterperspektive (links) und Detaildarstellung
einer Kammer mit Drehstab (rechtes Bild)
Aufnahme im Verhaltenslabor des BMFZ der Philipps-Universitdt Marburg (Bildmaterial wurde
auch bei der Dissertation von M. Lunow verwendet)

2.6 Offenfeld-Test (OFT)

Der 1975 erstmals durchgefiihrte OFT beruht darauf, dass Nagetiere in einer unbekannten Umgebung
ein natlirliches Erkundungsverhalten (freie Exploration) zeigen (Giulian und Silverman, 1975). Der
Test kann sich durch den Aufbau der Testanlage (rund oder quadratisch), die Beleuchtung (Takahashi
et al., 1989; Prut und Belzung, 2003), die Platzierung der Tiere (Zentrum, Wandndhe) und durch die
Dauer (2-60 Minuten) unterscheiden. Der OFT misst neben dem Erkundungsverhalten auch die Mo-
bilitét eines Versuchstiers (Whishaw et al., 1999). Dazu werden lokomotorische Parameter (horizon-
tale / vertikale Aktivitét) erfasst (Prut und Belzung, 2003). Die horizontale Aktivitét (zuriickgelegte
Strecke) wird entweder {iber die Anzahl von durchkreuzten Infrarotsensoren (Marino et al., 2003;
Koob et al., 2006) oder mit einer ,,tracking*-Software (Bronikowski et al., 2001) bestimmt. Die ver-
tikale Aktivitdt entsteht durch das Aufrichtverhalten (rearing) der Tiere (Cools und Gingras, 1998;
Thiel et al., 1999; Pawlak und Schwarting, 2002), das ebenfalls mittels Infrarotsensoren erfasst wird.
Beide Aktivitdten korrelieren mit der lokomotorischen Aktivitdt des Versuchstieres (Borta und
Schwarting, 2005). Der OFT wird in der tierpsychologischen Forschung auch zur Erfassung der
Emotionalitit (Angstlichkeit, Neugierde) genutzt (Belzung et al., 1999). Ein vermehrter Aufenthalt
in der Peripherie (Wand) der Arena (Thigmotaxis) und ein vermindertes Aufrichtverhalten wird als

Angstlichkeit gedeutet (Schwarting et al., 1993; Prut und Belzung, 2003).

Der OFT wurde in zwei OFT-Boxen mit jeweils vier Einzelboxen (8 Arenen), durchgefiihrt (Firma
Peter Muth Feinmechanik, Marburg). Eine OFT-Apparatur bestand aus einer Grundplatte der Grofe
123 x 108 cm, die in vier Arenen (50 x 50 x 40 cm) unterteilt war (s. Abb. 2.2). Der Boden jeder
Arena wurde von einer Bodenplatte aus Metall (50 x 50 cm) bedeckt. Die Hohe der Wénde betrug
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40 cm. An zwei gegeniiberliegenden Innenseiten waren in einer Hohe von 8 cm Lichtschrankenein-
heiten (Light Lines, 50 cm lang, 5 cm breit, Biobserve GmbH Bonn, Deutschland) angebracht, um
das Aufrichtverhalten der Tiere zu detektieren. Die Arenenwinde wurden fiir die automatische Er-

kennung der dunklen (grauen bzw. schwarzen) Méuse aus weilem undurchsichtigem PVC gefertigt.

Die OFT-Boxen enthielten eine Beleuchtungsanlage mit einer Streulichtscheibe und eine verstellbare
Kamerahalterung. Eine Infrarot-sensitive Kamera (VIDEO B/W CCD CAMERA, Biobserve GmbH)
wurde iiber je vier OFT-Arenen mit einem Kamera-Boden-Abstand von ca. 1,5 m montiert. Das
analoge Kamerasignal wurde iiber einen Analog-Digital Wandler (Canopus ADVC-50, Biobserve
GmbH) in ein digitales Videosignal umgewandelt und mit einem IBM-kompatiblen Computer
(AMD-64 3000+ CPU FSB 1000, 1GB) verkniipft. Die temporire Auflosung der Bilder betrug bis
zu 25 Hz. Wiahrend der Tests war der Testraum aufgrund der nachaktiven Lebensweise der Méuse
verdunkelt. Die Beleuchtungsstirke am Boden einer Arena betrug 3—4 Lux (Messung mit einem di-
gitalen Luxameter (MS-1500, Conrad Electronic GmbH) vor Beginn der Tests). Die Beleuchtung
bestand aus einer direkten Beleuchtung mit Streulichtscheibe am Arenadach und einer indirekten

Beleuchtung durch eine Tischlampe unter dem Arenaboden.

Abb. 2.2: Offenfeld-Testapparatur aus Versuchsleiterperspektive (links) und von oben aus
Kameraperspektive (rechts)
Aufnahme im Verhaltenslabor des BMFZ der Philipps-Universitit Marburg (Bildmaterial wurde
auch bei der Dissertation von M. Lunow verwendet)

Der OFT erfolgte vollautomatisiert. Zur Objektverfolgung wurde die Viewer tracking Software (Vie-
wer 2.0, Biobserve GmbH Bonn, Deutschland) verwendet (s. Abb. 2.3). Bis zu acht Mause wurden
durch die Software simultan beobachtet (Kontrast-Filter-Methode). Neben der Position wurde auch
die Orientierung der Méuse (Identifizierung von Kopf und Schwanz) bestimmt. Die zuriickgelegte
Strecke, die Richtung und Geschwindigkeit einer Bewegung, die generelle Aktivitdt, das Aufricht-
verhalten sowie die in der zentralen Zone verbrachte Zeit wurden in Echtzeit auf dem Bildschirm
dargestellt. Nach Beendigung der Tests wurden die Rohdaten in Form von Tabellen oder Grafiken
automatisch in MS-Excel exportiert (Schwarz et al., 2002). Die Filme wurden gespeichert (Format

DivX 6.3).
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Abb. 2.3: Automatische Objektverfolgung der automatisierten Viewer tracking Software in einer
Arena der Offenfeld-Testapparatur mit Tierdetektion (Nase mit weilem, Korpermitte mit
grinem, Schwanz mit gelbem Quadrat markiert) sowie Streckenverfolgung und
Zonenbestimmungen (Abbildung ebenfalls bei der Dissertation von M. Lunow verwendet)

2.7 Objektwiedererkennungstest (OWT)

Der erstmals 1988 durchgefiihrte OWT (Ennaceur und Delacour, 1988) basiert auf dem natiirlichen
Verhalten von Mausen, die unbekannte Objekte durch Beschnuppern, Beriihren mit den Vorderpfo-
ten oder durch Aufrichten am Objekt erkunden (Aggleton, 1985). Bei den Tieren besteht eine innere
Tendenz neue Objekte gegeniiber bekannten Objekten zu bevorzugen. Beim OWT macht sich das
Tier in der Familiarisierungsphase mit einem Objekt vertraut. In der zweiten Phase wird durch das
gleichzeitige Anbieten des vertrauten und eines neuen Objektes die Gedéchtnisfunktion iiberpriift.
Ein intaktes Gedéchtnis zeigt sich an der natiirlichen Préferenz des Versuchstieres fiir das neue Ob-
jekt. Die Vorteile des OWT sind die Nutzung des natiirlichen Verhaltens und die Vermeidung von
negativen Erfahrungen fiir das Versuchstier. Anders als beim Angst-Konditionierungstest erfolgt
beim OWT weder eine Bestrafung noch eine Belohnung der Tiere. Weitere Vorteile sind die simple
Durchfiihrbarkeit des Tests ohne spezielle Testapparatur und ohne ein Training der Tiere im Vorfeld

(Dere et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde der OWT-Versuchsaufbau (Ennaceur und Delacour, 1988) modi-
fiziert. Die verwendeten einfarbigen Objekte ohne spiegelnde Oberflache hatten anndhernd die
Grofle der Méuse (s. Abb. 2.4) und waren so schwer, dass sie von den Mausen nicht bewegt werden
konnten. Die beiden Objekte wiesen eine unterschiedliche Materialbeschaffenheit und Farbe auf. Als

Objekte wurden ein anthrazitfarbener Zylinder aus Metall (Hohe 6,5 cm, oberer Durchmesser 3,5
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cm, unterer Durchmesser 4 cm) und ein Glasobjekt (Hohe 2,5 cm, unterer Durchmesser 7,5 cm, obe-
rer Durchmesser 4,5 cm) verwendet. Bei der Saft-Kohorte wurden die Objekte aus Metall und Glas

in der 3.-5. Testreihe gegen Objekte aus Keramik (griin und orange) ausgetauscht, um einer Gewdh-

nung der Méuse an die bereits bekannten Objekte entgegenzuwirken.

Abb. 2.4: Verwendete Objekte im Objektwiedererkennungstest (OWT, Beispiele)
Aufnahme im Verhaltenslabor des BMFZ der Philipps-Universitit Marburg (Bildmaterial wurde
auch bei der Dissertation von M. Lunow verwendet)

Am 1. Tag des OWT wurde in der Habituierungsphase (Gewohnungsphase) die Maus in die Mitte
einer quadratischen Arena (s. Kap. 2.6) platziert und konnte die neue Umgebung fiir 5 Minuten er-
kunden. Danach wurde eine Hélfte der Arena durch eine speziell angefertigte Schablone aus Plastik
(Fa. Peter Muth Feinmechanik, Marburg) verdeckt. Nach der Platzierung zweier identischer Objekte
in die verdeckte Halfte der Arena wurde die Verdeckung entfernt. In dieser Phase (Familiarisierungs-
phase) konnten die Méuse die zwei identischen Objekte fiir 5 Minuten erkunden. Danach wurden die
Tiere wieder in ihre Kéfige gesetzt und in die offene Tierhaltung zuriickgebracht. Am folgenden Tag
(nach 24 Stunden) wurden die Tiere in der Testphase unter Einhaltung der Reihenfolge wihrend der
Habituierungs- und Familiarisierungsphase, um die Verzogerungsphase fiir alle Tiere gleich lang zu
gestalten, in die abgetrennten Hélfte der Arena gesetzt. In der anderen Hilfte befanden sich die bei-
den unterschiedlichen Objekte. Die Erkundung der beiden Objekte erfolgte ebenfalls fiir 5 Minuten.
Das Erkundungsverhalten (leere Arena, identische Objekte, unterschiedliche Objekte) wurde von der
automatisierten Viewer tracking Software (Viewer 2.0, Biobserve GmbH Bonn, Deutschland) auf-

gezeichnet. Die Videofilme wurden gespeichert.

Durch die Zonenbestimmungsfunktion der Software wurden in der Habituierungs- und der Familia-
risierungsphase Zonen um die Objekte herum definiert. Ein Aufenthalt in der Zone des Objektes
wurde als Erkundungsverhalten gewertet. Dokumentiert wurden die Erkundungszeit und die Anzahl

der Besuche fiir die bekannten bzw. neuen Objekte.

Zur Reduzierung potenzieller Objekt- und Lagepriferenzeffekte wurden verschiedene Maflnahmen
durchgefiihrt. Fiir die Hilfte der Mause war das bekannte Objekt aus Metall und das neue Objekt aus

Glas und fiir die andere Hélfte der Méuse umgekehrt. Damit sollte eine mogliche Materialpréferenz
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der Tiere erfasst werden. Bei der ndchsten Testreihe (mindestens 1 Monat spater) wurden neben dem

Material auch die Position der Objekte (oben/unten) ausgetauscht.

2.8 Sozialer-Interaktionstest (SIT)

Der 1978 entwickelte SIT (File and Hyde, 1978) war der erste Test zur Bestimmung von Angst und
angstauslosenden Effekten ohne die Verwendung aversiver Reize. Beim SIT werden zwei Versuchs-
tiere zusammen in eine neutrale Testumgebung gebracht, aus der sie nicht entkommen kdnnen. Dabei
wird die Zeit, welche die Testpartner in sozialer Interaktion (Folgeverhalten, Beschniiffeln, gegen-
seitiges Putzen, aggressive Verhaltensweisen) verbringen, gemessen. Neben der sozialen Interaktion
wird die motorische Aktivitit bestimmt, um die Angstlichkeit der Testpartner zu beurteilen. Ein An-
stieg der sozialen Interaktion ohne eine Erhéhung der motorischen Aktivitdt gilt als Zeichen einer
Anxiolyse (Auflésung der Angstlichkeit) bzw. Disinhibition (Enthemmung) der Testpartner, wih-
rend eine Abnahme der sozialen Interaktion bei gleichbleibender motorischer Aktivitdt auf eine

Angstlichkeit hinweist.

Faktoren, wie Lichtbedingungen, Vertrautheit mit der Testarena und Haltungsbedingungen (Einzel-
vs. Gruppenhaltung) beeinflussen das Verhalten der Versuchstiere. Eine helle Beleuchtung und eine
fremde Umgebung fordern die Angstlichkeit (File and Seth, 2003), eine Einzelhaltung erhéht dage-
gen die Zeit der sozialen Interaktion (Niesink und van Ree, 1982). Bei der Testauswertung werden
die beiden Versuchstiere als eine Einheit und nicht als zwei Individuen betrachtet, da sich die Test-

partner im Verhalten gegenseitig beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der SIT mit einer modifizierten Versuchsanordnung von File und
Hyde (1978) durchgefiihrt. Da alle Tiere vor dem SIT den OFT und OWT absolviert hatten, waren
sie an die Arenen gewohnt, daher war vor dem Test keine erneute Habituierungsphase erforderlich.
Die soziale Interaktion wurde zwischen R406W-Mausen und nTg-Mausen bzw. zwischen hWT-
Maiusen und nTg-Méusen getestet. Da die Zahl der nTg-Mause als Partner fiir die transgenen Mause
nicht ausreichte, wurden nTg-Kontrollméduse mit anndhernd gleichem Alter, die nicht mit Saft aus 4.
muricata behandelt wurden, verwendet; diese Gruppe wurde bei der statistischen Analyse nachtrag-

lich ausgeschlossen.

Die nTg-Miuse wurden vor dem Test am Schwanz mit einem schwarzen Stift (Edding) markiert, um
die Identitdt der Mause unterscheiden zu konnen. Die zuerst in die Arena eingebrachten nTg-Tiere
erhielten von der Software die Identitdt 1. Die folgenden transgenen Tiere wurden als Identitét 2

gefiihrt.

Die transgenen und nTg-Méuse verbrachten 30 Minuten in sozialer Interaktion miteinander. Ihr Ver-
halten wurde mit der automatisierten Viewer tracking Software (Viewer 2.0, Biobserve GmbH Bonn,

Deutschland) aufgezeichnet und der Videofilm gespeichert. Als Parameter der sozialen Interaktion
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wurden die Kontaktzeit (Gesamtdauer der Kontakte (in Sekunden) zwischen den Testpartnern pro 30
min Testzeit) und die Anzahl der Kontakte (Zahl der einzelnen Kontakte der Testpartner pro 30 min

Testdauer) erfasst.

Uber die Korperachse wurde der Mittelpunkt der Tiere sowie die Lokalisation von Nase und
Schwanz ermittelt. Hierdurch war es moglich, zwischen einem realen Kontakt (Nase zu Nase, Nase
zu Schwanz, Nase zu Korper) und einem zufélligen Kontakt beim Passieren durch die Arena zu un-
terscheiden. Ein Kontakt wurde durch den Abstand der Tiere zueinander (< 10 Pixel) und durch die
Dauer des Kontaktes (> 10 Millisekunden) definiert. Am Ende des Tests wurden zuerst die nTg-Tiere
mit der Markierung am Schwanz aus der Arena entfernt, danach die transgenen Tiere. Auffélligkeiten

(z. B. Blutspuren am Boden der Arena, verletzte Mause) wurden in den Testprotokollen festgehalten.

2.9 Forcierter-Schwimm-Test (FST)

Der FST wurde erstmals 1977 als Methode zur Erfassung von depressivem Verhalten bei Nagetieren
beschrieben (Porsolt et al., 1977). Er nutzt das charakteristische Verhalten von Mausen und Ratten,
wenn sie in einem Behélter schwimmen, aus dem sie nicht entflichen kénnen. Nach einer anfangli-
chen Periode mit starker Aktivitit mit der Intention zu entkommen (struggling) lassen sich die Mause
passiv im Wasser treiben, wobei sie nur minimale Bewegungen mit den Vorder- oder Hinterpfoten
durchfiihren, um ihre Nasen iiber der Wasseroberfliche zu halten (floating). Diese immobile
Schwimmweise wurde als Zustand der Verzweiflung und Hoffnungslosigkeit gedeutet. Die Dauer
der Immobilitit der Versuchstiere lésst sich durch Medikamente reduzieren, die erfolgreich bei der
Behandlung einer Depression eingesetzt wurden (Petit-Demouliere et al., 2005). Damit spiegelt die
immobility time die Depressivitit der Versuchstiere wider. Neben der Priifung der Effektivitit von
Antidepressiva erlaubt der Test auch die Einschitzung depressionsdhnlicher Verhaltensweisen von

genetisch verdnderten Versuchstieren (Kurtuncu et al., 2005).

Der FST-Testapparatur (Firma Peter Muth Feinmechanik Marburg, Deutschland) bestand aus einem
nach vorne und oben offenen Rechteck, das in vier Kammern unterteilt war (s. Abb. 2.5). Die Winde
waren aus weillem Plastikmaterial gefertigt. In jede Kammer wurde ein Testbehélter eingebracht
(Glaszylinder, Modell DURAN, Fa. Schott Mainz, Deutschland, Durchmesser und Hohe jeweils 14,5
cm). Die Beleuchtung erfolgte durch die Raumbeleuchtung und zwei Tischlampen hinter dem FST-

Aufbau.
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Abb. 2.5: Testapparatur fiir den Forcierten-Schwimm-Test (FST) — Ansicht von vorne aus der
Kamera-/Versuchsleiterperspektive (links) und von der Seite (rechtes Bild)
Aufnahme im Verhaltenslabor des BMFZ der Philipps-Universitidt Marburg (Bildmaterial wurde
auch bei der Dissertation von M. Lunow verwendet)

Der FST wurde mit einem modifizierten Versuchsaufbaus nach Porsolt et al. (1977) durchgefiihrt.
Die Méuse wurden einzeln per Hand durch den Versuchsleiter aus ca. 10 cm Hohe in den wasserge-
fiillten Glaszylinder fallen gelassen. Die Wasserhohe (11 cm) stellte sicher, dass die Méuse nicht aus
dem Behilter entkommen konnten und dass nur die Spitzen ihrer Schwénze den Boden beriihrten.
Die Wassertemperatur (Digitalthermometer Typ GTH 175/PT, Otto E. Kobe KG Marburg, Deutsch-
land) betrug 24 +/- 1°C. Der Test dauerte 6 Minuten. Nach dem Test wurden die Méuse durch den
Versuchsleiter per Hand aus den Wasserbehiltern entnommen, mit Papiertiichern abgetupft und fiir
ca. 8 Minuten zum Trocknen in einen mit Streu gefiillten Kéfig (Fa. Ehret GmbH und Co KG Em-
mendingen, Deutschland) unter einer Infrarotlampe (Typ Infraphil R95 100W Rubin fiir Therapie
von Philips, Hamburg, Deutschland) gesetzt, bis sie wieder ihre volle Aktivitdt erlangten. Nach je-
dem Durchgang wurde das Wasser in den Glaszylindern gewechselt, um Ausscheidungsriickstédnde
und Duftmarken der zuvor getesteten Versuchstiere zu entfernen. Zudem wurde erneut die Wasser-

temperatur kontrolliert.

Die Versuchstiere in den Glaszylindern wurden mittels zwei Infrarot-sensitiver Videokameras (VI-
DEO, B/W CCD CAMERA) gefilmt. Eine Video Quad Unit kombinierte die beiden Videobilder der
FST-Kameras zu einem Bild. Die Echtzeit-Darstellung und Auswertung der FST-Experimente er-
folgte mit der automatisierten FST Analysis Software der Firma Biobserve Bonn, Deutschland. Die
Software unterschied drei Verhaltensweisen. Beim struggling kratzen die Mause mit den vorderen
Extremitdten an die Wénde des Glaszylinders, um aus dem Behélter zu entkommen. Dabei richten
sie ihren Korper senkrecht {iber eine definierte Linie auf. Beim swimming bewegen sich die Tiere
waagerecht im Kreis und beim floating (immobile Phase) reduzieren die Miuse ihre Schwimmbe-

wegungen und lassen sich passiv im Wasser treiben.

Die Filter zur Erkennung der drei Muster wurden vor dem ersten Experiment in einem Probedurch-
gang eingestellt und im Verlauf nicht mehr geéndert. Die Software bestimmte die Zeit, welche die

Mause mit den Verhaltensweisen struggling, swimming oder floating verbrachten und stellte sie als
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prozentuale Anteile an der Gesamtzeit in Echtzeit grafisch dar. Analysiert wurde die aktive (swim-
ming und struggling) und inaktive Zeit (floating) (Flaisher-Grinberg und Einat, 2010). Die Ergeb-

nisse der Analysen und die Videofilme (Format DivX) wurden gespeichert.

2.10 Statistik

Die statistischen Analysen der Verhaltensdaten erfolgten mit dem Statistikprogramm R fiir Linux
Version 2.13.0 unter Zuhilfenahme der nlme und multcomp Pakete (R Development Core Team,
2011, R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation for Statistical Com-
puting, Vienna). Fiir Gruppenvergleiche (nTg, hWT und R406W der Saft- und Wasser-Kohorte) und
longitudinale Analysen wurde ein 2-way Analysis of Variance (ANOVA) Test mit Genotyp und Be-
handlung als unabhingige Variablen mit einer nachfolgender post-hoc Tukey-HSD-Analyse verwen-

det. Beim OWT wurde ein 3-way-ANOV A-Verfahren eingesetzt.

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte (mean) = Standardfehler des Mittelwerts (standard error of
the mean, SEM) dargestellt. p-Werte <0,05 wurden als signifikant gewertet. Bei einem signifikanten
Effekt des Genotyps in der ANOVA wurde in der nachfolgenden post-Hoc-Analyse der Zeitpunkt
nicht berticksichtigt. Analog wurde bei einem signifikanten Effekt des Zeitpunktes in der nachfol-
genden post-Hoc-Analyse der Genotyp nicht beachtet. Ergab die ANOVA einen signifikanten Inter-
aktionseffekt des Genotyps mit dem Zeitpunkt, wurden in der post-Hoc-Analyse signifikante Unter-
schiede zwischen den 30 experimentellen Bedingungen (3 Genotypen, 5 Zeitpunkte und 2 Behand-

lungsarme) gepriift.

Die Ergebnisse der Wasser-Kohorte wurden ausfiihrlich in der Dissertation von Frau M. Hégele,
geboren Lunow, beschrieben. Diese Mauskohorte wurde in der vorliegenden Arbeit als Vergleichs-

kohorte fiir die Saft-Kohorte verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Korpergewicht

Das Korpergewicht der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere in der Saft- und Wasser-
Kohorte) zu den fiinf Testzeitpunkten ist in Tabelle 3.1. und Abbildung 3.1 dargestellt.

Tab. 3.1: Korpergewicht (g) der drei Genotypen in den beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf
Alterszeitpunkte
Mittelwerte+SEM (g) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen
Genotyp Zeitpunkte (Alter der Tiere)
(Behandlungs-
arm) 1 (2 Monate) |2 (4 Monate) |3 (6 Monate) |4 (8 Monate) |5 (12 Monate)
nTg (Wasser) |31,89+0,46 (35) |35,91+0,64 (43) |37,69+0,95(22) |42,06+0,67 (18) |43,44+0,99 (10)
hWT (Wasser) | 30,83£0,55 (39) | 34,42+0,69 (36) |37,08+1,15(16) |41,17+1,31 (14) |40,74+1,29 (10)
i‘:()mw (Was- | 7 584036 (44) |30,3240,58 (40) |28,81+0,40 (19) |30,460,49 (16) |31,65+0,72 (10)
nTg (Saft) 30,70+0,41 (44) |36,1540,60 (44) |38,11+0,68 (34) |40,03+£0,73 (34) |42,75+0,90 (33)
hWT (Saft) 32,7140,58 (35) | 38,49+0,76 (34) | 40,52+0,94 (24) |42,25+0,98 (24) | 45,80+1,10 (23)
R406W (Saft) |27,96+0,45(22) |[30,38+0,60 (22) |30,99+1,18 (12) |31,45+1,19 (12) |32,30+0,88 (12)

Laut 2-way-ANOVA bestand ein signifikanter Effekt des Genotyps (p<0,001) und des Alters
(p<0,001). Weiter wurden signifikante Interaktionen zwischen Genotyp / Alter, Alter / Behandlung
(jeweils p<0,001) und zwischen Genotyp / Behandlung (p<0,05) detektiert.

Die post-hoc-HSD-Analyse zeigte zu allen Alterszeitpunkten ein signifikant niedrigeres Gewicht fiir
R406W-Miuse im Vergleich zu hWT- und nTg-Méausen (p<0,001) in beiden Behandlungsarmen
(z. B. 6 Monate — Saft-Kohorte: R406W-Tiere 30,99+1,18 g vs. hWT-Tiere 40,52+0,94 g vs. nTg-
Tiere 38,11+£0,68 g; Wasser-Kohorte: R406W-Tiere 28,81+0,40 g vs. hWT-Tiere 37,08%1,1 g vs.
nTg-Tiere 37,69+0,95 g). Das hochste Gewicht zu allen Alterszeitpunkten wiesen die hWT-Miuse
der Saft-Kohorte auf. Signifikante Unterschiede zwischen den hWT-Mé&usen und den nTg-Kontroll-
tieren fanden sich nur in der Saft-Kohorte zum Zeitpunkt 1 im Alter von 2 Monaten (p<0,05).

Im Verlauf der Testreihe zeigten alle Genotypen in beiden Behandlungsarmen eine Gewichtszu-
nahme (p<0,001). Das Gewicht von R406W-Tieren nahm in beiden Behandlungsarmen nur leicht zu
(2 Monate vs. 12 Monate: Saft-Kohorte 27,96+0,45 g vs. 32,30+0,88 g; Wasser-Kohorte 27,58+036
g vs. 31,65+0,72 g). Dagegen zeigten hWT- und nTg-Tiere im gleichen Zeitraum in beiden Behand-
lungsarmen eine deutliche Gewichtszunahme (Saft-Kohorte — hWT-Tiere 32,71+0,58 g vs.
45,80+1,10 g; nTg-Tiere 30,70+£0,41 g vs. 42,75+0,90 g; Wasser-Kohorte hWT-Tiere 30,83+0,55 g
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vs. 40,74+1,29 g; nTg-Tiere 31,89+0,46 g vs. 43,44+0,99 g) (Interaktionseffekt, p<0,001). Ein sig-
nifikanter Effekt der Behandlung bestand nicht.

Gewicht
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-m - R408W + Graviola g P il %
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Abb. 3.1: Mittleres Korpergewicht (g) der Tiere der drei Genotypen in den beiden Behandlungsarmen
fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.2 Flissigkeitsaufnahme

Die Fliissigkeitsaufnahme wurde in beiden Behandlungsarmen im Alter von 11 und 45 Wochen ge-
messen. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen der aufgenommenen Wasser- und
Saft-Menge aus A. muricata zu beiden Zeitpunkten (p=0,23 bzw. p=0,33). Weiter fehlten signifikante
Unterschiede zwischen jiingeren und &lteren Versuchstieren (Wasser-Kohorte p=0,15; Saft-Kohorte

p=0,76). Die durchschnittliche tagliche Fliissigkeitsaufnahme betrug 3,3+0,29 ml.

3.3 Rotarod-(ROD)-Test

3.3.1 Zeit auf dem Stab

Die maximale Zeit auf dem Stab der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der Wasser- und
Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.2 und Abbildung 3.2 dargestellt. Die 2-way-
ANOVA ergab bei der Analyse einen signifikanten Effekt des Alters (p<<0,001) und der Behandlung
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(p<0,01). Ein signifikanter Effekt des Genotyps wurde nicht detektiert. Weiter bestand eine signifi-
kante Interaktion zwischen Alter / Behandlung (p<0,001). Eine signifikante Interaktion zwischen

Genotyp / Alter bzw. zwischen Genotyp / Behandlung wurde nicht detektiert.

Tab. 3.2: Maximale Zeit auf dem Stab (s) im Rotarod-(ROD)-Test der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte=SEM (s) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen
Genotyp Zeitpunkte (Alter der Tiere)
(Behandlungsarm) | 4 ;) njonate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) | 5 (12 Monate)
nTg (Wasser) 72,55+7,92 (47) | 96,36+6,80 (43) | 95,87+9,73 (22) 101’(11859’47 92’3(8;51)4’45
111,05+4,36 106,95+8,18 112,13+7,87 80,28+16,95
hWT (Wasser) 74,7848,57 (39) 36) (16) (14) (10)
109,64+4,84 108,67+7,78 120,00+0,00 120,00+0,00
R406W (Wasser) 75,80+7,28 (44) (40) (19) (16) (10)
117,26£2,20 119,11+0,89 114,85+3,67 108,12+5,67
nTg (Saft) 111,3143,54 (44) (44) (34) (34) (33)
116,56+3,44 111,46+5,98 115,71+4,29 103,13+7,30
hWT (Saft) 100,05+6,87 (35) (34) 24) 24) 23)
115,32+4,68 118,53+1,47 120,00+0,00 120,00+0,00
R406W (Saft) 120,00+0,00 (22) 22 02 (12) (12)

Die Tiere der Saft-Kohorte hielten sich im ROD-Test am ldngsten auf dem Stab, signifikant waren
die Unterschiede nur im Alter von 2 Monaten. Eine Abnahme der Werte bei Zunahme des Alters trat
nicht auf. In der Saft-Kohorte bliecben die Werte konstant (2 Monate vs. 12 Monate: R406W-Tiere
120,00+0,00 s vs. 120,0040,00 s; hWT-Tiere 100,05+£6,87 vs. 103,13+7,30 s; nTg-Tiere 111,31+3,54
s vs. 108,1245,67 s); in der Wasser-Kohorte nahmen die Werte zu (R406W-Tiere 75,80+£7,28 s vs.
120,00£0,0 s, hWT-Tiere 74,78+8,57 s vs. 80,28+16,95 s; nTg-Tiere 72,55£7,92 s wvs.
92,38+14,45 s).
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Abb. 3.2: Maximale Zeit (s) auf dem Stab (Rotarod-(ROD)-Test) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.3.2 Anzahl der Versuche auf dem Stab

Die Anzahl der Versuche im ROD-Test der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der Was-
ser- und Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.3 und Abbildung 3.3 dargestellt. Die
2-way-ANOVA ergab bei der Anzahl der Versuche im ROD-Test einen signifikanten Effekt des
Alters (p<0,001), des Genotyps (p<0,05) und der Behandlung (p<0,05). Weiterhin bestand eine sig-
nifikante Interaktion zwischen Alter / Behandlung (p<<0,001) und zwischen Alter / Genotyp (p<0,05).
Signifikante Interaktionen zwischen Genotyp / Behandlung bzw. zwischen Alter / Genotyp / Behand-
lung traten nicht auf. Die post-Hoc-HSD-Analysen ergaben beim Vergleich der Interaktionen zwi-
schen Alter / Genotyp sowie zwischen Alter / Behandlung signifikante Gruppenunterschiede insbe-

sondere fiir den ersten Testzeitpunkt.
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Tab. 3.3:

Mittelwerte+SEM. Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Anzahl der Versuche auf dem Stab im Rotarod-(ROD)-Test der drei Genotypen in den
beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte

Genotyp Zeitpunkte (Alter der Tiere)

(Behandlungs-

arm) 1 (2 Monate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) | 5 (12 Monate)
nTg (Wasser) 3,0940,17 (47) | 2,1240,21 (43) | 1,950,229 (22) | 2,00£0,31(18) | 2,30+0,42(10)
hWT (Wasser) | 3,23+0,14(39) | 2,00+0,20 (36) | 1,81£0,29 (16) | 1,86£0,31(14) | 2,70+0,42 (10)
:2;;)6W (Was- 3,02+0,17 (44) | 1,9040,17 (40) | 1,53+023 (19) | 1,19+0,19(16) | 1,40+0,22(10)
nTg (Saft) 2,4840,19 (44) | 1,68+0,14 (44) | 1,35+0,14 (34) | 1,3240,13 (34) | 2,30+0,22 (33)
hWT (Saft) 2,5740,20 35) | 1,56+0,15(34) | 1,50+£0,19 (24) | 1,29+0,18 (24) | 2,35+0,30 (23)
R406W (Saft) 1,73£0,20 (22) | 1,55+0,18(22) | 1,75+0,33(12) | 1,08+0,08 (12) | 1,08+0,08 (12)

In der Wasser-Kohorte brauchten die R406W-Maiuse die geringste Anzahl an Versuchen beim ROD
(z. B. 8 Monate: R406W-Tiere 1,19 £0,19 vs. hWT-Tiere 1,86+0,31 vs. nTg-Tiere 2,00+£0,31). In
der Saft-Kohorte war dies im Alter von 2, 4, 8, und 12 Monaten ebenfalls der Fall (z. B. 8 Monate:
R406W-Tiere 1,08+0,08 vs. hWT-Tiere 1,29+0,18 vs. nTg-Tiere 1,32+0,13).

Im Verlauf zeigte die Wasser-Kohorte im Alter von 2—8 Monaten eine Abnahme der Anzahl der
Versuche und danach einen Anstieg (12 Monate). Insgesamt nahm die Zahl der Versuche vom Be-
ginn bis zum Ende der Versuchsreihe jedoch ab (2 Monate vs. 12 Monate: R406W-Tiere 3,02+0,17
vs. 1,40+£0,22; hWT-Tiere 3,23+0,14 vs. 2,70+0,42; nTg-Tiere 3,09+0,17 vs. 2,30+£0,42). Die
R406W-Maiuse der Saft-Kohorte benétigten am Ende der Versuchsreihe ebenfalls weniger Versuche
als zu Beginn (1,73£0,20 vs. 1,08+0,08).

Die hWT- und nTg-Tiere der Saft-Kohorte zeigten bis zum Alter von 8 Monaten ebenfalls eine Ab-
nahme der Anzahl der Versuche und danach einen erneuten Anstieg (12 Monate); insgesamt waren
die Werte zu Beginn und am Ende der Versuchsreihe nahezu konstant (2 Monate vs. 12 Monate:
hWT-Tiere 2,57+0,20 vs. 2,35+0,30; nTg-Tiere 2,48+0,19 vs. 2,30+0,22). Die Saft-Kohorte zeigte

insgesamt eine geringere Anzahl an Versuchen beim ROD.
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Abb. 3.3: Anzahl der Versuche auf dem Stab (Rotarod-(ROD)-Test) der drei Genotypen in den
beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, h(WT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.4 Offenfeld-Test (OFT)

3.4.1 Zuriickgelegte Strecke im OFT

Die zuriickgelegte Strecke im OFT der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der Wasser-
und Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.4 und Abbildung 3.4 dargestellt. Die 2-
way-ANOVA ergab fiir die zuriickgelegte Strecke im OFT signifikante Effekte des Alters, des Ge-
notyps und der Behandlung mit Saft aus 4. muricata (jeweils p<0,001). Signifikante Interaktionen
bestanden zwischen Alter / Genotyp, zwischen Alter / Behandlung, zwischen Genotyp / Behandlung
bzw. zwischen Alter / Genotyp / Behandlung (jeweils p<0,001).

Aufgrund eines technischen Defektes wéhrend der Testphase der Wasser-Kohorte ist die Zahl der

untersuchten R406W-Tiere zum Zeitpunkt 1 im Vergleich zum Zeitpunkt 2 geringer.
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Tab. 3.4:

Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte+SEM (cm) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.

nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Zuriickgelegte Strecke (cm) im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden

Genotyp Zeitpunkte (Alter der Tiere)

(Behandlungs-

arm) 1 (2 Monate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) | 5 (12 Monate)
nTg (Wasser) 96094298 (49) | 7545329 (45) | 7985+482 (22) | 8837+746 (21) | 7723+771 (10)
hWT (Wasser) 8805+408 (40) 6780+435 (35) 7664+540 (16) 7466+583 (16) 7660+425 (10)
R406W (Wasser) | 113304465 (38) | 11403587 (44) | 155224796 (19) | 16373+841 (19) | 14678+666 (10)
nTg (Saft) 78384287 (46) | 5236312 (44) | 5077+467 (36) | 6845+615 (34) | 4560+524 (34)
hWT (Saft) 71544300 (35) | 51224293 (34) | 4979+363 (28) | 65824512 (24) | 51024413 (24)
R406W (Saft) 144514597 (22) | 137284854 (21) | 12125+£1037 (16) | 14920+1211 (12) | 15185+1531 (12)

In beiden Behandlungsarmen legten die R406W-Maiuse die ldngste Strecke zuriick (p<0,001), die
von den R406W-Miusen gelaufene Strecke betrug das Zwei- bis Dreifache der von den nTg- bzw

hWT-Tieren des gleichen Behandlungsarms zuriickgelegten Distanz.

R406W-Miuse der beiden Behandlungsarme liefen zu Beginn und am Ende des Versuchszeitraumes
jeweils etwa die gleiche Strecke (2 Monate vs. 12 Monate: Saft-Kohorte 14451£597 cm vs.
15185+1531 cm; Wasser-Kohorte 11330+£465 cm vs. 14678+666 cm), wahrend hWT-Tiere (2 Mo-
nate vs. 12 Monate: Saft-Kohorte 71544300 cm vs. 5102+413 c¢cm; Wasser-Kohorte 8805+408 cm
vs. 7660+425 cm) und nTg-Tiere (2 Monate vs. 12 Monate: Saft-Kohorte 7838+£287 cm vs.
4560+524 cm; Wasser-Kohorte 96094298 cm vs. 7723+771 cm) zunehmend kiirzere Strecken ab-

solvierten.

Zusitzlich legten die hWT- und nTg-Tiere der Saft-Kohorte im Vergleich zu denselben Genotypen
der Wasser-Kohorte zu allen Zeitpunkten eine etwas kiirzere Strecke zuriick (p<0,05 bis <0,001),
was einer Interaktion zwischen Genotyp / Behandlung entspricht (4 Monate — Saft- vs. Wasser-Ko-
horte: hWT-Tiere 51224293 cm vs. 6780435 cm; nTg-Tiere 5236+312 cm vs. 7545329 cm). Die-
ser Behandlungseffekt wurde bei den R406W-Tieren nicht beobachtet (12 Monate: Saft-Kohorte
15185+1531 cm vs. Wasser-Kohorte 14678+666 cm).
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Abb. 3.4: Zuriickgelegte Strecke (cm) im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.4.2 Geschwindigkeit im OFT

Die Geschwindigkeit im OFT der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der Wasser- und
Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.5 und Abbildung 3.5 dargestellt. Die 2-way-
ANOVA ergab fiir die Geschwindigkeit im OFT signifikante Effekte des Alters, des Genotyps und
der Saft-Behandlung (jeweils p<0,001). Weiter wurden signifikante Interaktionen zwischen Alter /
Genotyp, zwischen Alter / Behandlung, zwischen Genotyp / Behandlung und zwischen Alter / Ge-
notyp / Behandlung berechnet (jeweils p<0,001).
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Tab. 3.5:

Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte+SEM (cm/s) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Genotyp Zeitpunkte (Alter der Tiere)

(Behandlungs-

arm) 1 (2 Monate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) | 5 (12 Monate)
nTg (Wasser) 5,35+0,17 (49) | 4,20+0,18 (45) | 4,43+0,27 (22) | 4,92+0,42 (21) | 4,29+0,43 (10)
hWT (Wasser) 4,9040,22 (40) | 3,88+0,24 (35) | 4,26+0,30 (16) | 4,16+0,32(16) | 4,24+0,23 (10)
R406W (Wasser) | 6,29+0,25(38) | 6,34+0,33 (44) | 8,63£0,44 (19) | 9,10£0,47 (19) | 8,15+0,37 (10)
nTg (Saft) 4,3540,16 (46) | 2,91+0,17 (44) | 2,82+0,26 (36) | 4,03+0,37 (34) | 2,53+0,29 (34)
hWT (Saft) 3,98+0,17 (35) | 2,84+0,16 (34) | 2,77+0,20 (28) | 3,670,228 (24) | 2,83+0,23 (24)
R406W (Saft) 8,02+0,33 (22) | 7,63£0,47 (21) | 6,73+0,58 (16) | 8,29+0,67 (12) | 8,44+0,85 (12)

Geschwindigkeit (cm/s) im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden

In beiden Behandlungsarmen wiesen die R406W-Mause die hochste Geschwindigkeit auf (p<0,001);
die Geschwindigkeit der R406W-Maiuse betrug das Zwei- bis maximal Dreifache der Geschwindig-

keit der anderen Tiere des jeweiligen Behandlungsarmes.

Die hWT-und nTg-Tiere wurden im Testverlauf langsamer (2 Monate vs. 12 Monate — hWT-Maiuse:
Saft-Kohorte 3,98+0,17 cm/s vs. 2,83+0,23 cm/s; Wasser-Kohorte 4,90+0,22 cm/s vs. 4,24+0,23
cm/s; nTg-Mause: Saft-Kohorte nTg 4,35+0,16 cm/s vs. 2,53+0,29 cm/s; Wasser-Kohorte 5,35+0,17
cm/s vs. 4,294+0,43 cm/s). Demgegeniiber blieb die Geschwindigkeit der R406W-Méuse der Saft-
Kohorte konstant (2 Monate vs. 12 Monate: 8,02+0,33 cm/s vs. 8,44+0,85 cm/s). In der Wasser-
Kohorte nahm die Geschwindigkeit die R406W-Maiuse sogar zu (2 Monate vs. 12 Monate: 6,29+0,25
cm/s vs. 8,15+0,37 cm/s).

Zusétzlich wiesen die hWT- sowie die nTg-Tiere der Saft-Kohorte zu allen Zeitpunkten eine gerin-
gere Geschwindigkeit auf (p<0,05), was einer Interaktion zwischen Genotyp und Behandlung ent-
spricht (6 Monate — Saft- vs. Wasser-Kohorte: hWT-Tiere 2,82+0,26 cm/s vs. 4,26+0,30 cm/s; nTg-
Tiere 2,82+0,26 cm/s vs. 4,43+0,27 cm/s). Dieser Effekt wurde bei den R406W-Tieren nicht beo-
bachtet (12 Monate — Saft- vs. Wasser-Kohorte: 8,444+0,85 cm/s vs. Wasser 8,15+0,37 cm/s).
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Abb. 3.5: Geschwindigkeit (cm/s) im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.4.3 Aktivitit im OFT

Die Aktivitdt im OFT der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der Wasser- und Saft-
Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.6 und Abbildung 3.6 dargestellt. Die 2-way-A-
NOVA ergab bei der Analyse der Aktivitidt im OFT signifikante Effekte des Alters, des Genotyps
und der Behandlung mit Saft aus 4. muricata (jeweils p<0,001). Weiterhin wurden signifikante In-
teraktionen zwischen Alter / Genotyp, Alter / Behandlung sowie zwischen Genotyp / Behandlung

berechnet (jeweils p<0,001).
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Tab. 3.6:

Aktivitit (%)

im Offenfeld-Test

(OFT) der

drei

Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte+SEM (%) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Genotypen

in den beiden

Genotyp Zeitpunkte (Alter der Tiere)

(Behandlungs-

arm) 1 (2 Monate) |2 (4 Monate) |1 (6 Monate) |4 (8 Monate) |5 (12 Monate)
nTg (Wasser) 49,42+1,79 (49) | 37,08+1,42 (45) | 47,48+1,64 (22) |48,52+2,20 (21) |42,16+2,58 (10)
hWT (Wasser) 45,93+1,83 (40) |34,1142,03 (35) |48,07+2,51 (16) |46,64+2.20 (16) |42.65+1,67 (10)
R406W (Wasser) |45,93+1,65 (38) | 44,2942,12 (44) |58,99+1,36 (19) |48,1242,59 (19) | 54,10+2,05 (10)
nTg (Saft) 50,04+1,09 (46) |20,42+1,11 (43) |24,9242,01 (36) |50,67+4.,20 (34) | 15,62+1,69 (34)
hWT (Saft) 45,78+1,16 (35) |20,61+1,13 (34) |25,01+1,62 (28) |49,56+4,92 (24) |20,24+1,63 (24)
R406W (Saft) 61,35+0,97 (22) |38,37+1,60 (21) |40,9042,28 (16) | 60,04+4,98 (12) |41,58+2,57 (12)

Bei den Gruppenvergleichen zeigten R406 W -transgene Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten eine sig-
nifikant hohere Aktivitat (Saft-Kohorte — 2 Monate: p<0,001, Wasser-Kohorte — 4, 6, 12 Monate p
<0,05 bis p <0,001).

Bei der Saft-Kohorte war zu Beginn der Testreihe die Aktivitdt hoher als am Ende der Testreihe (2
Monate vs. 12 Monate: R406W-Maiuse 61,35+0,97 % vs. 41,58+2,57 %; hWT-Mause 45,78+1,16 %
vs. 20,24+1,63 %; nTg-Mause 50,04+1,09 % vs. 15,62+1,69 %). Im Allgemeinen nahm die Aktivitit
der hWT-und nTg-Tiere in der Saft-Kohorte am Ende der Versuchsreihe auf die Hélfte bis ein Drittel
ab, wihrend die Abnahme bei den R406 W-Tieren weniger ausgepragt war (ca. 30 %). Bei der Was-
ser-Kohorte war die Aktivitit zu Beginn und am Ende der Testreihe relativ konstant (2 Monate vs.
12 Monate: R406 W-Tiere 45,93+1,65 % vs. 54,10+2,05 %; hWT-Tiere 45,93+1,83 % vs. 42,16+2,58
%; nTg-Tiere 49,42+1,79 % vs. 42,16£2,58 %).

Im Alter von 4, 6 und 12 Monaten zeigten die hWT- und nTg-Tiere der Saft-Kohorte eine niedrigere
Aktivitdt als die Tiere desselben Genotyps in der Wasser-Kohorte (z. B. 6 Monate — Saft- versus
Wasser-Kohorte: hWT-Tiere 25,01£1,62 % vs. 48,07+2,51 %; nTg-Tiere 24,92+2,01 % vs.
47,48+1,64 %).
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Abb. 3.6: Aktivitit (%) im im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, h(WT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.4.4 Aufrichtverhalten im OFT

Das Aufrichtverhalten im OFT der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der Wasser- und
Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.7 und Abbildung 3.7 dargestellt. Die 2-way-
ANOVA ergab fiir das Aufrichtverhalten (Anzahl der Rearings) einen signifikanten Effekt des Al-
ters, der Behandlung (jeweils p<0,001) und des Genotyps (p<0,01). Weiter bestanden signifikante
Interaktionen zwischen Alter / Behandlung (p<<0,001) und zwischen Genotyp / Behandlung (p<0,05).
Ein genereller Effekt des Genotyps wurde nicht aufgezeigt. Fiir die Analyse wurden die Daten im
Alter von 4 Monaten (Zeitpunkt 2) ausgeschlossen, da aufgrund eines technischen Defektes keine

Daten fiir die nTg-Méuse der Saft-Kohorte zur Verfiigung standen.
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Tab. 3.7: Anzahl der Rearings im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte=SEM. Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen
Genotyp Zeitpunkte (Alter der Tiere)
(Behandlungsarm) | 4 5 njopate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) | 5 (12 Monate)
To (W 253,39+11,12 216,14+21,03 229,32+23,78 226,00+52,13 140,25+20,63
nTg (Wasser) (36) 1) (19) @) ®)
203,63+17,56 137,82+12,93 193,20+25,94 123,30+21,08 123,00+11,72
hWT (Wasser) (2) (34) (10) (10) ©)
204,91+14,10 187,45+9,76 185,56+21,86 220,73+27,69 198,50+15,45
R406W (Wasser) (32) (40) (16) an ®)
257,26+16,13 83,29+12,10 83,00+11,94
nTg (Saft) (34) 31) (24) 65,53+9,98 (30)
239,88+18,93 119,00+27,99 97,56+13,07 92,29+10,81 97,06+15,06
hWT (Saft) 26) 5) (2) 1) (7)
257,31+20,81 181,75+28,41 135,29+10,97 122,60+4,09 177,71+£26,97
RA06W (Saft 16) ® (4) (10) @

In der Saft-Kohorte zeigten die R406 W-Méuse eine hohere Anzahl von Rearings als die hWT- und
nTg-Méuse, die Unterschiede waren jedoch nur in einem Alter von 12 Monaten signifikant. Insbe-
sondere zu Beginn der Testreihe im Alter von 2 Monaten war die Anzahl der Rearings in allen un-

tersuchten Gruppen vergleichbar.

In der Saft-Kohorte zeigten die hWT- und nTg-Tiere im weiteren Verlauf der Testreihe eine deutliche
Abnahme der Rearings (2 Monate vs. 12 Monate: hWT-Tiere 239,88+18,93 vs. 97,06+15,06; nTg-
Tiere 257,26+16,13 vs. 65,53+9,98), wihrend bei den R406W-Tieren die Abnahme weniger ausge-
pragt war (2 Monate vs. 12 Monate: R406W-Tiere 257,31+£20,8 vs. 177,71+26,97). Eine im Verlauf
der Testreihe abnehmende Anzahl von Rearings fand sich auch geringer ausgeprégt bei den hWT-
und nTg-Médusen der Wasser-Kohorte (2 Monate vs. 12 Monate: hWT-Tiere 203,63+£17,56 vs.
123,00+11,72; nTg-Tiere 253,39+11,12 vs. 140,25+20,63), wihrend die Anzahl der Rearings bei
den R406W-Miusen der Wasser-Kohorte nahezu konstant blieb (2 Monate vs. 12 Monate:
204,91£14,10 vs. 198,50+15,45).

38



Novel Open Field

o
o —
(aY)
o
S -
(Y]
£
(7]
(=) (o]
£ v -
E -
o
ks
3
£ 8 -
= ~
2
—5— R406W + Water ek
2 4 -0- hWT + Water
& nTg + Water
~-m- R406W + Graviola
-e- hWT + Graviola
& nTg + Graviola
o -

Timepoint

Abb. 3.7: Anzahl der Rearings im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.4.5 Zeit in der zentralen Zone im OFT

Die in der zentralen Zone verbrachte Zeit im OFT der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-
Tiere der Wasser- und Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.8 und Abbildung 3.8
dargestellt. Die 2-way-ANOVA ergab fiir die in der zentralen Zone verbrachten Zeit im OFT einen
signifikanten Effekt des Alters und der Behandlung (jeweils p<0,001). Weiter wurden signifikante
Interaktionen zwischen Alter / Genotyp (p <0,01), zwischen Alter / Behandlung (p<0,001) und zwi-
schen Genotyp / Behandlung (p <0,05) berechnet.
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Tab. 3.8:

Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte=SEM (s) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.

nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Zeit in der zentralen Zone (s) im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden

Genotyp Zeitpunkte (Alter der Tiere)
(Behandlungsarm) | 4 5 njopate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) | 5 (12 Monate)
uTg (Wasser) 4292642545 | 331,87427,22 | 357,97£3930 | 436,70454,03 | 308,90+44,63
g (49) (45) (22) 21 (10)
396,67+22,44 | 302,19+32,01 | 343,1244522 | 217,88+3435 | 252,96+33,49
hWT (Wasser) (40) (35) (16) (16) (10)
R406W 3252642143 | 333,96+20,51 | 390,09421,01 | 317,13+23,83 | 357,69+20,29
(Wasser) (38) (44 (19) (19 (10)
uTe (Safh 313,34422,23 | 194,02+21,49 | 144,12431,12 | 176,77430,67 | 119,58+22,42
g (Sa (46) (44) (36) (34) G4)
3347042933 | 174,56+24.84 | 12146+21,15 | 1792842234 | 149,37+27.35
hWT (Saf?) 35) (34) (28) (24) 24)
319,05£19,65 | 264,02+24,12 | 192,15£27,46 | 227,88+2026 | 228,11%16,15
R406W (Saf?) 22) Q1 (16) (12) (12)

Ein genereller Effekt des Genotyps auf die in der zentralen Zone verbrachte Zeit im OFT bestand

nicht.

Im Verlauf der Testreihe verkiirzte sich die in der zentralen Zone verbrachte Zeit bei allen Genotypen
auller bei den R406W-Mausen der Wasser-Kohorte (2 Monate vs. 12 Monate — Saft-Kohorte:
R406W-Miuse 319,05£19,65 s vs. 228,11+16,15 s; hWT-Méuse 334,70+£29,33 s vs. 149,37+£27,35
s; nTg-Mause 313,34+22,23 s vs. 119,58422,42 s; Wasser-Kohorte: hWT-Méuse 396,67+22,44 s vs.
252,96+33,49 s; nTg-Mause 429,26+25,45 vs. 308,90+44,63 s)

Ab einem Alter von 4 Monaten verbrachten die Méuse der Saft-Kohorte eine signifikant kiirzere Zeit
in der zentralen Zone als die Méuse der Wasser-Kohorte (p<0,05 bis p<0,001); 6 Monate — Saft- vs.
Wasser-Kohorte: R406W-Tiere 192,15+27,46 s vs. 390,09+21,01 s; hWT-Tiere 121,46+21,15 s vs.
343,124+45,22 s; nTg-Tiere 144,12+31,12 s vs. 357,97+39,30).

Insgesamt nahm die Zeit in der zentralen Zone im Laufe der Versuchsreihe in der Saft-Kohorte bei
nTg- und hWT-Tieren um mehr als 50 % ab; bei den R406W-Tieren war die Abnahme mit ca. 30 %

etwas weniger ausgepragt. Entsprechend stieg der Anteil der in der Peripherie verbrachten Zeit.
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Abb. 3.8: Zeit in der zentralen Zone (s) im Offenfeld-Test (OFT) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.5 Objektwiedererkennungstest (OWT)

3.5.1 Aufenthaltszeit im Objektbereich

Die Aufenthaltszeit im Objektbereich der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der Was-
ser- und Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.9 und Abbildung 3.9 dargestellt. Die
3-way-ANOVA ergab fiir die Aufenthaltszeit im Objektbereich einen signifikanten Effekt des Ob-
jektes (p<0,001). Bei der Auswertung des OWT ist eine Analyse der Haupteffekte (Genotyp, Alter,
Behandlung) nicht ohne Beriicksichtigung des Objekttyps (bekannt vs. neu) moglich. Es bestanden
signifikante Interaktionen zwischen Objekt / Genotyp, zwischen Objekt / Alter / Behandlung, zwi-
schen Objekt / Genotyp / Behandlung (jeweils p<0,001) sowie zwischen Objekt / Behandlung
(p<0,05).
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Tab. 3.9: Zeit in der Objektzone (s) im Objektwiedererkennungstest (OWT) der drei Genotypen in
den beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte=SEM (s) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen
Genotyp . .
(Behand- Zeitpunkte (Alter der Tiere)
lungs-
arm) Objekt | 1 (2 Monate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) |5 (12 Monate)
nTg bekannt 10’(25)1’42 11,23+2,14 (46) 19,16+2,79 (22) 20,55+2,56 (18) | 8,57+1,91 (10)
(Wasser) | Jon | 8674120 (43) | 15,08£1,90 (46) | 19284336 (22) | 18.22+2,41 (18) | 18,85+2,51 (10)
hWT | bekannt | 986136 (40) | 11,68£1,72(39) | 11,3743,20(12) | 18,263,86 (16) | 10,89+2,27 (10)
(Wasser) | oy | 10.49+1,54 (40) | 13,1241,78 (39) | 27,23+14,13 (12) | 18,28+2,51 (16) | 22,59+2,89 (10)
bekannt | 20,82+2,30 (45) | 16,87+1,84 (39) | 14,83+2,17 (19) | 21,56+2,67 (16) | 16,41+2,61 (10)
R406W
(Wasser) neu 18,82+1,59 (45) | 19,72+1,99 (39) | 22,36+2,64 (19) | 22,79+2,01 (16) | 27,04+4,02 (10)
bekannt | 13,15+2,13 (46) | 8,48+1,56 (44) | 2,70+0,49 (34) | 6,13+1,67 (34) | 4,12+0,94 (33)
nTg
(Saft) neu 13,87+2,42 (46) | 9,852,441 (44) 8,28+1,86 (34) 5,59+1,42 (34) | 4,45+1,10 (33)
pWT | bekannt | 7.9551,60 35) | 8,71£1,99 (34) | 5,52+1,17(24) | 7.84£185(24) | 6,28+1,50 (24)
(Saft) neu | 14,562,15 (35) | 7,41£1,32 (34) | 8,89+2,18(24) | 8,90+2,73 (24) | 5,90+1,78 (24)
R40GW | PeKkannt | 27,05:4.98 (22) | 30,68+4,60 (22) | 23,53+3,55 (12) | 17,72+3,30 (12) | 17,46+4,43 (12)
(Saft) neu | 34,06+5,70 (22) | 34,96+5,04 (22) | 28,71+4,72 (12) | 24,49+3,67 (12) | 19,5043,96 (12)

Wiéhrend der Testreihe hielten sich die R406 W-Maéuse in beiden Behandlungsarmen sowohl beim
bekannten als auch beim neuen Objekt langer in der Objektzone auf. Eine Ausnahme bildeten
R406W-Maéuse der Wasser-Kohorte in einem Alter von 6 Monaten. Im Alter von 2—6 Monaten zeig-
ten insbesondere R406W-Méuse der Saft-Kohorte die langsten durchschnittlichen Aufenthaltszeiten
im Bereich des bekannten und neuen Objektes. Auch zeigten die R406W-Méuse in beiden Behand-
lungsarmen jeweils langere Aufenthaltszeiten beim neuen als beim bekannten Objekt, mit Ausnahme
der R406W-Mause der Wasser-Kohorte im Alter von 2 Monaten (z.B. 4 Monate bekanntes vs. neues
Objekt: Saft-Kohorte / R406W-Tiere 30,68 +4,60 s vs. 34,96+5,04 s; Wasser-Kohorte / R406W-
Tiere: 16,87+1,84 s vs. 19,72+1,99 s). hWT- und nTg-Maiuse zeigten in beiden Behandlungsarmen
etwas weniger konsistent langere Aufenthaltszeiten im Objektbereich des neuen im Vergleich zum
bekannten Objekt (z. B. 6 Monate, bekanntes vs. neues Objekt — Saft-Kohorte / hWT-Tiere 5,52+1,17
s vs. 8,8942,18 s; Saft-Kohorte / nTg-Tiere 2,70+0,49 s vs. 8,28+1,86 s; Wasser-Kohorte / hWT-
Tiere 11,37+£3,20 s vs. 27,23+14,13 s; Wasser-Kohorte / nTg-Tiere 19,16+2,79 vs. 19,28+3,36 s).
Bei den R406W-Tieren der Saft-Kohorte verkiirzten sich ab einem Alter von 8 Monaten die Aufent-
haltszeiten in der Ndhe des neuen und bekannten Objektes. Am Ende der Versuchsreihe zeigten fast

alle Genotypen in beiden Behandlungsarmen eine kiirzere Aufenthaltsdauer beim bekannten Objekt
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als zu Beginn der Testreihe (2 Monate vs. 12 Monate — Saft-Kohorte: R406W-Tiere 27,95+4,98 s vs.
17,46+4,43 s; hWT-Tiere 7,95+1,60 s vs. 6,28+1,50 s; nTg-Tiere 13,15£2,13 s vs. 4,12+0,94 s; 2
Monate vs. 12 Monate —Wasser-Kohorte: R406W-Tiere 20,82+2,30 s vs. 16,41+£2,61 s; nTg-Tiere
10,91£1,42 s vs. 8,57£1,91 s); bei den hWT-Mausen der Wasser-Kohorte blieb der Wert konstant
(9,86+1,36 s vs. 10,89+2,27 s).
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Abb. 3.9: Zeit in der Objektzone (s) im Objektwiedererkennungstest (OWT) der drei Genotypen in
den beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse Test 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, h\WT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte, familiar = bekanntes
Objekt, new = unbekanntes Objekt
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.5.2 Anzahl der Objektbesuche im OWT

Die Anzahl der Objektbesuche im OWT der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der
Wasser- und Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.10 und Abbildung 3.10 darge-
stellt. Die 3-way-ANOVA ergab fiir der Anzahl der Objektbesuche einen signifikanten Effekt des
Objektes (p<0,001). Eine Betrachtung der Haupteffekte (Genotyp, Alter und Behandlung) ist beim
OWT nicht ohne Beachtung des Objekttyps (bekannt vs. neu) moglich. Es fanden sich signifikante
Interaktionen zwischen Objekt / Genotyp, Objekt / Behandlung (jeweils p<0,001), Objekt / Alter
(p<0,01) sowie zwischen Objekt / Alter / Behandlung (p<0,01).
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Tab. 3.10: Anzahl der Objektbesuche im Objektwiedererkennungstest (OWT) der drei Genotypen in
den beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte=SEM. Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =

transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Genotyp . .
(Behand- Zeitpunkte (Alter der Tiere)
lungs- 5 (12 Mo-
arm) Objekt | 1 (2 Monate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) nate)
nTg bekannt | 12,33+1,45 (43) | 1322+1,62 (46) |3,55+1,20 (22) 11,61£1,58 (18) | 9,60+2,20 (10)
(Wasser) | Len 10,07+1,12 (43) | 16,7242,31 (46) | 14,4542,11 (22) | 14,44+1,88 (18) 12’1((1)?;)1’88
pwp | bekannt | 975113 (40) | 14,33£1,81 (39) | 942229 (12) | 11442130 (16) | 9,90%1,57 (10)
(Wasser) | Loy 11,88+1,74 (40) | 15,3342,29 (39) | 20,7549,94 (12) | 14,31+1,58 (16) 14’6((1)3)2’22
bekannt | 18.82+1,59 (45) | 19.46£1,86 (39) | 13,63£1,79 (19) | 15,56x132 (16) | 10305215
R406W ] 2 ) ) £} £ > L] (10)
(Wasser) | [on | 18,78£1,54 (45) | 21,51£2,08 (39) | 18,00+1,63 (19) | 17,191,49 (16) | 12 ’2((1)?;)2’14
nTg | bekannt | 6242072(45) | 4342060 (44) | 2712046 (34) | 3412074 (34) | 3484086 (33)
(Saft) neu 6,67+0,75 (45) | 5,11£0,76 (44) | 3,79+0,67 (34) | 3,38+0,65 (34) | 3,06+0,88 (33)
pWT | bekannt | 451£0,60 (35) | 4,94£0,77 (34) | 425£0,79 (24) | 4290,74 (24) | 4,45£0,94 (24)
(Saft) neu 6,86+0,72 (35) | 5,1240,81 (34) | 5,38+0,92 (24) | 4,630,72 (24) | 3,42+0,62 (24)
R406w | bekannt | 9.32£112(22) | 1227+1,68 (22) | 10,17+1,24 (12) | 8,08£1,23(12) | 9,5+1,36 (12)
(Saft) neu | 12,82+1,19 (22) | 13,05£1,37 (22) | 11,00£1,67 (12) | 9,75+1,65 (12) 10’5((1);)2’05

Wihrend der Testreihe wiesen die R406 W-Mause der Wasser-Kohorte die hdchste Anzahl der Ob-
jektbesuche beim bekannten und neuen Objekt auf (p<0,01). Eine Ausnahme bildeten die Werte im
Alter von 6 Monaten; zu diesem Zeitpunkt suchten die hWT-Méuse der Wasser-Kohorte das neue
Objekt hiufiger auf. Die R406W-Maéuse der Saft-Kohorte suchten ebenfalls das neue und bekannte
Objekt hiufiger auf als die hWT- und nTg-Méuse der gleichen Kohorte (Effekt des Genotyps). Zu
Beginn der Testreihe zeigten die R406W-Maiuse der Wasser-Kohorte eine hohere Anzahl von Ob-
jektbesuchen beim neuen und beim bekannten Objekt als am Ende der Testreihe (2 Monate vs. 12
Monate: R406W-Maduse / bekanntes Objekt 18,82+1,59 vs. 10,30+2,15; R406W-Mause / neues Ob-
jekt 18,78+1,54 vs. 15,2042,14). Dieser Effekt war bei den anderen Genotypen der Wasser-Kohorte
(2 Monate vs. 12 Monate: hWT-Maéuse / bekanntes Objekt 9,75+1,13 vs. 9,90+£1,57; hWT-Mause
neues Objekt 11,88+1,74 vs. 14,60+2,22; nTg-Mause / bekanntes Objekt 12,33+1,45 vs. 9,60+2,20;
nTg-Méiuse neues Objekt 10,07+1,12 vs. 12,10+1,88) und bei den Genotypen der Saft-Kohorte (2
Monate vs. 12 Monate: R406W-Maéuse / bekanntes Objekt 9,32+1,12 vs. 9,50+1,4; R406W-Méuse /
neues Objekt 12,82+1,19 vs. 10,5042,05; hWT-Méuse / bekanntes Objekt 4,51+0,60 vs. 4,45+0,94;
hWT-Miuse / neues Objekt 6,86+0,72 vs. 3,42+0,62; nTg-Miuse / bekanntes Objekt 6,24+0,72 vs.
3,48+0,86; nTg-Méause / neues Objekt 6,67+0,75 vs. 3,06+0,88) weniger deutlich. Mit wenigen Aus-

nahmen zeigten alle Genotypen in beiden Behandlungsarmen eine hohere Anzahl an Besuchen beim
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neuen im Vergleich zum bekannten Objekt (Ausnahme Wasser-Kohorte: 2 Monate / nTg- und

R406W-Miuse, Saft-Kohorte: 8 Monate / R406W-Maiuse, 12 Monate / hWT- und nTg-M4use).

Die Saft-Kohorte zeigte insgesamt eine niedrigere Anzahl an Objektbesuchen (neues / bekanntes
Objekt) als die Wasser-Kohorte (Ausnahme: 2 Monate, Saft-Kohorte / R406 W-Mause vs. Wasser-
Kohorte / hWT-Maduse, neue Objekte, 6 Monate Saft-Kohorte / R406W-Maiuse vs. Wasser-Kohorte
/ hWT-Miuse, bekannte Objekte). Dieser Befund bildet einen Behandlungseffekt ab.

Object Recognition Test
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Abb. 3.10: Durchschnittliche Anzahl der Objektbesuche im Objektwiedererkennungstest (OWT) der
drei Genotypen in den beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse Test 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, h\WT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte, familiar = bekannte
Objekte, new = unbekannte Objekte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.5.3 Durchschnittliche Zeit pro Objektbesuch im OWT

Die durchschnittliche Zeit pro Objektbesuch im OWT der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-
Tiere der Wasser- und Saft-Kohorte) zu den fiinf Zeitpunkten ist in Abbildung 3.11 dargestellt. Die
durchschnittliche Zeit pro Objektbesuch wurde aus der durchschnittlichen Aufenthaltszeit beim be-
kannten bzw. neuen Objekt dividiert durch die durchschnittliche Anzahl der Objektbesuche errech-

net.
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Object Recognition Test - mean time spent on objects
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Abb. 3.11: Zeit pro Objektbesuch (s) im Objektwiedererkennungstest (OWT) der drei Genotypen in
den beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse Test 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, h\WT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte, familiar = bekannte
Objekte, new = unbekannte Objekte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

In der Saft-Kohorte hielten sich R406W-Méuse im Alter von 2—8 Monaten pro Objektbesuch deut-
lich langer beim bekannten und neuen Objekt auf als hWT- oder nTg-Mause. Dieser Genotyp-Effekt
war bei den R406W-Tieren der Wasser-Kohorte weniger ausgeprigt. Im Alter von 2—6 Monaten
zeigte die Saft-Kohorte zudem eine ldngere durchschnittliche Kontaktzeit pro Objektbesuch als die
Wasser-Kohorte. Wéhrend die durchschnittliche Zeit pro Objektbesuch in der Saft-Kohorte am Ende
der Versuchsreihe im Vergleich zu Beginn der Versuchsreihe abnahm, stieg diese in der Wasser-

Kohorte an.

Insgesamt zeigten R406W-Mduse der Saft-Kohorte eine ldngere durchschnittliche Zeit pro Objekt-
besuch und dadurch ldngere Aufenthaltszeiten im Objektbereich im OWT, wihrend die Mause der
Wasser-Kohorte (insbesondere R406W-Maiuse) eine hohere Anzahl an Kontakten aufwiesen. Beide

Verhaltensweisen nahmen im Verlauf der Testreihe ab.

46



3.6 Sozialer-Interaktions-Test (SIT)

3.6.1 Anzahl der Kontakte im SIT

Die Anzahl der Kontakte im SIT der drei Genotypen (nTg, hWT und R406W) in den beiden Behand-
lungsarmen zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.11 und Abbildung 3.12 dargestellt. Die Unter-
suchungsgruppen bestanden aus genetisch verdanderten und nTg-Tieren (R406W / nTg bzw. hWT /
nTg). In der Saft-Kohorte wurden aufgrund von zu vielen hWT-Tieren auch nTg-Tiere ohne Behand-
lung mit Saft als Partner im SIT verwendet, diese Gruppe wurde aus der statistischen Analyse nach-
traglich ausgeschlossen. Die 2-way-ANOVA zeigte signifikante Gruppen- und Behandlungseffekte
(jeweils p<0,001). Weiter gab es eine signifikante Interaktion zwischen Alter / Behandlung (p<0,05).

Tab. 3.11: Anzahl der Kontakte der Tiere im Sozialen-Interaktionstest (SIT) der Genotypen-Paare in
den beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte=SEM. Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.
nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =
transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Genotypen-Paare (Behand- Zeitpunkte (Alter der Tiere)
lungsarm)
1 (2 Mo- 2 (4 Mo- 3 (6 Monate) |4 (8 Mo- 5 (12 Mo-
nate) nate) nate) nate)
120,58+4,88 | 121,60+£4,90 |139,00+£10,10 | 144,50+9,89 | 145,00+5,64
hWT / nTg (Wasser) 31 (30) (10) 8) (10)
R406W / nTg 148,00+3,64 139,17+4,51 135,73+9,25 149,13+10,72 | 143,10+5,94
(Wasser) (44 (42) (15) ®) (10)
hWT /nTg 90,30+4,45 97,82+6,83 97,63+6,58 (24) [ 90,50+6,62 | 98,96+7,98
(Saft) (23) (22) 24 (24)
114,64+5,70 | 122,14+6,46 | 114,00£9,48 109,17+10,53 | 144,67+12,63
R406W / nTg (Saft) (22) 22) (12) (12) (12)

In der Saft-Kohorte wiesen die Paare R406W / nTg wihrend der gesamten Versuchsreihe eine hohere
Anzahl an Kontakten auf als die Paare hWT / nTg (p<0,001); (z. B. Zeitpunkt 6 Monate 114,00+9,48
vs. 97,63+6,58). Dieser Genotyp-Effekt war in der Wasser-Kohorte lediglich im Alter von 2—4 Mo-
naten zu beobachten. Eine deutliche Abnahme der Anzahl von Kontakten im Laufe der Versuchs-
reihe trat in keinem Behandlungsarm auf. Eine anndhernd konstante Anzahl von Kontakten zu Be-
ginn und am Ende der Testreihe zeigten die Paare R406W / nTg in der Wasser-Kohorte (2 Monate
vs. 12 Monate 148,0043,64 vs. 143,10+5,94) und die Paare hWT /nTg in der Saft-Kohorte (2 Monate
vs. 12 Monate: 90,30+4,45 vs. 98,96+7,98;). Bei den Paaren R406W/ nTg in der Saft-Kohorte (2
Monate vs. 12 Monate: 114,64+5,70 vs. 144,67+12,63) und bei den Paaren hWT /nTg in der Wasser-
Kohorte (2 Monate vs. 12 Monate: 120,58+4,88 vs. 145,0045,64) stieg die Anzahl der Kontakte

sogar deutlich an.

Bei Addition der Anzahl der Kontakte der Gruppen in den Behandlungsarmen (R406W / nTg+hWT

/ nTg) zeigte die Wasser-Kohorte zu jedem Testzeitpunkt eine hohere Anzahl von Kontakten als die
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Saft-Kohorte (z. B. 8 Monate Saft- vs. Wasser Kohorte: R406W / nTg 109,17+10,53 + hWT / nTg
90,50+6,62 vs. R406W / nTg 149,13+10,72 + hWT / nTg 144,50+9,89).
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Abb. 3.12: Anzahl der Kontakte der Tiere im Sozialen-Interaktionstest (SIT) der Genotypen-Paare in
den beiden Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.6.2 Kontaktzeit im SIT

Die Kontaktzeit im SIT der drei Genotypen (nTg, hWT und R406W) in den beiden Behandlungsar-
men zu den fiinf Zeitpunkten ist in Tabelle 3.12 und Abbildung 3.13 dargestellt. Die Untersuchungs-
gruppen bestanden aus genetisch verdnderten und nTg-Tieren (R406W / nTg bzw. hWT / nTg). In
der Saft-Kohorte wurden aufgrund von zu vielen hWT-Tieren auch nTg-Tiere ohne Behandlung mit
Saft als Partner im SIT verwendet, diese Gruppe wurde aus der statistischen Analyse nachtréglich
ausgeschlossen. Die 2-way-ANOV A ergab ecinen signifikanten Alterseffekt (p<0,01). Weiter fanden
sich signifikante Interaktionen zwischen Alter / Gruppe (p<<0,001). Insgesamt lieB sich kein konstan-

ter Effekt des Genotyps und der Behandlung hinsichtlich der Kontaktzeit feststellen.
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Tab. 3.12: Kontaktzeit (s) im Sozialen-Interaktionstest (SIT) der Genotypen-Paare in den beiden

Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
Mittelwerte+SEM (s) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.

nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W =

transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Genotypen- Zeitpunkte (Alter der Tiere)

Paare (Be-

handlungs- 1 (2 Mo- 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) | 5 (12 Monate)

arm) nate)

hWT / nTg 530,77+21,09 496,29+25,20 541,55+36,39 563,05+38,84 521,11+29,71
(Wasser) (B1) (30) (10) (®) (10)
R406W / nTg 580,67+18,11 522,814+22,42 387,79+30,84 411,57+33,61 436,85+22,07
(Wasser) (44) (42) (15) (®) (10)
hWT / nTg 491,13+24,99 482,77+38,30 511,54+42.10 414,50+33,91 426,96+35,68
(Saft) (23) (22) (24 24 24
R406W / nTg 516,55+20,17 530,50+26,91 427,83+44,61 398,08+45,12 494,08+42,71
(Saft) (22) (22) (12) (12) (12)

Wahrend die Kontaktzeit am Ende im Vergleich zum Beginn der Testreihe (2 Monate vs. 12 Monate)
bei den Paaren R406W / nTg der Wasser-Kohorte (580,67+18,11 s vs. 436,854+22,07 s) sowie bei
den Paaren hWT / nTg der Saft-Kohorte (491,134+24,99 vs. 426,96+35,68) deutlich abnahm, blieb
sie bei den Paaren R406W / nTg der Saft-Kohorte (516,55+20,17 s vs. 494,08+42,71 s) und den
Paaren hWT / nTg der Wasser-Kohorte (530,77421,09 s vs. 521,114+29,71 s) anndhernd konstant.
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Abb. 3.13: Kontaktzeit (s) im Sozialen-Interaktionstest (SIT) der Genotypen-Paare in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)
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3.6.3 Zeit pro Kontakt im SIT

Die Zeit pro Kontakt im SIT der drei Genotypen (nTg, hWT und R406W) in den beiden Behand-
lungsarmen zu den fiinf Zeitpunkten ist in Abbildung 3.14 dargestellt. Die Zeit pro Kontakt wurde

durch die Division der durchschnittlichen Kontaktzeit durch die Anzahl der Kontakte errechnet.

Die Paare hWT / nTg der Saft-Kohorte zeigten wihrend der gesamten Versuchsreihe die langsten
und die Paare der R406W / nTg der Wasser-Kohorten die kiirzesten Zeiten pro Kontakt. Innerhalb
des jeweiligen Behandlungsarmes wiesen die Paare R406W / nTg im Vergleich zu den Paaren htWT
/ nTg stets kiirzere Zeiten pro Kontakt auf (Genotyp-Effekt). Im Alter von 2 bis 4 Monaten zeigten
die Paare der Saft-Kohorte im Vergleich zu den Paaren der Wasser-Kohorte ldngere Zeiten pro Kon-
takt (Behandlungseffekt). Am Ende der Versuchsreihe war bei allen Paaren in beiden Behandlungs-

armen eine diskrete Abnahme der Zeit pro Kontakt zu verzeichnen (Alterseffekt).
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Abb. 3.14: Zeit pro Kontakt (s) im Sozialen-Interaktionstest (SIT) der Genotypen-Paare in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)
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3.7 Forcierter-Schwimm-Test (FST)

3.7.1 Aktive Zeit im FST

Bei der FST-Auswertung wurden die Verhaltensweisen Struggling und Swimming zur aktiven Zeit
zusammengefasst, da die Messung des Struggling nicht prézise war und dies in der Literatur haufig
so gehandhabt wird (Flaisher-Grinberg und Einat, 2010). Die aktive Zeit im FST der sechs Gruppen
(nTg, hWT- und R406W-Tiere der Wasser- und Saft-Kohorte) zu den finf Zeitpunkten ist in Tabelle
3.13 und Abbildung 3.15 dargestellt. Die 2-way-ANOVA ergab fir die aktive Zeit im FST signifi-
kante Effekte des Alters, des Genotyps und der Behandlung (jeweils p <0,001). Weiter wurden sig-
nifikante Interaktionen zwischen Alter / Behandlung aufgezeigt (p<<0,001). Bei der Analyse der
Haupteffekte beziiglich des Genotyps zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Genoty-

pen R406W / hWT, R406W / nTg sowie hWT / nTg (jeweils p<0,001).
Tab. 3.13: Aktive Zeit (%) im Forcierten-Schwimm-Test (FST) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte

Mittelwerte=SEM (%) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.

nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W

= transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen

Genotypen (Be- Zeitpunkte (Alter der Tiere)
handlungsarm)

1 (2 Monate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) 4 (8 Monate) |5 (12 Monate)
nTg (Wasser) 23,30+1,78 (43) | 18,21£2,54 (41) | 48,80+4,32 (22) | 46,29+4,02 (18) | 37,84+7,81 (10)
hWT (Wasser) 23,16+1,41 (37) | 14,72+1,68 (36) | 49,97+5,16 (16) | 44,68+2,97 (12) | 33,83+7,32 (10)
R406W (Wasser) 31,5942,20 (43) | 18,09+1,84 (40) | 62,17+4,51 (19) | 59,15+3,85 (16) | 46,33+£7,04 (10)
nTg (Saft) 45,612,776 (45) | 34,1642,02 (44) | 25,46+2,59 (34) | 24,52+2,44 (34) | 29,73+2,96 (33)
hWT (Saft) 46,38+2,62 (35) | 32,47+1,94 (34) | 21,7042,75 (24) | 21,90+2,07 (24) | 25,66+2,27 (23)
R406W (Saft) 53,9244,74 (22) | 36,40+2,50 (22) | 25,67+£3,63 (12) | 31,01+3,04 (12) | 38,91£5,15 (12)

Im Alter von 2-4 Monaten zeigten die Mause der Saft-Kohorte (insbesondere R406W-Maiuse) die
hochsten Anteile der aktiven Zeit. In der Wasserkohorte (insbesondere R406W-Maiuse) war dies im

Alter von 6-12 Monaten der Fall.

Innerhalb der Behandlungsarme wiesen die R406W-Maiuse die hochsten Anteile an aktiver Zeit auf
(z. B. 8 Monate — Saft-Kohorte: R406W-Mause 31,01+3,04 % vs. hWT-Mause 21,90+£2,07 % vs.
nTg-Méuse 24,5242,44 %; Wasser-Kohorte R406W-Miduse 59,15+£3,85 % vs. hWT-Méuse
44,68+2,97 % vs. nTg-Mause 46,29+4,02 %). Wiahrend die Saft-Kohorte wahrend der Versuchsreihe
eine Abnahme der aktiven Zeit zeigte (2 Monate vs. 12 Monate: R406W-Méuse 53,92+4,74 % vs.
38,9145,15 %; hWT-Méuse 46,3842,62 % vs. 25,66+£2,27 %; nTg-Miuse 45,61+2,76 % vs.
29,734£2,96 %), wies die Wasser-Kohorte am Ende der Versuchsreihe im Vergleich zum Beginn ei-
nen hoheren Anteil an aktiver Zeit auf (2 Monate vs. 12 Monate: R406W-Miuse 31,59+£2,20 s vs.
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46,33+7,04 s; hWT-Méuse 23,16+1,41 s vs. 33,83+7,32 s; nTg-Mause 23,30£1,78 s vs. 37,84+7,81
s). Am Ende der Versuchsreihe in einem Alter von 12 Monaten waren die Anteile an aktiver Zeit bei

allen Genotypen vergleichbar.
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Abb. 3.15: Aktive Zeit (%) im Forcierten-Schwimm-Test (FST) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)

3.7.2 Passive Zeit im FST

Die passive Zeit im FST der sechs Gruppen (nTg-, hWT- und R406W-Tiere der Wasser- und Saft-
Kohorte) zu den fiinf Alterszeitpunkten ist in Tabelle 3.14 und Abbildung 3.16 dargestellt.

Die 2-way-ANOVA ergab fiir die passive Zeit (Floating) im FST signifikante Effekte des Alters, des
Genotyps und der Behandlung (jeweils p<0,001). Weiter wurden signifikante Interaktionen zwischen
Alter / Behandlung berechnet (p<0,001). Bei der Analyse der Haupteffekte zeigten sich beim Geno-
typ signifikante Unterschiede zwischen den Genotypen R406W / hWT, R406W / nTg sowie hWT /
nTg (jeweils p<0,001).
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Tab. 3.14: Passive Zeit (%) im Forcierten-Schwimm-Test (FST) der drei Genotypen in den beiden

Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte

Mittelwerte=SEM (%) Die Anzahl der untersuchten Tiere ist in Klammern dargestellt.

nTg = nicht-transgene Tiere, hWT = transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W

= transgene Tiere mit humanem mutiertem Tau-Gen
Genotypen (Be- Zeitpunkte (Alter der Tiere)
handlungsarm)

1 (2 Monate) | 2 (4 Monate) | 3 (6 Monate) | 4 (8 Monate) | 5 (12 Monate)

nTg (Wasser) 76,69+1,78 (43) | 81,5242,64 (41) | 51,20+4,32 (22) | 53,71+4,02 (18) | 62,16+7,81 (10)
hWT (Wasser) 76,84+1,41 (37) | 85,28+1,68 (36) | 50,03+5,16 (16) | 55,3242,97 (12) | 66,17+7,32 (10)
R406W (Wasser) 68,414+2,20 (43) | 81,91£1,84 (40) | 37,83+4,51 (19) | 40,85+3,85 (16) | 53,67+7,04 (10)
nTg (Saft) 54,3942,76 (45) | 65,85+2,02 (44) | 74,54+2,59 (34) | 75,48+2,44 (34) | 70,27£2,96 (33)
hWT (Saft) 53,6242,62 (35) | 67,53+£1,94 (34) | 78,30+2,75 (24) | 78,10+£2,07 (24) | 74,34+2,27 (23)
R406W (Saft) 46,08+4,74 (22) | 63,60+2,50 (22) | 74,33+3,63 (12) | 68,99+3,04 (12) | 61,09+£5,15 (12)

Mit 2-4 Monaten zeigte die Wasser-Kohorte und mit 6-12 Monaten die Saft-Kohorte die hochsten
Anteile an passiver Zeit. Innerhalb der Behandlungsarme wiesen die R406 W-Maéuse die niedrigsten
Anteile an passiver Zeit auf (z. B. 8 Monate — Saft-Kohorte: R406W-Tiere 68,99+3,04% vs. hWT-
Tiere 78,10+£2,07% vs. nTg-Tiere 75,48+2,44%; Wasser-Kohorte: R406W-Tiere 40,85+3,85% vs.
hWT-Tiere 55,32+2,97% vs. nTg-Tiere 53,71+4,02%). Wahrend in der Saft-Kohorte im Laufe der
Versuchsreihe der Anteil an passiver Zeit zunahm (2 Monate vs. 12 Monate: R406W-Tiere
46,08+4,74% vs. 61,09+5,15%; hWT-Tiere 53,62+2,62% vs. 74,34+2,27%; nTg-Tiere 54,39+2,76%
vs. 70,2742,96%), verbrachten die Tiere der Wasser-Kohorte am Ende der Versuchsreihe weniger
Zeit passiv (R406W-Tiere 68,414+2,20% vs. 53,67+7,04%; hWT-Tiere 76,84+1,41% vs.
66,17+7,32%; nTg-Tiere 76,69+1,78% vs. 62,16=7,81%).

Am Ende der Versuchsreihe, im Alter von 12 Monaten, waren die Anteile an passiver Zeit bei allen

Genotypen in beiden Behandlungsarmen vergleichbar.
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Forced swim test
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Abb. 3.16: Passive Zeit (%) im Forcierten-Schwimm-Test (FST) der drei Genotypen in den beiden
Behandlungsarmen fiir die fiinf Alterszeitpunkte
x-Achse 1-5: Alterszeitpunkte (2, 4, 6, 8, 12 Monate), nTg = nicht-transgene Tiere, hWT =
transgene Tiere mit dem humanen Wildtyp-Tau, R406W = transgene Tiere mit humanem
mutiertem Tau-Gen, Water = Wasser-Kohorte, Graviola = Saft-Kohorte
Mittelwerte (mean) + Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM)
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4 Diskussion

4.1 Korpergewicht

Die Messung des Korpergewichtes erfolgte bei der Saft- bzw. Wasser-Kohorte jeweils am gleichen
Tag mit derselben Waage. Technisch bedingte Messwertdifferenzen sind daher weitgehend auszu-
schlieBen. Alle Genotypen in beiden Behandlungsarmen zeigten unter identischen Haltungsbedin-
gungen mit freiem Zugang zu Futter und Fliissigkeit (Saft aus A. muricata bzw. Wasser) mit zuneh-

mendem Alter einen kontinuierlichen physiologischen Gewichtsanstieg.

Das Gewicht der R406 W-Méuse nahm in beiden Behandlungsarmen liber den Versuchszeitraum im
Vergleich zu den hWT- und nTg-Tieren weniger deutlich zu. In jedem Alter zeigten die R406W-
Mause in beiden Behandlungsarmen ein signifikant niedrigeres Korpergewicht. Das signifikant nied-
rigere Korpergewicht der R406 W-Mause ist am ehesten durch einen erhdhten Grundumsatz bei ge-
steigerter lokomotorischer Aktivitdt erklarbar. Diese These wird durch die erhéhte Streckenldnge

und Geschwindigkeit der R406W-Méuse im OFT gestiitzt (siche Kap. 3.4).

Signifikante Unterschiede zwischen den hWT-Maiusen und den nTg-Kontrolltieren bestanden nur in
der Saft-Kohorte im Alter von 2 Monaten. Daher ist ein Effekt der Expression des hWT-Tau-Proteins

auf das Gewicht unwahrscheinlich.

Konsistent mit den vorliegenden Befunden wiesen 5 Monate alte Miuse, die das humane Tau mit
der Mutation P301L iiberexprimierten, im Vergleich zu nTg-Kontrolltieren ebenfalls ein signifikant

niedrigeres Gewicht auf (Pennanen et al., 2004).

Ein signifikanter Behandlungseffekt (Saft aus 4. muricata vs. Wasser) auf das Korpergewicht be-

stand nicht.

4.2 Rotarod-(ROD)-Test

Ein Parkinson-Syndrom wird durch die Kombination verschiedener Symptome (Bradykinese und
mindestens eines der Symptome Tremor, Rigiditdt und posturale Instabilitéit) definiert (Calne et al.,
1992). Motorische Einschrankungen im Sinne eines akinetisch-rigiden Syndroms und eine posturale
Instabilitit konnen auch bei genetisch bedingten Tauopathien (z. B. FTLD-Tau assoziiert mit MAPT-

Mutationen) nachgewiesen werden (van Swieten et al., 1999; Reed et al., 1997).

Auch bei den vermutlich durch Konsum von Produkten aus A. muricata bedingten atypischen Par-
kinson-Syndromen von Guadeloupe treten regelmaflig Symptome einer Bradykinese, Rigor und eine
posturale Instabilitdt auf (Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999; Caparros-Lefebvre et al., 2002; Lan-
nuzel et al., 2007).
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In der vorliegenden Studie wurden Tau-transgene und nTg-Méause der Saft- und Wasser-Kohorte
mittels ROD auf das Vorhandensein von motorischen Defiziten und Einschrankungen der posturalen
Stabilitédt untersucht. Die im ROD erfassten Merkmale motorische Aktivitiat, muskulédrer Tonus, Ko-
ordination und motorisches Lernen basieren auf dem Zusammenwirken von Hippocampus, motori-

schen Zentren und Kleinhirn (Takeuchi et al., 2011).

Fiir den ROD-Test wurden die Mause beider Behandlungsarme (Saft aus A. muricata bzw. Wasser)
jeweils am selben Tag zur selben Tageszeit und mit derselben Testapparatur untersucht. Die maximal
auf der Stange der ROD-Apparatur verbrachte Zeit wurde automatisch ermittelt, sodass Fehlerquel-

len durch den Beobachter auszuschlief3en sind.

Die Tiere der Saft-Kohorte hielten sich insgesamt ldnger auf der Stange als die Tiere der Wasser-
Kobhorte; signifikant waren die Unterschiede aber lediglich zum Testzeitpunkt 1. Eine mogliche Er-
klarung fiir dieses Ergebnis ist, dass die Wasser-Kohorte mit dem ROD-Test in einem jlingeren Alter
begann (Wasser-Kohorte 6 Wochen vs. Saftkohorte 11 Wochen). Der verzogerte Beginn der Test-

reihe in der Saft-Kohorte ergab sich aus Behandlung mit dem Saft aus 4. muricata.

Im Untersuchungsverlauf (Testzeitpunkt 1-5) blieb die maximal auf dem Stab verbrachte Zeit in der
Saft-Kohorte anndhernd konstant und nahm in der Wasser-Kohorte sogar zu. Dieses Ergebnis ldsst

sich am ehesten auf einen Trainingseffekt der Tiere zurilickfiihren.

Innerhalb der Wasser- und Saft-Kohorte wiesen die R406 W-Mause zu fast allen Testzeitpunkten die
geringste Anzahl notwendiger Versuche beim ROD auf (Ausnahme Test-Zeitpunkt 3, Saft-Kohorte).
Auch dieser Befund steht moglicherweise mit der erhohten lokomotorischen Aktivitdt der R406W-

Miéuse im Zusammenhang.

Im Verlauf der Versuche zeigten die Mause der Wasser-Kohorte und die R406 W-M4iuse der Saft-
Kohorte eine Abnahme der Anzahl der notwendigen Versuche beim ROD. Auch dieser Befund

spricht fiir einen Trainingseffekt.

Zusammenfassend ergab die Analyse der ROD-Daten in beiden Behandlungsarmen keine Hinweise
auf motorische Defizite oder eine posturale Instabilitdt bei hWT- oder R406W-Méusen. Auch bei
den anderen Tests (OFT, FST, s. Kap. 3.4, 3.7) zeigten die transgenen Tiere im Vergleich zu den

nTg-Kontrollen keine motorischen Einschriankungen.

Ubereinstimmend mit den vorliegenden Beobachtungen fehlten bei 16-23 Monate alten Tau-trans-
genen Mausen (2N4R-Tau-Isoform mit R406W-Mutation unter der Kontrolle des Promotors der Al-
pha-Calmodulin-Kinase) ebenfalls motorische Defizite im ROD (Tatebayashi et al., 2002). Auch
transgene Mause mit der doppelmutierten 4R-Tau-Isoform (G272V, P301S) unter der Kontrolle des
Promotors Thy-1.2 zeigten im ROD-Test unter erschwerten Bedingungen (Zunahme der Drehge-
schwindigkeit der Stange) keine Anzeichen motorischer Defizite (Schindowski et al., 2006).
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Abweichend von den vorliegenden Befunden wiesen R406W-Méuse (2N4R-Tau-Isoform unter der
Kontrolle des PrP Promotors des syrischen Hamsters) im Alter von 10 und 12 Monaten stark redu-
zierte Zeiten auf der ROD-Stange auf (Ikeda et al., 2005). In einer anderen Untersuchung zeigten
R406W-Miuse im hoheren Alter (12—18 Monate) mit dem auch in der vorliegenden Arbeit verwen-
deten murinen PrP Promotors motorische Schwichen der hinteren Extremitdten (Zhang et al., 2004).
Moglicherweise waren auch bei den Tau-transgenen Mausen der vorliegenden Studie bei ldngerer

Beobachtung motorische Defizite aufgetreten.

Im Unterschied zu der vorliegenden Analyse beobachteten verschiedene Studien Merkmale eines
akinetisch-rigiden Syndroms bzw. einer Paraparese der Hinterldufe in anderen Tau-transgenen
Mausmodellen (z. B. P301S) (Allen et al., 2002). Tau-transgene Méuse mit einer P301S-Mutation
zeigten bereits im Alter von 3 Monaten Stérungen der Motorik und Koordination im ROD (Scattoni
etal., 2010). Bei P301L-Méusen wurden mit dem ROD Defizite schon im Alter von 9 Wochen beo-
bachtet (Boekhoorn et al., 2006). P301L-Mause besitzen mit 7-12 Monaten zudem eine verkiirzte
Lebensdauer sowie motorische Defizite durch eine Paraparese der Hinterlédufe im hoheren Lebensal-
ter (Allen et al., 2002; Pennanen et al., 2004). Die Entwicklung von motorischen Defiziten bei Tau-
transgenen Méusen wird von einigen Autoren auf die promotorabhédngige (Thy-1.2, PrP) Transgen-

Expression im Bereich des Riickenmarks zuriickgefiihrt (Lewis et al., 2000; Terwel et al., 2005).

Interessanterweise zeigten in einer anderen Untersuchung P301L-Mause im Alter von 5 Monaten
eine bessere Leistung auf dem ROD (Morgan et al., 2008). Dieser Befund stimmt mit dem vorlie-
genden Ergebnis iiberein, dass R406W-Tiere eine geringere Anzahl an Versuchen im ROD-Test be-

noétigten.

In der vorliegenden Analyse fiihrte eine Behandlung mit Saft aus 4. muricata, der ein Toxin der
mitochondrialen Atmungskette enthalt, zu keinem konstanten Effekt im ROD-Test. Im Gegensatz
hierzu zeigten mit dem pflanzlichen Komplex-I-Inhibitor Rotenone behandelte Ratten motorische
Defizite im ROD (Swarnkar et al., 2011; Shin et al., 2017; Palle and Neerati, 2018, Garabadu and
Agrawal, 2020). Die Abnahme der motorischen Fahigkeiten war in den oben genannten Untersu-
chungen von einer histopathologisch nachweisbaren neuronalen Degeneration begleitet. In der his-
tologischen Aufarbeitung der in dieser Arbeit untersuchten nTg Tiere der Saft-Kohorte von Rott-
scholl et al. wurde hingegen kein Verlust an Neuronen oder Gliazellen beobachtet. Jedoch wurde
durch die Behandlung mit Saft aus 4. muricata eine Umverteilung von hyperphosphoryliertem
Tau-Protein von den Axonen zu somatodendritischen Kompartimenten, im Sinne einer neuronalen
Dysfunktion als eine frithe Stufe von neuronaler Degeneration, nachgewiesen (Rottscholl et al.,

2016).

Weiter fanden sich in diversen Arbeiten, welche Effekte des pflanzlichen Komplex-I-Inhibitors Ro-

tenone analysierten, Hinweise auf eine mitochondriale Dysfunktion und vermehrten oxidativen
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Stress (Palle and Neerati, 2018, Garabadu and Agrawal, 2020). Im Rahmen der histopathologischen
Untersuchung der mit Saft aus 4. muricata behandelten Tiere dieser Analyse wurden ebenfalls in-
direkte Zeichen eines defekten Energiemetabolismus durch Nachweis von Immunreaktivitat fiir 3-

Nitrotyrosin (3NT) festgestellt (Rottscholl et al., 2016).

Vergleichbar mit den Effekten von Rotenone induzierte auch der synthetische Komplex-I-Inhibitor
MPTP bei C57BL/6-Méusen eine im ROD-Test nachweisbare motorische Dysfunktion (Kadoguchi
etal., 2014).

4.3 Offenfeld-Test (OFT)

Verhaltensauffilligkeiten wie eine Verinderung des Antriebs, Angstlichkeit oder eine Disinhibition
treten bei genetisch bedingten Tauopathien (z. B. FTLD-Tau assoziiert mit Mutationen im MAPT)
haufig auf. Bei betroffenen Patienten sind Stérungen des Verhaltens (z. B. Verlust der sozialen Inhi-
bition, inaddquate soziale Antworten, Ruhelosigkeit) oft die ersten Anzeichen (Wilhelmsen et al.,
1994; Lynch et al., 1994; Yamaoka et al., 1996; Spillantini et al., 1997) und werden als klinische
Ausprigung einer Dysfunktion der Amygdala diskutiert (Cook et al., 2014). Auch bei Patienten mit
R406W-Mutation wurden diese Charakteristika beschrieben (Saito et al., 2002; Ostojic et al., 2004;
Lindquist et al., 2008).

Parkinson-Syndrome werden héufig von neuropsychiatrischen Symptomen wie Impulskontrollsto-
rung, Angst oder Apathie begleitet (Weintraub und Burn, 2011). Auch bei den Tauopathien der aty-
pischen Parkinson-Syndrome von Guadeloupe sind Zeichen einer Frontallappendysfunktion mit An-
triebsstorung und Disinhibition regelmiflig festzustellen (Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999;

Caparros-Lefebvre et al., 2002; Lannuzel et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurden bei Tau-transgenen und nTg-Tieren unter Exposition mit Saft aus
A. muricata bzw. Wasser potenzielle Anzeichen einer erhohten lokomotorischen Aktivitéit im Sinne
einer psychomotorischen Disinhibition bzw. eines dngstlichen Verhaltens mittels OFT iiberpriift. Die
im OFT untersuchten Verhaltensweisen (Angstlichkeit, exploratorische Lokomotion) gelten als

Funktionen des Gyrus cinguli (Takeuchi et al., 2011).

Beim OFT wurden die Mause im jeweiligen Behandlungsarm am selben Tag, zur selben Tageszeit
und mit derselben Testapparatur untersucht. Die Erfassung und Bearbeitung der Parameter erfolgten
automatisch, sodass Fehler durch den Untersucher auszuschlief3en sind. Da die verschiedenen Geno-
typen beider Behandlungsarme im ROD keine motorischen Defizite zeigten, ist eine Beeinflussung

der Leistung im OFT durch eine eingeschrankte Beweglichkeit unwahrscheinlich.

In beiden Behandlungsarmen legten die R406W-Maiuse zu allen Untersuchungszeitpunkten die

langste Strecke zuriick, wiesen die hochste Geschwindigkeit auf und zeigten allgemein eine hohere
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Aktivitdt. Durchschnittlich legten R406W-Tiere im Vergleich zu den anderen Tieren des Behand-
lungsarms die zwei- bis dreifache Strecke mit doppelter Geschwindigkeit zuriick. Die konsistenten
Unterschiede beziiglich der zuriickgelegten Strecke, Geschwindigkeit und Aktivitdt der R406W-
Mause in beiden Behandlungsarmen sprechen fiir eine erhohte lokomotorische Aktivitdt bzw. ein
erhohtes exploratives Verhalten dieses Genotyps. Diese Beobachtung ist mit einem niedrigeren Kor-
pergewicht der R406W-Tiere, am ehesten bedingt durch einen erhéhten Energieverbrauch, verbun-

den.

Zu vergleichbaren Ergebnissen kam eine andere Studie mit R406W-Méusen (2N4R-Tau-Isoform
unter der Kontrolle des Promotors Alpha-Calmodulin-Kinase), die im Alter von 16-23 Monate eine
erhohte lokomotorische Aktivitdt aufwiesen. Die Autoren interpretierten die Befunde als Disinhibi-

tion des R406W-Genotyps (Tatebayashi et al., 2002).

Tau-transgene Méause mit einer P301S-Mutation zeigten libereinstimmend mit den vorliegenden Er-
gebnissen im OFT ebenfalls ein hyperaktives Verhalten mit Zunahme der zuriickgelegten Strecke
sowie der Geschwindigkeit, aber ohne Verdnderungen im Aufrichtverhalten (Scattoni et al., 2010).
Weiterfilhrende OFT-Analysen bestétigen fiir P301S-Méause eine Hyperaktivitit und reduzierte
Angstlichkeit (Takeuchi et al., 2011). Andere Autoren brachten das veriinderte Verhalten der P301S-
Maiuse mit ausgeprigten Tau-Ablagerungen in der Amygdala in Zusammenhang (Przybyla et al.,

2016).

Bei P301L-Méusen fand sich im OFT bereits im Alter von 9 Wochen eine erhdhte lokomotorische
Aktivitdt (Zunahme der zuriickgelegten Strecke) ohne Verdnderungen des Angst-assoziierten Ver-
haltens (Boekhoorn et al., 2006). Laut einer weiteren Studie zeigen P301L-M4&use ab einem Alter
von 6 Monaten eine progredient fortschreitende Disinhibition des explorativen Verhaltens. Die ver-
mehrten Eintritte in das Zentrum der Arena (verminderte Thigmotaxis) wurden als verminderte
Angstlichkeit gewertet (Pennanen et al., 2004; 2006). Auch P301L-M:use (Tau-Gen unter der Kon-
trolle des CaMKIIAlpha-Promotors) zeichneten sich im Alter von 6 und 10 Monaten durch eine ver-
gleichbare Hyperaktivitit (zuriickgelegte Strecke, Geschwindigkeit, allgemeine Aktivitét) aus (Cook
et al., 2014). Neuropathologisch zeigten diese Méuse Tau-Ablagerungen im Hippocampus und in der
Amygdala. Bei P301L-Mé&usen mit einem Knock-out des murinen Tau-Gens tritt im Alter ebenfalls
eine erhohte spontane lokomotorische Aktivitdt auf, die mit altersabhéngigen Verdanderungen beim

axonalen Transport der Mitochondrien verkniipft ist (Gilley et al., 2012)

Bei N279K-Maiusen (4R-Tau-Isoform) betraf die Hyperaktivitét nicht nur die Lokomotion, sondern
auch das Aufrichtverhalten (Rearing) (Taniguchi et al., 2005). Bei Expression aller humaner Tau-
Isoformen zeigten Mause mit N296H-Mutation im Vergleich zu Méusen ohne Mutation einen hy-

peraktiven Phénotyp in einer unbekannten Umgebung ohne signifikante Auffilligkeiten im ROD
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(Wobst et al., 2017). Auch Tau-transgene Mause mit der kiirzesten Tau-Isoform (ON3R) wiesen im

OFT eine im Vergleich zu nTg-Tieren signifikant hohere Lokomotion auf (Shiryaev et al., 2010).

Dagegen zeigten P301L-Mause in anderen Untersuchungen trotz regelrechter Leistungen im ROD
eine Abnahme des exploratorischen Verhaltens im OFT (Terwel et al., 2005; Samaey et al., 2019).
Ahnlich zeigten Tau-transgene Miuse mit der Deletions-Mutation K280 (humane 2N4R-Isoform)
im Vergleich zu nTg-Méusen eine reduzierte Aktivitdt im OFT trotz fehlender motorischer Defizite

bei vergleichbarer Aufenthaltszeit in der zentralen Zone (Hochgrife et al., 2015).

In der vorliegenden Studie legten die R406W-Méuse in beiden Behandlungsarmen zu Beginn und
am Ende des Versuchszeitraumes etwa die gleiche Strecke mit vergleichbarer Geschwindigkeit zu-
riick. Bei hWT- und nTg-Tieren reduzierten sich dagegen die zuriickgelegte Strecke und die Ge-
schwindigkeit im Testverlauf. Dieser Befund kann als Verlust der physiologischen Habituation beim

Genotyp R406W im Vergleich zu den anderen Genotypen interpretiert werden.

Korrelierend hierzu zeigte eine andere Untersuchung bei Tau-transgenen Méusen (3R-Isoform unter
der Kontrolle des neuronalen Promotors mThy-1) mit L266V- und G272V-Mutationen eine konti-
nuierlich hohe Aktivitit mit Verlust der Habituation, welche die Autoren auf eine Stérung des Lern-
verhaltens bzw. des Gedéchtnisses zuriickfiihrten. Neben Tau-Aggregaten lielen sich bei den Mau-
sen pathologisch verdnderte Mitochondrien (VergroBerung, Elongation, desorganisierte Cristae) so-
wie gestorte Axone, Synapsen und Dendriten nachweisen (Rockenstein et al., 2015). Die Befunde
verdeutlichen das pathologische Zusammenspiel von Tau-Ablagerungen, Dysfunktion der Mito-

chondrien und Verhaltensstérungen.

Zusammenfassend ldsst sich die in der Literatur mehrfach beschriebene erhohte lokomotorische Ak-
tivitdt bei Tau-transgenen Mausen als psychomotorische Disinhibition bzw. erhéhten Antrieb inter-
pretieren. Bei der fehlenden Habituation der R406W-Maéuse hinsichtlich der zuriickgelegten Stre-
ckenldnge und der Geschwindigkeit in der vorliegenden Versuchsreihe spielt laut Literaturbefunden
moglicherweise sowohl eine generell erhéhte lokomotorische Aktivitiat im Sinne einer psychomoto-

rischen Disinhibition als auch eine Stérung des Lernverhaltens bzw. des Gedachtnisses eine Rolle.

Alle Genotypen der Saft-Kohorte hielten sich im Verlauf der Testreihe immer seltener in der zentra-
len Zone (im Sinne einer Thigmotaxis) auf, was als dngstliches Verhalten mit zunehmendem Alter
gedeutet werden kann. Die in der zentralen Zone verbrachte Zeit wird in der Literatur als Angst-
assoziierter Parameter gewertet (Schwarting et al., 1993; Simon et al., 1994; Prut und Belzung,
2003). Die Eignung einer vermehrten lokomotorischen Aktivitit in der Ndhe der Arenawéinde als
Parameter der Angstlichkeit wurde durch pharmakologische und genetische Studien belegt (Lipkind
et al., 2004, Simon et al., 1994).

In der Saft-Kohorte nahm die Aktivitit der Tiere im Verlauf der Testreihe deutlich ab, wihrend die

Tiere der Wasser-Kohorte ein konstantes Aktivitdtsniveau zeigten. Die Abnahme der Aktivitdt der
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hWT- und nTg-Méuse der Saft-Kohorte betrug bis zum Ende der Versuchsreihe die Halfte bis zwei
Drittel und war bei den R406W-Tieren mit etwa 30 % weniger ausgeprégt. Die Abnahme der Akti-
vitdt im OFT korrelierte moglicherweise mit einer dngstlichen Verhaltensweise, da die Mause der
Saft-Kohorte im Verlauf der Testreihe parallel hierzu immer seltener die zentrale Zone aufsuchten

und sich tendenziell vermehrt in der Nahe der Wande (im Sinne einer Thigmotaxis) aufhielten.

Die Saft-Kohorte (alle Genotypen) und die hWT-Tau- und nTg-Méause der Wasser-Kohorte zeigten
im Verlauf der Testreihe eine abnehmende Anzahl von Rearings. Das verminderte Aufrichtverhalten
korrelierte bei den hWT- und nTg-Tieren in beiden Behandlungsarmen mit der Abnahme der loko-
motorischen Aktivitdt. Bei den R406W-Méusen der Saft-Kohorte ist diese Verhaltensweise aufgrund
der fehlenden Abnahme der lokomotorischen Aktivitét eher als Indikator fiir die Emotionalitit bzw.
Angstlichkeit der Tiere zu werten (Borta und Schwarting, 2005). Das Aufrichtverhalten von Nage-
tieren, insbesondere ohne Abstiitzen an den Wénden der Arena des OFT, kann als zusétzlicher Para-
meter zur Messung einer dngstlichen Verhaltensweise dienen (Sturman et al., 2018). Auch chroni-
scher Stress fiihrt bei Mausen zu einem reduzierten Aufrichtverhalten und verminderten Aufenthalt
in der zentralen Zone als Ausdruck eines erniedrigten exploratorischen Verhaltens und von Angst-
lichkeit (Zhang et al., 2012). Die abnehmende Anzahl der Rearings ohne Abnahme der lokomotori-
schen Aktivitdt bei den R406W-Méusen der Saft-Kohorte konnte auf einen synergistischen Effekt
zwischen Genotyp und der Behandlung mit Saft aus A. muricata hinweisen. Auch mit dem pflanzli-
chen Komplex-I-Inhibitor Rotenone behandelte Ratten wiesen ein vermindertes Aufrichtverhalten
(Palle and Neerati, 2018) bzw. eine depressive Verhaltensweise im OFT auf (Madiha and Haider,
2019).

Die hWT- und nTg-Mause der Saft-Kohorte legten im Vergleich zu den Tieren desselben Genotyps
in der Wasser-Kohorte zu allen Zeitpunkten signifikant kiirzere Strecken mit geringerer Geschwin-
digkeit zuriick. Diese Befunde sind hinweisend auf eine Interaktion zwischen Genotyp und Behand-
lung. Beim R406 W-Genotyp liel} sich dagegen kein Behandlungseffekt erkennen. Diese Auswirkun-
gen des Verzehrs von Saft aus 4. muricata auf nTg- und hWT-Maiuse passen zu Untersuchungen,
bei denen mit Rotenone behandelten Ratten motorische Einschrinkungen im OFT (reduzierte Ge-

schwindigkeit und zuriickgelegte Strecke) festgestellt werden konnten (Nie et al., 2019).

Zusammenfassend belegen die vorliegenden OFT-Ergebnisse verschiedene Effekte einer Behand-
lung mit Saft aus 4. muricata sowie Interaktionen zwischen Genotyp und Behandlung. Alle Genoty-
pen der Saft-Kohorte zeigten im gesamten Verlauf eine erhohte Thigmotaxis im Vergleich zu den
gleichen Genotypen der Wasser-Kohorte sowie weitere Anzeichen einer zunehmend éngstlichen
Verhaltensweise. Diese Charakteristika konnten den psychopathologischen Verdnderungen bei den
atypischen Parkinson-Syndromen von Guadeloupe, die mit dem Konsum von Saft aus 4. muricata

in Verbindung gebracht werden, entsprechen.
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4.4 Objektwiedererkennungstest (OWT)

Im Vergleich zu Stérungen des Verhaltens und der Sprache sind Beeintrachtigungen der mnestischen
Funktionen bei der neurodegenerativen Demenz mit FTLD-Tau meist weniger dominant (Rabinovici
und Miller, 2010; Bahia et al., 2013). Phianotypisch zeigen Patienten mit einer R406 W-Mutation im
Unterschied zu Patienten mit anderen MAPT-Mutationen aber initial oft einen langsam progressiven
Gedachtnisverlust, klinisch der AD dhnelnd (Reed et al., 1997; van Swieten et al., 1999; Rademakers
et al., 2003; Ostojic et al., 2004) mit eher spater auftretenden Frontallappen-Symptomen und Sprach-
problemen (Ostojic et al., 2004; Lindquist et al., 2008).

Die Klinik des atypischen Parkinson-Syndroms auf Guadeloupe beinhaltet einen charakteristischen
kognitiven Verfall mit Zeichen einer Frontallappendysfunktion (Caparros-Lefebvre und Elbaz, 1999;
Caparros-Lefebvre et al., 2002; Lannuzel et al., 2007). Gd-PSP- und Gd-PDC-Patienten zeigen in
neuropsychologischen Tests, die exekutive Funktionen bei Verhaltensplanung und Adaptation prii-
fen, Defizite (Pillon et al., 1995), die auf eine fronto-subcortikale Demenz hinweisen (Pillon et al.,

1991).

Der als Standardmethode zur Uberpriifung der kognitiven Fihigkeiten in Mausmodellen verwendete
Morris-Water-Maze (MWM)-Test priift ausschlieBlich das rdumliche Gedéchtnis (Morris et al.,
1984; Morris 1990; Weitzner et al., 2015). Durch kaltes Wasser verursachter Stress sowie die An-
forderungen an die motorischen Fahigkeiten der Méause konnen die Ergebnisse des MWM-Tests be-
einflussen. Im Gegensatz hierzu vermeidet der OWT Stress fiir die Versuchstiere und die Ergebnisse
werden nicht durch ihre Schwimmfzhigkeit beeinflusst (Huber et al., 2018). Der OWT dient der
Beurteilung der Funktion des deklarativen Gedéchtnisses (d. h. der Erinnerung an Gesichter und
Objekte), die hauptsdchlich vom Hippocampus abhingt (Broadbent et al., 2004; Hammond et al.,
2004).

In der vorliegenden Versuchsreihe wurden mit dem OWT bei Tau-transgenen und nTg-Méausen der
Saft- und Wasser-Kohorte das Vorhandensein und die Auspragung mnestischer Defizite insbeson-

dere des deklarativen Gedéchtnisses erfasst.

Wie auch beim OFT wurden die Méuse im jeweiligen Behandlungsarm am selben Tag zur selben
Tageszeit und mit derselben Apparatur untersucht. Die automatische Erfassung und Berechnung der
Parameter schlieBen Fehler durch den Untersucher weitestgehend aus. Die Tiere im jeweiligen Be-
handlungsarm erhielten die gleichen Objekte, um den Einfluss einer potenziellen Objektpréaferenz
(Farbe, Material) zu minimieren. Da im ROD-Test Hinweise auf motorische Defizite bei den Geno-
typen beider Behandlungsarme fehlten, ist eine Beeinflussung der Leistung im OWT durch eine ein-

geschriankte Beweglichkeit unwahrscheinlich.
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Bei der Analyse der Aufenthaltszeit im Bereich bekannter / neuer Objekte zeigten R406W-Maiuse in
beiden Behandlungsarmen die hochsten Werte, was im Kontext der OFT-Befunde als gesteigertes

exploratives Verhalten gewertet werden kann (R406 W-Genotyp-Effekt).

In beiden Behandlungsarmen verbrachten die R406W-Mause wahrend der gesamten Testreihe mehr
Zeit im Bereich des neuen Objektes als im Bereich des bekannten Objektes, was der physiologischen
Verhaltensweise ,, novelty seeking “ entspricht. Diese Préferenz fiir neue Objekte zeigten auch die
Genotypen hWT und nTg in beiden Behandlungsarmen. Die Auswertung der Aufenthaltszeiten im
Bereich des bekannten / neuen Objektes lieferte daher keine Hinweise auf eine Abnahme der Ge-
déchtnisfunktion bei Tau-transgenen im Vergleich zu nTg-Tieren oder durch eine Behandlung mit

Saft aus A. muricata im Vergleich zu einer Wasserbehandlung.

R406W-Maiuse der Saft-Kohorte zeigten im Alter von 2—8 Monaten im Vergleich zu den anderen
Genotypen der Saft- und allen Genotypen der Wasser-Kohorte die ldngsten Zeiten pro Objektbesuch
(sowohl des bekannten als auch des neuen Objektes). Dies spricht fiir ein stirker ausgeprégtes ex-
ploratives Verhaltens in jiingerem Alter durch den synergistischen Effekt des R406W-Genotyps und
der Behandlung mit Saft aus 4. muricata. In hoherem Alter nahm dieses Verhalten auch in dieser

Gruppe deutlich ab.

Am Ende der Versuchsreihe hielten sich im Vergleich zum Beginn der Testreihe fast alle Genotypen
in beiden Behandlungsarmen kiirzer beim bekannten Objekt auf, was als Habituation (Lerneffekt)

oder Abnahme des explorativen Verhaltens interpretiert werden kann.

R406W-Miuse der Wasser-Kohorte wiesen die hochste Anzahl an Besuchen beim bekannten / neuen
Objekt auf. In der Saft-Kohorte zeigten R406W-Miuse im Vergleich zu hWT- und nTg-Mausen
ebenfalls eine hohere Anzahl von Besuchen sowohl des bekannten als auch des neuen Objektes, was
als weiterer Hinweis auf ein erhdhtes exploratives Verhalten des R406W-Genotyps gedeutet werden
kann. Passend zu diesen Befunden zeigten Tau-transgene Méuse mit einer P301S-Mutation im OWT
ein hyperaktives Profil im Sinne einer verstarkten Lokomotion und Exploration neuer Objekte (Scat-

toni et al., 2010).

Alle Genotypen beider Behandlungsarme besuchten neue Objekte hdufiger als bekannte Objekte,
was der physiologischen Verhaltensweise ,,novelty seeking® entspricht (Aggleton, 1985). Der Ver-
gleich der Anzahl der Objektbesuche von Tau-transgenen Tieren und nTg-Tieren bzw. von Tieren
der Saft- oder Wasser-Kohorte lieferte keine Hinweise auf eine Abnahme deklarativer Geddchtnis-

funktionen.

Die hohe Anzahl an Objektkontakten der R406W-Maiuse der Wasser-Kohorte nahm im Verlauf der

Testreihe ab, was als Habituation bzw. Abnahme des explorativen Verhaltens gedeutet werden kann.

Die Tiere der Saft-Kohorte zeigten eine geringere Anzahl von Kontakten mit neuen / bekannten Ob-

jekten als die Tiere der Wasser-Kohorte. Dieser Behandlungseffekt ist im Kontext der verminderten
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Aufenthaltszeit in der zentralen Zone (Thigmotaxis), wo sich die Objekte befanden, zu interpretieren

(sieche Kap. 3.4).

Die durchschnittliche Zeit pro Objektbesuch stieg bei der Wasser-Kohorte im Verlauf an und nahm
dagegen in der Saft-Kohorte ab. Auch diese Befunde der Saft-Kohorte deuten auf eine Habituation

oder auf eine zunehmende Thigmotaxis hin (siche oben).

Insgesamt zeigten die R406W-Maiuse der Saft-Kohorte eine ldngere durchschnittliche Zeit pro Ob-
jektbesuch und dadurch ldngere durchschnittliche Aufenthaltszeiten im Objektbereich als die ande-
ren Genotypen der Saft-Kohorte. Dieser Befund spricht mdglicherweise fiir ein verstérktes explora-
tives Verhalten durch einen synergistischen Effekt des R406 W-Genotyps und der Behandlung mit

Saft aus A. muricata. Das Verhalten nahm allerdings im Verlauf der Testreihe ab.

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse des OWT beim Vergleich Tau-transgener und nTg-Tiere

bzw. beim Vergleich der Behandlungsgruppen nicht auf Defizite im deklarativen Gedéchtnis hin.

Im Gegensatz dazu ergab der Angst-Konditionierungstest bei 16-23 Monate alten R406 W-Méusen
(2N4R-Isoform unter der Kontrolle des Alpha-Calmodulin-Kinase-Promotors) deutliche Beeintréch-
tigungen des assoziativen Gedéchtnisses ohne offensichtliche sensomotorische Defizite (Tatebayashi
et al., 2002). Bei R406W-Maéusen (2N4R-Isoform unter der Kontrolle des PrP des syrischen Hams-
ters) zeigte der Test der passiven Vermeidung eine deutliche altersabhingige Einschrankung des

Hippocampus-anhidngigen Lernverhaltens (Ikeda et al., 2005).

MWM-Analysen bei P301L-Méausen im Alter von 6—11 Monaten wiesen Defizite des raumlichen
Gedéachtnisses nach (Arendash et al., 2004; Pennanen et al., 2004). OWT belegten bei 5 Wochen
alten P301L-Maéusen hingegen eine Verbesserung der Langzeitpotenzierung und des Gedachtnisses
(Boekhoorn et al., 2006). Zu diesem Zeitpunkt war bei den untersuchten Tieren keine Hyperphosho-
rylierung nachzuweisen. Eine neuere OWT-Studie fand bei P301L-Mausen (2N4R-Isoform) bis zu
einem Alter von 17 Monaten weder eine Storung der exekutiven Funktionen oder der Aufmerksam-
keit noch der Funktionen des Kortex oder des Temporallappens (Kent et al., 2017). Erst ab einem
Alter von 18-21 Monaten waren bei diesen Méusen Einschrankungen des rdumlichen und des de-
klarativen Gedéchtnisses nachzuweisen. Diese Ergebnisse stimmen mit den Befunden anderer Un-
tersuchungen iiberein, in denen P301L-Méuse bis zu einem Alter von 17 Monaten ebenfalls keine
Einschrankungen des rdumlichen Gedéchtnisses wohl aber des Arbeitsgedédchtnisses (ab einem Alter
von 12 Monaten) zeigten (Murakami et al., 2006). Mdglicherweise hétten auch die Tau-transgenen
Maiuse der vorliegenden Studie im Vergleich zu den nTg-Kontrolltieren im héheren Alter Gedécht-

nisdefizite aufgewiesen, Daten jenseits des Alters von 12 Monaten wurden jedoch nicht erhoben.

Im Gegensatz zu den vorliegenden Befunden zeigten Tau-transgene Méuse mit einer K3691-Muta-

tion bereits im Alter von 4 Monaten eine Stérung der Gedéchtnisfunktionen im OWT (Ittner et al.,
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2008). Auch im P301S-Mausmodell traten bereits im Alter von 2,5 Monaten und vor der Manifesta-
tion lokomotorischer Stérungen Gedéchtnisdefizite auf. Parallel dazu wurden ultrastrukturelle Ver-
dnderungen im Hippocampusbereich vor dem Auftreten eines Nervenzellverlustes detektiert (Xu et
al., 2014a). Tau-transgene Mause mit P301S-Mutation zeigten zudem Defizite der exekutiven Funk-
tionen, die zundchst das raumliche Arbeitsgeddchtnis, spéter jedoch auch das Kurzzeitgeddchtnis
betrafen (Van der Jeugd et al., 2016). Die intracerebrale Injektion von synthetischen Tau-Fibrillen in
Tau-transgene Mause mit P301S-Mutation (1N4R-Isoform unter der Kontrolle des murinen PrP Pro-
motors) induzierte eine Tau-Aggregation mit resultierender Prionen-artiger Ausbreitung der Tau-
Pathologie tiber funktionell verbundene neuroanatomische Bahnen. Diese Entwicklung fiihrte 6 Mo-
nate nach Injektion nicht nur zu einer beeintréchtigten synaptischen Plastizitit im Hippocampusbe-

reich, sondern auch zu eingeschrinkten kognitiven Funktionen im OWT (Stancu et al., 2015).

Doppel-transgene Méuse mit den Tau-Mutationen G272V und P301S litten bereits im Alter von
10 Monaten an Gedichtnisdefiziten (Schindowski et al., 2006). Tau-transgene Méuse mit den Tau-
Mutationen G272V und P301S zeigten zudem Defizite des raumlichen, sozialen und kontextabhin-
gigen Lernens, die mit einer prominenten abnormen Hyperphosphorylierung im Bereich des Hippo-
campus und einer Einschrinkung der synaptischen Funktion und Plastizitit im Bereich des Hippo-

campus einhergingen (Van der Jeugd et al., 2011)

12 Monate alte Maus-Tau-Knock-out Miuse, die alle sechs Isoformen des humanen Tau-Proteins
exprimierten, zeigten kognitive Defizite hinsichtlich der Erkennung neuer Objekte im OWT und St6-
rungen des rdumlichen Gedéchtnisses im MWM (Polydoro et al., 2009). Diese Symptome gingen
mit einer synaptischen Dysfunktion im Bereich des Hippocampus im Sinne einer Beeintrachtigung
der Langzeitpotenzierung der synaptischen Ubertragung einher. Verschiedene Arbeiten bestitigen
die enge Bezichung zwischen dem kognitiven Leistungsabbau bei Tau-transgenen Mausen und der
Expression des pro-aggregatorischen transgenen Tau-Proteins mit Stérungen der Funktion der Sy-

napsen im Hippocampusbereich (Sydow et al., 2011; Van der Jeugd et al., 2012).

Dass Tau jedoch in physiologischen Zustidnden essentiell fiir die Gedédchtnisfunktion ist, zeigt sich
bei dem Tau Knock-out Mausmodell, welche im OWT mit zunehmendem Alter progrediente Storun-
gen des Kurzzeitgedéchtnisses in Kombination mit erhohter lokomotorischer Aktivitdt im OFT

zeigte (Biundo et al., 2018).

Die Bedeutung einer pathologischen Verdanderung von Tau fiir eine kognitive Beeintrachtigung zeigt
eine neuere Untersuchung, bei der in einem dreifach transgenen AD-Mausmodell (u.a. mit der Tau-
P301L-Mutation) der Abbau der kognitiven Leistung (im OWT und MWM) zu priklinischen Alz-
heimer-Stadien entsprechenden Zeitpunkten stirker mit erhohten Phospho-Tau-Spiegeln als mit

Amyloid-Beta-Ablagerungen korrelierte (Huber et al., 2018).
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Bei den Versuchstieren der vorliegenden Studie fiihrte eine Behandlung mit Saft aus 4. muricata
nicht zu einer Abnahme der kognitiven Fahigkeiten, die bei den vermutlich durch den Konsum von
A. muricata Produkten verursachten atypischen Parkinson-Syndromen auf Guadeloupe regelhaft

festzustellen sind.

Dagegen kam es bei einer Intoxikation von Mdusen mit MPTP (synthetischer Inhibitor des Komplex-
I der Atmungskette) 3 Wochen nach der Behandlung zu einer Beeintrachtigung der kognitiven Funk-
tionen im OWT und im Test der passiven Vermeidung. Parallel dazu trat eine gestorte Langzeitpo-
tenzierung im Hippocampus, eine reduzierte Aktivitit der Calcium-Calmodulin-abhingigen Kinase
sowie eine Dysfunktion der AMPA-Typ Glutamat-Rezeptoren im Hippocampus auf (Moriguchi et
al., 2012).

4.5 Sozialer-Interaktionstest (SIT)

Charakteristisch fiir eine FTLD-Tau mit MAPT-Mutationen sind eine friihzeitige Enthemmung der
Betroffenen im sozialen Umgang (Disinhibition), oder aber eine Reduktion von zwischenmenschli-
chen Kontakten durch sozialen Riickzug und Antriebsmangel (Rabinovici und Miller, 2010; Bahia
et al., 2013). Auch bei der wahrscheinlich durch Umweltfaktoren bedingten Tauopathie der atypi-
schen Parkinson-Syndrome von Guadeloupe sind Beeintridchtigungen der sozialen Interaktion durch
die fronto-subcortikale Demenz mdglich (Caparros-Lefebvre et al., 2002; Lannuzel et al., 2007).
Zudem werden Parkinson-Syndrome héufig durch neuropsychiatrische Merkmale (z. B. Impulskon-

trollstdrung, Angst, Apathie) begleitet (Weintraub und Burn, 2011).

Die im SIT untersuchten Verhaltensmerkmale (z. B. Angstlichkeit in neuen Situationen, soziales
Verhalten) werden z. T. mit dem Hippocampus in Verbindung gebracht (Takeuchi et al., 2011). Bei
Nagetieren trat eine Disinhibition auch bei Lasionen des medialen pra-frontalen Kortex auf (de Bruin

etal., 1983).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auspragung und die Verdnderung der sozialen Interaktion bei

transgenen und nTg-Mausen in der Saft- und Kontrollgruppe mittels SIT verglichen.

Beim SIT wurden die Testpaare der Saft- und Wasser-Kohorte im jeweiligen Behandlungsarm am
gleichen Tag und mit demselben Testapparat untersucht. Die automatische Erfassung und Berech-
nung der Parameter schliefen Fehler durch den Untersucher weitgehend aus. Aufgrund der fehlenden
Hinweise auf motorische Defizite bei den Genotypen in beiden Behandlungsarmen (ROD-Ergeb-
nisse) ist eine Beeinflussung der Leistung im SIT durch eine Einschrankung der Beweglichkeit der
Tiere unwahrscheinlich. Um die Einfliisse der Haltungsbedingungen auf die Untersuchung zu mini-
mieren, wurden die Tiere der Saft- und Wasser-Kohorte mit soweit moglich genetisch identischen

Geschwistertieren gehalten. Bei spontanem Tod oder Eliminierung der Kéfigpartner trat teilweise
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eine Einzelhaltung ein. Ein Einfluss dieser Einzelhaltung auf die soziale Interaktion im Sinne einer

erhohten Interaktion ist nicht ausgeschlossen (Niesink und van Ree, 1982).

Im der Saft-Kohorte wiesen die R406W / nTg Paare im gesamten Versuchsverlauf eine héhere An-
zahl an Kontakten auf als die hWT / nTg Paare. Dieser Genotyp-Effekt war in der Wasser-Kohorte
lediglich im Alter von 2—4 Monaten zu beobachten. Eine automatische Erfassung der Kontaktinitia-
tion war technisch nicht moglich. Visuelle Beobachtungen zeigten jedoch, dass die Kontaktinitiation
iberwiegend von den R406 W-Mausen ausging. Die hohere Anzahl an Kontakten der R406W / nTg
Paare im Vergleich zu den hWT / nTg Paaren in der Saft-Kohorte und in jiingerem Alter auch in der

Wasser-Kohorte kann als Disinhibition des R406 W-Genotyps gedeutet werden (s. Kap. 4.3).

Eine deutliche Abnahme der Anzahl der Kontakte im Laufe der Versuchsreihe im Sinne einer Habi-
tuation bzw. Riickzugstendenz lieB sich in keinem der Behandlungsarme nachweisen; die Zahl der
Kontakte zu Beginn und am Ende der Testreihe blieb bei den R406W / nTg Paaren in der Wasser-
Kohorte und bei den hWT /nTg Paaren in der Saft-Kohorte weitgehend konstant. Bei den Testpaaren
R406W /nTg in der Saft-Kohorte und hWT / nTg in der Wasser-Kohorte stieg die Zahl der Kontakte

sogar deutlich an.

Bei einer gemeinsamen Betrachtung der Anzahl der Kontakte in den Behandlungsarmen (R406W /
nTg + hWT / nTg) zeigte die Wasser-Kohorte zu jedem Testzeitpunkt eine hohere Anzahl an Kon-
takten als die Saft-Kohorte. Dieser Befund konnte auf ein dngstlicheres Verhalten der Tiere bei Kon-

sum von Saft aus 4. muricata hindeuten.

Die Analyse der Kontaktzeit im SIT ergab keine konstanten Genotyp- oder Behandlungseffekte.
Wiahrend die Kontaktzeit am Ende im Vergleich zum Beginn der Testreihe bei den Testpaaren
R406W / nTg in der Wasser-Kohorte und hWT / nTg in der Saft-Kohorte abnahm, blieb sie bei den
Testpaaren R406W / nTg in der Saft-Kohorte und hWT / nTg in der Wasser-Kohorte annidhernd

konstant.

Innerhalb eines Behandlungsarmes waren die Zeiten pro Kontakt fiir die Testpaare R406W / nTg im
Vergleich zu den Testpaaren hWT / nTg stets kiirzer, was fiir einen R406 W-Genotyp-Effekt in beiden

Behandlungsarmen spricht.

Im Alter von 2—4 Monaten zeigten die Testpaare der Saft-Kohorte im Vergleich zu den Testpaaren
der Wasser-Kohorte ldngere Zeiten pro Kontakt, was auf einen Behandlungseffekt im jiingeren Alter
hindeutet. Im Laufe der Versuchsreihe kam es bei beiden Testpaaren in beiden Behandlungsarmen
zu einer leichten Abnahme der Zeit pro Kontakt, was als Effekt des Alters bzw. als Habituation

interpretiert werden kann.

Zusammenfassend lie} sich der R406W-Genotyp-Effekt bei der sozialen Interaktion an einer hohe-
ren Anzahl der Kontakte mit den Testpartnern zu allen Untersuchungszeitpunkten in der Saft-Ko-

horte und in jiingerem Alter auch in der Wasser-Kohorte feststellen; zudem zeigten R406W-Méause
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innerhalb der Behandlungsarme stets kiirzere Zeiten pro Kontakt mit ihren Testpartnern. Diese Be-
obachtungen konnen als Disinhibition des R406W-Genotyps bei der sozialen Interaktion entspre-
chend der charakteristischen Verhaltensweise bei genetischen Tauopathien der FTLD-Tau mit

MAPT-Mutationen interpretiert werden.

Ein Vergleich der vorliegenden SIT-Ergebnisse mit Literaturdaten war aufgrund der fehlenden Stu-
dien mit Tau-transgenen Méausen zu dieser Thematik nicht moglich. Die soziale Interaktion dieser
Tiere wurde im Vergleich zum exploratorischen Verhalten und zu kognitiven Fahigkeiten seltener
untersucht. Tau-transgene Mause mit der P301S-Mutation zeigten in einer Batterie von Verhaltens-
tests FTD-typische Merkmale (erhohte Impulsivitit, reduzierte soziale Exploration, exekutive Dys-
funktion) (Van der Jeugd et al., 2016). Mause mit der P301L-Mutation legten im Drei-Kammer-Test
der Sozialen Préiferenz, der die Kontaktfreudigkeit und die Préferenz fiir einen neuen sozialen Reiz
erfasst (Moy et al., 2004), eine kiirzere Strecke im Vergleich zu nTg-Mé&usen zuriick (Samaey et al.,
2019). Bei Médusen mit der P301S-Mutation ergab der Soziale Préferenz Test eine verminderte Ex-
ploration, Hinweise auf Angstlichkeit und eine reduzierte Sozialitit (Watt et al., 2020). Als Abwand-
lung des SIT basiert der Soziale Wiedererkennungstest (Macbeth et al., 2009) darauf, dass erwach-
sene Méuse weniger mit bekannten Miusen interagieren, als mit unbekannten gleichaltrigen und
gleichgeschlechtlichen Mausen (Kaidanovich-Beilin et al., 2011). Der Soziale Wiedererkennungstest
wird hdufiger als der SIT zur Untersuchung des Verhaltens von dreifach-transgenen Méausen des

Alzheimer-Mausmodells verwendet (Arsenault et al., 2013).

Zusammenfassend war als Effekt der Behandlung mit Saft aus 4. muricata eine insgesamt niedrigere
Anzahl von Kontakten in der Saft-Kohorte zu allen Untersuchungszeitpunkten feststellbar. Mit zu-
nehmendem Alter war die Zeit pro Kontakt kiirzer. Die niedrigere Anzahl von Kontakten in der Saft-
Kohorte spricht fiir ein dngstlicheres Verhalten bzw. Riickzugstendenzen, was auch bei den atypi-
schen Parkinson-Syndromen von Guadeloupe beobachtet wurde. Ahnlich zu den vorliegenden Er-
gebnissen zeigten mit Rotenone (pflanzlicher Inhibitor des Komplex-I der Atmungskette) behandelte
Ratten im SIT ein depressives Verhalten (Madiha and Haider, 2019).

4.6 Forcierter-Schwimm-Test (FST)

Mit dem FST wurden in der vorliegenden Studie das Vorhandensein und die Auspriagung depressiver
Affektverdnderungen bei den Tau-transgenen Mausen bzw. unter unter Behandlung mit Saft aus 4.
muricata analysiert. Die Apathie gehort zu den haufigsten frithen Symptomen einer FTLD bzw. ge-
netischer Tauopathien (z. B. FTLD-Tau mit MAPT-Mutationen) (Perry et al., 2017). Eine erhdhte
Depressivitit ist vor allem bei der temporalen Variante der FTD héufig (Liu et al., 2004; Bozeat et
al., 2000).
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Parkinson-Syndrome werden hdufig durch neuropsychiatrische Merkmale, wie Depression, Schlaf-
storung und Apathie, begleitet (Weintraub und Burn, 2011). Auch bei den méglicherweise durch den
Konsum von A. muricata Produkten ausgelosten Tauopathien der atypischen Parkinson-Syndromen
von Guadeloupe tritt eine Apathie als Zeichen einer Frontallappendysfunktion gehéduft auf (Caparros-

Lefebvre et al., 2002; Lannuzel et al., 2007).

Beim FST wurden die Méuse der Saft- bzw. Wasser-Kohorte am selben Tag zur selben Tageszeit
und mit derselben Testapparatur untersucht. Die automatische Erfassung und Berechnung der Para-
meter schliefen Fehler durch den Untersucher weitgehend aus. Da im ROD-Test Hinweise auf mo-
torische Defizite bei den Genotypen beider Behandlungsarme fehlten, ist eine Beeinflussung der

Leistung im FST durch Einschrdnkungen der Beweglichkeit nicht anzunehmen.

Im Alter von 2—4 Monaten zeigten die Tiere der Saft-Kohorte im FST die hochsten Anteile an aktiver
Zeit und im Alter von 6—12 Monaten die hochsten Anteile an passiver Zeit. Bei der Wasser-Kohorte
waren dagegen in einem Alter von 2—4 Monaten die Anteile an aktiver Zeit und im Alter von 6—12

Monaten die Anteile an passiver Zeit am geringsten.

Innerhalb der Behandlungsarme wiesen die R406W-Maiuse die hochsten Anteile an aktiver Zeit und
die niedrigsten Anteile an passiver Zeit auf. Dieser Genotyp-Effekt ist am ehesten auf die in den
anderen Verhaltenstest festgestellte erhohte lokomotorische Aktivitdt bzw. Disinhibition zuriickzu-
fiihren. Auch bei P301L-Tau-transgenen Mausen trat eine alters-abhangige Hyperaktivitit im FST
auf (Xu et al., 2018).

Im Gegensatz zu den vorliegenden Befunden zeigten dltere (12—14 Monate) R406W-Tau-transgene
Mause (gleiche Tau-Isoform, Promotor CaMKII) einen erhohten Anteil an passiver Zeit im Vergleich
zu nTg-Kontrolltieren und somit ein verstarktes depressives Verhalten im FST (Egashira et al.,
2005). Die motorischen Funktionen und die Angstlichkeit-assoziierten Parameter dieser Tiere waren
hingegen normal. Die Verdnderung der Depressivitdt war mit reduzierten Spiegeln von 5-Hydroxy-
tryptamin verbunden. Der erhohte Anteil an passiver Zeit im FST konnte durch eine Behandlung mit
Fluvoxamin reduziert werden (Egashira et al., 2005). In einer weiteren Studie ging die Zunahme des
depressiven Verhaltens im FST bei Miusen, die das humane Tau-Gen mit MAPT-Mutationen expri-
mierten, mit einer Erh6hung der GABA-ergen Neurotransmission im Bereich des dorsalen Gyrus
dentatus des Hippocampus einher (Llorens-Martin et al., 2011). Es ist nicht auszuschlieen, dass
auch die in der vorliegenden Studie untersuchten Tau-transgenen Méause im hoheren Alter eine Zu-

nahme der passiven Zeit im FST aufgrund eines verstirkten depressiven Verhaltens gezeigt hitten.

Zusammenfassend lieferte der FST zusétzliche Hinweise auf eine fiir genetische Tauopathien (z. B.
FTLD-Tau mit MAPT-Mutationen) charakteristische erhohte lokomotorische Aktivitit bzw. Disin-
hibition des R406W-Genotyps. Weiter deuten die Befunde auf ein mit zunehmendem Alter steigen-

des depressives Verhalten aller Genotypen der Saft-Kohorte hin. Ein solches Verhalten wird auch
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bei den mit dem Verzehr von 4. muricata Produkten in Zusammenhang gebrachten, atypischen Par-

kinson-Syndromen von Guadeloupe beobachtet.

Korrelierend zu den vorliegenden Ergebnissen zeigten mit Rotenone (pflanzlicher Komplex-I-Inhi-
bitor der mitochondrialen Atmungskette) behandelte Ratten ein depressives Verhalten im FST
(Madiha and Haider, 2019). Weiter war auch bei mit MPTP (synthetischer Komplex-I-Inhibitor der
Atmungskette) behandelten Méusen ein verstirktes depressives Verhalten im FST sowie ein redu-
zierter Dopamin-Spiegel und eine verminderte Tyrosin-Hydroxylase-Expression bei verstarkter Tau-
Expression nachweisbar (Amin et al., 2018). In einer weiteren Studie fiihrte eine Intoxikation von
Maiusen mit MPTP zu Anhedonie und Depressivitit im FST bei gleichzeitiger Neutrophin-Depletion
im préfrontalen Kortex und Hippocampus (Schamne et al., 2018). Auch bei Ratten verstérkte die
Gabe von MPTP das depressive Verhalten im FST (Barbiero et al., 2014). Niedrige MPTP-Dosen
bewirkten bei Miusen eine erhdhte Depressivitidt im FST, eine erhdhte Angstlichkeit und fiihrten zu
Defiziten im Kurzzeitgedichtnis; hohe Dosen hatten dagegen motorische Defizite zur Folge (Cunha

etal., 2017).

In einem Ratten-Modell wurde der Zusammenhang zwischen einer Mikrotubuli-Instabilitit und einer
erhohten Depressivitit aufgezeigt (Wang et al., 2020). Chronischer Stress flihrte zudem im Maus-
Modell zu einer erhohten Tau-Phosphorylierung und einem verstiarkten axonalen Transport von Mi-

tochondrien (Zhang et al., 2012).

4.7 Schlussfolgerung

Im vorliegenden Untersuchungszeitraum von 2—12 Monaten wurden bei den Tau-transgenen Méusen
(hWT und R406W) und nTg-Méusen weder unter Behandlung mit Wasser noch mit Saft aus 4. muri-
cata motorische Defizite im ROD-Test beobachtet. Die Méuse in beiden Behandlungsarmen entwi-
ckelten kein akinetisch-rigides Syndrom wie bei der genetischen Tauopathie FTLD-Tau mit MAPT-
Mutationen bzw. den atypischen Parkinson-Syndromen von Guadeloupe. Obwohl bei Patienten mit
R406W-Mutation Parkinson-Symptome in unterschiedlicher Auspriagung beschrieben wurden (Reed
et al., 1997; van Swieten et al., 1999), zeigten R406W-Méuse bis zu einem Alter von 19 Monaten
keine Beeintrdchtigung der motorischen Koordination (Tatebayashi et al., 2002; Egashira et al.,
2005). Allerdings zeigten R406W-transgene Mause (unter der Kontrolle des murinen PrP) im hoéhe-
ren Alter (12—18 Monate) eine motorische Schwiche der hinteren Extremitéten (Zhang et al., 2004).
Moglicherweise wiren solche Verdnderungen bei einer langeren Beobachtung auch bei den hier un-
tersuchten Tau-transgenen Méusen aufgetreten oder die Defizite hétte sich bei Verwendung eines
anderen Promotors (z. B. PrP des syrischen Hamsters) (Ikeda et al., 2005) schon im jiingeren Alter

manifestiert.
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Eine Tau-Pathologie ist auch ohne motorische Defizite, beispielsweise bei praferentiellen Tau-Abla-
gerungen in nicht-motorischen Arealen, moglich. Laut einer Studie mit Mausen, die mutiertes 4R-
Tau mit drei Punktmutationen (R406W, P301L, G272V) iiberexprimierten, traten filamentose Tau-
Ablagerungen vor allem im Kortex und Hippocampus und weniger stark im Striatum und Riicken-
mark auf (Lim et al., 2001). Auch bei diesen Méausen fehlten bis zu einem Alter von 12 Monaten

motorische Defizite.

Die in der Wasser-Kohorte stets und innerhalb der Saft-Kohorte iiberwiegend geringere Anzahl an
Versuchen der R406W-Méuse beim ROD-Test lésst sich am ehesten als erhohte lokomotorische Ak-
tivitit dieses Genotyps und nicht als Steigerung der motorischen Fihigkeiten durch Uberexpression
des humanen mutierten MAPT-Gens interpretieren. Bessere motorische Leistungen beim ROD-Test

traten auch bei 5 Monate alten P301L-Méusen auf (Pennanen et al., 2004).

Eine Beeintrichtigung der motorischen Féahigkeiten durch die Gabe von Saft aus 4. muricata wurde
nicht beobachtet. Dagegen zeigten mit dem pflanzlichen Komplex-I-Inhibitor Rotenone behandelte
Ratten motorische Defizite im ROD (Swarnkar et al., 2011; Shin et al., 2017; Palle and Neerati, 2018,
Garabadu and Agrawal, 2020). Moglicherweise beruhen die unterschiedlichen Befunde auf einem
Dosiseffekt. Bei Verabreichung des synthetischen Komplex-I-Inhibitors MPTP zeigten sich motori-
sche Defizite erst bei hohen Dosen, wihrend niedrige Dosen zu affektiven Verdnderungen, einer

erhohten Angstlichkeit sowie Defiziten des Kurzzeitged4chtnisses fiihrten (Cunha et al., 2017).

Bei allen Verhaltenstests fanden sich in beiden Behandlungsarmen Hinweise auf eine erhohte loko-
motorische Aktivitdt bzw. ein verstirktes exploratives Verhalten des R406 W-Genotyps (geringere
Anzahl an Versuchen im ROD-Test; langere zuriickgelegte Strecken, hthere Geschwindigkeit und
hohere Aktivitdt ohne altersabhéngige Abnahme (Habituation) im OFT; langere Aufenthaltszeiten
im Objektbereich und hohere Anzahl an Objektbesuchen (bekannten und neue Objekte) im OWT;
h6here Anzahl von Kontakten ohne Habituation im Verlauf im SIT; hoheren Anteil an aktiver bzw.

niedrigerer Anteil an passiver Zeit im FST).

Auch in einer weiteren Studie zeigten R406W-Méuse (2N4R-Isoform, Promotor Alpha-Calmodulin-
Kinase) im Alter von 16-23 Monaten eine erhohte lokomotorische Aktivitdt, die als Disinhibition
interpretiert wurde (Tatebayashi et al., 2002). Ein erhohtes exploratives Verhalten ohne altersabhén-
gige Abnahme tritt auch bei anderen Tau-Mutationen (P301S (Scattoni et al., 2010, Takeuchi et al.,
2011, Przybyla et al., 2016), P301L (Pennanen et al., 2004; 2006; Boekhoorn et al., 2006; Cook et
al., 2014)) auf.

Zusammenfassend belegen die verstérkte lokomotorische Aktivitdt bzw. das erhdhte explorative
Verhalten der R406W-Mause eine psychomotorische Disinhibition bzw. frontale Enthemmung.
Diese Eigenschaften sind fiir genetische Tauopathien der FTLD-Tau mit MAPT-Mutationen charak-

teristisch.
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In der vorliegenden Studie wurde mit dem OWT bei keinem der Tau-Genotypen (hWT, R406W)
weder in der Wasser- noch in der Saft-Kohorte eine beeintrachtigte Gedéchtnisleistung festgestellt.
Bei dlteren R406 W-Tau-transgenen Mausen (1623 Monate, 2N4R-Isoform, Promotor Alpha-Cal-
modulin-Kinase) und bei anderen Tau-transgenen Mausmodellen (z. B. P301L) wurden hingegen
mittels MWM bzw. Angst-Konditionierungstest Gedédchtnisdefizite nachgewiesen (Tatebayashi et
al., 2002; Pennanen et al., 2004). Die verwendeten Tests sind alle an die Funktionalitit des Hippo-
campus gebunden, priifen aber unterschiedliche Gedachtnisfunktionen, der OWT das deklarative Ge-
déchtnis (Erinnerung an Objekte und Gesichter), der MWM das spatiale Gedéchtnis (rdumliches Ge-
déchtnis, Ortsgedachtnis) (Hammond et al., 2004) und der Angst-Konditionierungstest das kontex-
tuale Gedéchtnis (Anagnostaras et al., 2001). Letzterer ist zusétzlich an die Funktion der Amygdala
gebunden (Adhikari et al., 2015). Ein Vergleich der Befunde der Gedachtnistests ist daher nur ein-
geschrankt moglich. Allerdings kann der Verlust der Habituation im OFT, OWT und SIT beim
R406W-Genotyp als Hinweis auf eine Storung des Lernverhaltens bzw. des Gedéchtnisses gewertet
werden (Rockenstein et al., 2015). Nicht auszuschlieBen ist, dass bei den untersuchten R406 W-Maiu-
sen im héheren Alter eine Abnahme der Gedédchtnisfunktion entsprechend der Symptomatik geneti-
scher Tauopathien (FTLD-Tau mit MAPT-Mutationen) eingetreten wére. Weiter wéren bei einer
langeren Exposition gegeniiber Saft aus 4. muricata Stérungen des Gedachtnisses entsprechend der

dementiellen Entwicklung der atypischen Parkinson-Syndrome von Guadeloupe moglich.

Im Vergleich zum Angst-Konditionierungstest ist die mit dem OFT erfasste Thigmotaxis eine allge-
meinere Methode zur Messung des angstbezogenen Verhaltens. Bei allen Genotypen der Saft-Ko-
horte trat im Verlauf der Testreihe eine erh6hte Thigmotaxis (kiirzere Aufenthaltszeit in der zentralen
Zone) auf. Bei den nTg- und hWT-Tieren der Saft-Kohorte nahm die in der zentralen Zone verbrachte
Zeit im Untersuchungsverlauf um mehr als 50 % ab, bei den R406W-Tieren dagegen nur um ca.
30 %. Die Abnahme der in der zentralen Zone verbrachten Zeit entspricht einer Zunahme des éngst-
lichen Verhaltens (Simon et al., 1994; Schwarting et al., 1993; Prut und Belzung, 2003, Lipkind et
al., 2004).

Im FST nahm in der Saft-Kohorte mit zunehmendem Alter der Anteil an aktiver Zeit ab bzw. der
Anteil an passiver Zeit zu, was als Zunahme eines depressiven Verhaltens interpretiert werden kann.
Bei den transgenen Tieren der Wasser-Kohorte fanden sich keine Hinweise auf ein depressives Ver-
halten. Somit schien im untersuchten Alterszeitraum weder die Uberexpression des hWT-Tau noch
des R406W-Tau einen negativen Einfluss auf das affektive Verhalten der Tiere zu haben. Altere
R406W-Miuse (12—14 Monate, 2N4R-Isoform, Promotor CaMKII) wiesen hingegen im FST einen
erhohten Anteil an passiver Zeit im Vergleich zu nTg-Kontrolltieren und somit ein verstarktes de-
pressives Verhalten auf (Egashira et al., 2005). Es ist nicht auszuschlieen, dass auch die Tau-trans-
genen Miuse der Wasser-Kohorte der vorliegenden Analyse im hoheren Alter eine Zunahme der

passiven Zeit im FST im Sinne einer depressiven Verhaltensweise gezeigt hétten.
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Ubereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen zeigten auch mit dem pflanzlichen Komplex-I-
Inhibitor Rotenone behandelte Ratten (Madiha and Haider, 2019) und mit dem synthetischen Kom-
plex I-Inhibitor MPTP behandelte Nagetiere (Barbiero et al., 2014; Cunha et al., 2017; Amin et al.,
2018, Schamne et al., 2018) im FST ein depressives Verhalten. Weiter wurde eine mit diesem Befund

korrelierende verstarkte Tau-Expression gezeigt (Amin et al., 2018).

In den Verhaltenstests der vorliegenden Studie zeigten die mit Saft aus A. muricata behandelten Tau-
transgenen Tiere Anzeichen fiir eine Interaktion des Transgens mit dem Toxin Annonacin. Beispiels-
weise wiesen R406W-Tiere der Saft-Kohorte ein vermindertes Aufrichtverhalten trotz erhohter lo-
komotorischer Aktivitit und hWT-Tiere der Saft-Kohorte eine geringere Strecke und Geschwindig-
keit jeweils im Vergleich zu den mit Wasser behandelten Tieren desselben Genotyps auf. Diese Ver-
dnderungen des Verhaltens weisen auf mogliche Interaktionen zwischen der genetischen Veranla-

gung und der Exposition gegeniiber Umwelttoxinen bei der Entwicklung von Tauopathien hin.

Die gemeinsamen pathomechanistischen Schnittstellen fiir genetische (Tau-Mutationen) und um-
weltbedingte (Exposition zu Annonacin) Tauopathien scheinen einerseits die Stérungen der Mito-
chondrienfunktion und andererseits die Beeintriichtigung des axonalen Transports zu sein. Bei Uber-
expression der P301L-Mutation wurde in vitro ein Defizit des Komplex-I der mitochondrialen
Atmungskette mit reduzierten ATP-Spiegeln, einer verstarkten Empfindlichkeit gegen oxidativen
Stress und eine Stérung der Morphologie und Dynamik der Mitochondrien nachgewiesen (Schulz et
al., 2012); dhnliche Befunde wurden auch bei einer Intoxikation mit Annonacin detektiert (Escobar-
Khondiker et al., 2007). Weiter fiihrte eine Behandlung mit Annonacin in vitro zu einer Tau- und
Mitochondrien-Umverteilung von den Axonen zu somatodendritischen Kompartimenten (Escobar-
Khondiker et al., 2007). Die erhéhte Expression von Tau fiihrte in Zellkulturen zu einer Stérung des
anterograden axonalen Transports von Vesikeln und intrazelluldren Organellen (z. B. Mitochond-
rien) und dadurch zu einer relativen Zunahme des retrograden Transports in den Axonen (Stamer at
al., 2002). Da sich die Auswirkungen genetischer und umweltbedingter Faktoren dhneln, fiihrt auf

neurophysiologischer Ebene deren Interaktion zu verstirkten pathologischen Verhaltensmerkmalen.

Korrelierend hierzu fanden sich in der histologischen Aufarbeitung der in der vorliegenden Studie
untersuchten Tiere der Saft-Kohorte indirekte Zeichen eines defekten Energiemetabolismus durch
Nachweis von Immunreaktivitét fiir 3NT (Rottscholl et al., 2016). Weiterhin ergaben sich durch die
Reduktion der Synaptophysin-Immunreaktivitdit Hinweise auf eine Abnahme der synaptischen
Dichte, welche Folge eines gestorten axonalen Transports sein kann (Rottscholl et al., 2016). Ein fiir
die unphysiologischen Verhaltensdnderungen ursichlicher Verlust an Neuronen oder Gliazellen
wurde jedoch bei den untersuchten Tieren der Saft-Kohorte histopathologisch nicht beobachtet (Rott-
scholl et al., 2016). In Zusammenschau beruhen die oben beschriebenen Verhaltensauffalligkeiten
der untersuchten Méuse méglicherweise auf einer Anderung der Mitochondrien- und Synapsenfunk-

tion sowie des axonalen Transportes.
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Die vorliegende Analyse bestitigt die bereits mehrfach in in vitro bzw. in vivo Versuchen beschrie-
bene Neurotoxizitit von in Pflanzen der Annonaceae-Familie enthaltenen Alkaloiden (Lannuzel et
al., 2002, 2003; Nagatsu, 2002) und insbesondere von Annonacin (Lannuzel et al., 2002, 2003;
Champy et al., 2004, Escobar-Khondiker et al., 2007, Hollerhage et al., 2009, Yamada et al., 2014,
Rottscholl et al., 2016; Salama et al., 2019). Aufgrund der Datenlage inklusive der vorliegenden
Studie sollte von dem Verzehr von Produkten aus Annonaceae (hauptsachlich aus A. muricata) vor

allem in Bevolkerungsgruppen mit traditionell erhohtem Konsum abgeraten werden.

Da bisher alle klinischen Ansétze zur Behandlung der Amyloid-Pathologie scheiterten, riicken Tau-
gerichtete Therapien der AD zunehmend in den Fokus der Wissenschaft (Jadhav et al., 2019). Tau-
gerichtete Therapien besitzen das Potenzial, die Abnahme kognitiver Funktionen auch in préaklini-
schen Alzheimer-Stadien (MCI) abzumildern bzw. den Verlauf der Erkrankung zu verbessern, da die
Tau-Pathologie (Lokalisation und Menge der Tau-Aggregate) im Gegensatz zur Amyloid-Pathologie
sowohl mit dem Ausmal} des neuronalen Zellverlustes als auch mit den kognitiven Funktionsein-
schrinkungen korreliert (Nelson et al., 2012). Zudem sind Tau-gerichtete Interventionen mogliche
therapeutische Ansétze bei anderen Tau-assoziierten Erkrankungen, z. B. den atypischen Parkinson-

Syndromen PSP, CBD und weiteren Formen der FTLD-Tau.

Als therapeutisches Ziel kommen verschiedene Ebenen der Tau-Pathophysiologie in Frage oder sind
bereits in klinischer Erprobung (Jadhav et al., 2019). Hierzu gehoren Inhibitoren der Tau-Phospho-
rylierung (Kinase-Inhibitoren), Inhibitoren der Tau-Aggregation (Aggregationshemmer) sowie
Mikrotubuli-Stabilisatoren. Weiter werden Anti-Tau-Antikorper (passive Anti-Tau-Immuntherapie),
die gegen das vorwiegend extrazelluldre neurotoxische Tau und gegen dessen Prionen-artige Aus-
breitung gerichtet sind, sowie diverse Modelle einer aktiven Immunisierung gegen Tau-Aggregate
entwickelt. Antisense-Oligonukleotide (ASOs) erscheinen ebenfalls als vielversprechende Option,
indem sie in die Translation von Tau auf pra-mRNA oder mRNA-Ebene eingreifen und so die Menge
an neu synthetisiertem Tau-Protein vermindern. Effektive Therapien auf der Basis von ASOs exis-
tieren bereits fiir Formen der spinalen Muskelatrophie und der Muskeldystrophie Typ Duchenne und

werden bei der neurodegenerativen Huntington-Erkrankung erprobt (Jadhav et al., 2019).

In diesem Kontext sind Tau-transgene Mausmodelle von groBBer Bedeutung, da sie den funktionellen
Einfluss der Tau-gerichteten Therapien auf die Tau-induzierte Neurodegeneration darstellen und die
Wirksamkeit und Vertraglichkeit der Anti-Tau-Therapien in vivo priifen konnen. Verhaltensanalysen
von Tau-transgenen Mausen sind in der Lage die Effekte solcher Therapien auf spezifische klinische
Aspekte der Tauopathie-assoziierten Erkrankungen aufzuzeigen. Mit dem OWT und MWM lieBen
sich Funktionsverbesserungen des deklarativen bzw. rdumlichen Gedéchtnisses insbesondere bei
Mausmodellen der AD dokumentieren. Mittels ROD-Test kdnnte eine mogliche Abnahme der mo-
torischen Defizite vor allem bei Mausmodellen der o0.g. atypischen Parkinson-Syndrome und Formen

der FTLD-Tau mit MAPT-Mutationen mit dominantem Parkinsonoid nachgewiesen werden. Im SIT
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und OFT lieBe sich die potenzielle Regredienz von FTD-typischen Verhaltensauffilligkeiten
(psychomotorische Disinhibition, frontale Enthemmung, sozialer Riickzug, Angstlichkeit) veran-
schaulichen. Uber den FST konnte im Mausmodell eine Abnahme der bei der AD (Lyketsos et al.,
2011) und bei FTD-Formen haufig anzutreffenden Depressivitdt (Chakrabarty et al., 2015) aufge-

zeigt werden.
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5 Zusammenfassung

Tauopathien sind eine Gruppe von neurodegenerativen Erkrankungen, die durch pathologische Ver-
dnderungen des Tau-Proteins im Sinne einer Dysfunktion und Akkumulation charakterisiert sind.
Tau spielt als Mikrotubuli-assoziiertes Protein im zentralen Nervensystem eine wichtige Rolle bei
dem Erhalt der Zellform und der Zellstruktur, beim axonalen Transport von intrazelluldren Kompo-
nenten sowie beim Wachstum und bei der Stabilisierung von Axonen wahrend der Entwicklung der

Neurone.

Sowohl Mutationen als auch Umweltfaktoren konnen eine pathologische Verdanderung des Tau-Pro-
teins hervorrufen. Eine Reihe von Punktmutationen im Tau-Gen ist mit einer Frontotemporalen Lo-
bardegeneration mit Tau-Ablagerungen assoziiert. Das in Pflanzen der Annonaceae-Familie enthal-
tene Neurotoxin Annonacin ist ein potenter Komplex-I-Inhibitor der Atmungskette der Mitochond-
rien und gilt als Ursache fiir die zu den Tauopathien zdhlenden atypischen Parkinson-Syndrome auf
Guadeloupe. Eine Interaktion zwischen genetischen und Umweltfaktoren bei pathologischen Veran-
derungen des Tau-Proteins wurde im Vorfeld der vorliegenden Studie iiber eine parenterale Anno-
nacin-Infusion in transgene Méuse mit mutiertem humanen Tau-Gen mit der Punktmutation R406W,
welche den Austausch einer Aminoséure Arginin gegen Tryptophan bewirkt, nachgewiesen. Die
kurzfristige Exposition gegeniiber Annonacin verstirkte die Dysfunktion und Akkumulation des

Tau-Proteins bei den transgenen Mausen in vivo.

Ziel dieser Arbeit war es, langfristige Effekte beider Faktoren unter physiologischen Bedingungen
durch eine enterale Gabe von Fruchtsaft aus Annona (A.) muricata, einem Hauptvertreter der Anno-
nacea-Pflanzenfamilie, im Mausmodell zu analysieren. Hierzu wurden die Verhaltenscharakteristika
zwelier transgener Mauslinien, die humanes Wildtyp-Tau (hWT) oder humanes R406W-Tau expri-
mierten, und einer nicht-transgenen Kontrollgruppe (nTg) wéhrend einer Intoxikation mit Fruchtsaft
von A. muricata ein Jahr lang untersucht. Die Ergebnisse wurden mit den Resultaten einer Verhal-
tensanalyse genetisch identischer Mauslinien ohne Verabreichung von Saft aus A. muricata vergli-
chen. Die Verhaltenstests sollten Aufschluss dariiber geben, ob die Mausmodelle phénotypische
Merkmale einer genetisch bedingten Tauopathie (z. B. Frontotemporale Lobérdegeneration mit Tau-
Ablagerungen assoziiert mit Tau-Mutationen) aufweisen. Weiter sollte geklart werden, ob nicht-
transgene Mause durch die Verabreichung von Saft aus 4. muricata klinische Charakteristika der
atypischen Parkinson-Syndrome von Guadeloupe entwickeln. Zudem wurde untersucht, ob die Um-
weltexposition mit dem Saft aus A. muricata die Verhaltensmerkmale von Tau-transgenen Méusen
verstirkt. Die Verhaltensmerkmale der Versuchstiere wurden mit Hilfe von jeweils fiinf Verhaltens-
tests zu fiinf Zeitpunkten gepriift. Der Rotarod-Test (ROD) untersuchte motorische Funktionen und
die Koordination. Der Offenfeld-Test (OFT) analysierte die lokomotorische Aktivitit sowie das ex-
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ploratorische Verhalten und detektierte potenzielle dngstliche Verhaltensweisen. Der Objektwieder-
erkennungstest (OWT) priifte das deklarative Gedachtnis. Mittels dem Sozialen-Interaktionstest
(SIT) lieB sich eine Enthemmung des sozialen Verhaltens oder ein sozialer Riickzug identifizieren.
Der Forcierte-Schwimm-Test (FST) deckte eine mdgliche depressive Verhaltensweise der Versuchs-

tiere auf.

Die in den Verhaltenstests nachweisbare erhohte lokomotorische Aktivitit und das verstiarkte explo-
rative Verhalten der transgenen R406W-Maiuse entspricht den psychopathologischen Merkmalen ei-
ner genetischen Tauopathie im Sinne einer psychomotorischen Disinhibition oder frontalen Enthem-
mung. Die mit der Dauer der Behandlung mit Saft aus A. muricata zunehmende Verinderung des
affektiven und angstbezogenen Verhaltens der Mduse (verstérktes depressives Verhalten, verstérkte
Angstlichkeit) werden auch bei den atypischen Parkinson-Syndromen von Guadeloupe, die mit dem
Verzehr von A. muricata Produkten in Verbindung gebracht werden, beobachtet. Einschrankungen
des deklarativen Gedédchtnisses traten bei den Mausen im untersuchten Zeitraum nicht auf. Der Ver-
lust der Habituation des R406W-Genotyps hinsichtlich der lokomotorischen Aktivitét deutet aber
moglicherweise auf eine Storung des Lernverhaltens und auf diskrete Gedichtnisdefizite hin. Moto-
rische Einschrénkungen traten bei keinem Genotyp in keinem Behandlungsarm auf, moglicherweise
aufgrund des auf 12 Monate begrenzten Beobachtungszeitraumes. In der Literatur wurden solche
Defizite in dem auch in der vorliegenden Studie verwendeten R406 W-Mausmodell (gleiche Tau-

Isoform, gleicher Promotor) erst in einem hoheren Alter der Versuchstiere nachgewiesen.

In verschiedenen Tests zeigten die Tau-transgenen Tiere unter Behandlung mit Saft aus A. muricata
verstirkte pathologische Verhaltensmerkmale, was auf eine Interaktion der genetischen Pradisposi-
tion und des Umwelteinflusses hindeutet. Beispielweise wiesen die mit Saft aus 4. muricata behan-
delten transgenen R406W-Tiere ein vermindertes Aufrichtverhalten trotz erhdhter lokomotorischer
Aktivitdt auf und hWT-Tiere legten im OFT eine geringere Strecke mit geringerer Geschwindigkeit
zuriick als die mit Wasser behandelten Tiere desselben Genotyps. Die Ergebnisse dieser Arbeit be-
statigen die Befunde fritherer in vitro und in vivo Untersuchungen. Aufgrund der toxischen Effekte
von Annonacin auf das zentrale Nervensystem sollte von dem Konsum von Friichten und Saft aus 4.

muricata abgeraten werden.

In Anbetracht der Tatsache, dass Fehlfunktionen und pathologische Ablagerungen des Tau-Proteins
bei der neurodegenerativen Alzheimer-Erkrankung eine wesentliche Rolle spielen, sind auf das Tau-
Protein abzielende Therapien vor allem nach Versagen diverser Therapieansitze gegen Beta-Amy-
loid von enormem wissenschaftlichen Interesse. In diesem Kontext kdnnen Mausmodelle Zusam-
menhénge zwischen dem Tau-vermittelten pathologischen Geschehen und einer Neurodegeneration
in vivo aufzeigen. Therapieansitze, die auf pathologische Verdnderungen durch das Tau-Protein aus-
gerichtet sind, lassen sich in Tau-transgenen Mausmodellen mittels Verhaltensanalyse auf Wirksam-

keit und Vertraglichkeit priifen.
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6 Summary

Tauopathies are a group of neurodegenerative diseases characterized by pathological changes in the
Tau protein in the sense of dysfunction and accumulation. As a microtubule-associated protein in the
central nervous system, Tau plays an important role in the maintenance of cell shape and structure,
axonal transport of intracellular components, and growth and stabilization of axons during neuronal
development.

Both mutations and environmental factors can cause a pathological change in the Tau protein. A
number of point mutations in the Tau gene are associated with frontotemporal lobar degeneration
with Tau deposits. The neurotoxin annonacin contained in plants of the Annonaceae family is a po-
tent complex-I inhibitor of the respiratory chain of the mitochondria and is considered to be the cause
of the atypical Parkinson's syndromes in Guadeloupe, which are classified as tauopathies. An inter-
action between genetic and environmental factors in pathological alterations of the Tau protein was
demonstrated in advance of the present study by a parenteral annonacin infusion into transgenic mice
with mutated human Tau gene with the point mutation R406W, which causes the exchange of an
amino acid arginine for tryptophan. The short-term exposure to annonacin increased the dysfunction
and accumulation of the Tau protein in the transgenic mice in vivo.

The aim of this work was to analyze the long-term effects of both factors under physiological condi-
tions by enteral administration of fruit juice from Annona (A.) muricata, a major representative of
the Annonaceae plant family, in a mouse model. To this end, the behavioral characteristics of two
transgenic mouse lines expressing human Wild-type Tau (hWT) or human R406W Tau and a non-
transgenic control group (nTg) were investigated during intoxication with fruit juice from A. muri-
cata for one year. The results were compared with the results of a behavioral analysis of genetically
identical mouse lines without the administration of juice from A. muricata. The behavioral tests
should provide information on whether the mouse models show phenotypic characteristics of a ge-
netically determined tauopathy (e.g. Frontotemporal lobar degeneration with Tau deposits associated
with Tau mutations). Further, it should be clarified whether non-transgenic mice develop clinical
characteristics of atypical Parkinson's syndromes of Guadeloupe by the administration of juice from
A. muricata. In addition, it was investigated whether environmental exposure to the juice from 4.
muricata enhances the behavioral traits of Tau-transgenic mice.

The behavioral traits of the test animals were examined by means of five behavioral tests at five
points in time. The Rotarod Test (ROD) examined motor functions and coordination. The Open Field
Test (OFT) analyzed locomotor activity and exploratory behavior and detected potential anxious
behavior. The Object Recognition Test (ORT) tested the declarative memory. The Social Interaction
Test (SIT) was used to identify the disinhibition of social behavior or social withdrawal. The Forced

Swimming Test (FST) revealed a possible depressive behavior of the test animals.
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The increased locomotor activity and exploratory behavior of the transgenic R406W
mice demonstrated in the behavioral tests corresponds to the psychopathological characteristics of a
genetic tauopathy in terms of psychomotor disinhibition or loss of frontal inhibition. The increasing
change in affective and anxiety-related behavior of the mice with the duration of treatment with juice
from A. muricata (increased depressive behavior, increased anxiety) are also observed in the atypical
Parkinson's syndrome of Guadeloupe, which is associated with the consumption of 4. muricata prod-
ucts. Limitations of declarative memory did not occur in the mice during the investigated period.
However, the loss of the habituation of the R406W genotype with regard to locomotor activity may
indicate a disruption of learning behavior and discrete memory deficits. Motor impairment did not
occur in any genotype in any treatment arm, possibly due to the limited observation period of 12
months. In the literature, such deficits in the R406W mouse model used in the present study (same

Tau isoform, same promoter) were only detected at an older age of the test animals.

In various tests, the Tau-transgenic animals showed enhanced pathological behavioral traits when
treated with juice from A. muricata, suggesting an interaction of genetic predisposition and environ-
mental influence. For example, the transgenic R406W animals treated with juice from A. muricata
showed reduced erection behavior despite the increased locomotor activity, and hWT animals cov-

ered in the OFT a shorter distance at a slower speed than water-treated animals of the same genotype.

The results of this work confirm the findings of earlier in vitro and in vivo studies. Due to the toxic
effects of annonacin on the central nervous system, the consumption of fruits and juice from 4. mu-

ricata should be avoided.

Considering that malfunctions and pathological deposits of the Tau protein play a major role in neu-
rodegenerative Alzheimer's disease, therapies targeting the Tau protein are of considerable scientific
interest, especially after the failure of various therapeutic approaches against beta-amyloid. In this
context, mouse models can show correlations between the Tau-mediated pathological event and neu-
rodegeneration in vivo. Therapeutic approaches, which focus on pathological changes caused by the
Tau protein, can be tested for effectiveness and tolerability in Tau-transgenic mouse models using

behavioral analysis.
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