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Zusammenfassung

Die Alzheimer-Erkrankung (AD) ist die hdufigste Demenzerkrankung, die weltweit Mil-
lionen von Menschen betrifft und deren Privalenz zukiinftig weiter zunehmen wird. AD
ist durch kognitive Beeintrachtigungen wie Gedachtnisverlust gekennzeichnet, umfasst
aber auch nicht-kognitive Verdanderungen wie Storungen des zirkadianen Systems. Ob-
wohl die genauen Mechanismen der Alzheimer-Pathogenese noch nicht vollstindig ver-
standen sind, spielen fehlgefaltete Amyloid-fB (AP)- und Tau-Proteine eine zentrale Rolle,
die sich im Gehirn als Amyloid-Plaques und Tau-Fibrillen ablagern und neurotoxisch
wirken. Neue Erkenntnisse weisen darauf hin, dass auch die 16slichen Amyloid-Formen
neurotoxisch wirken und Gehirnfunktionen beeintrachtigen konnen. In der transgenen
Maus (TgDimer) werden ausschlieBlich 16sliche AB-Dimere produziert, die weder Plaque
bilden, noch Anzeichen von Tau-Hyperphosphorylierung, Neuroinflammation oder Neu-
rodegeneration aufweisen. Sie eignet sich daher besonders als AD-Mausmodell, um ge-
zielt den Einfluss loslicher AB-Formen, wie sie im Friithstadium der Alzheimer-Erkran-
kung auftreten, auf die Gehirnfunktion zu untersuchen. In dieser Arbeit untersuchten wir
die Funktionen des zirkadianen Systems bei TgDimer-Miusen, indem wir die rhythmi-
sche lokomotorische Spontanaktivitdt mittels Infrarotdetektor erfassten und Marker fiir
die lichtinduzierte neuronale Aktivitit (c-FOS), ein Uhrengenprotein (PER1), sowie Ast-
rozyten (GFAP) im zirkadianen Rhythmusgenerator, dem Nucleus suprachiasmaticus
(SCN), mithilfe von Immunhistochemie analysierten. Die TgDimer-Maus zeigte eine ge-
steigerte Aktivitdt in der frithen Licht-/Inaktivitdtsphase im Vergleich zur Wildtyp-Maus.
Dies #hnelt der nichtlichen Uberaktivitit bei Personen mit AD. Die ¢-FOS -Immunreak-
tion (IR) im SCN war zwischen den Genotypen nicht unterschiedlich, was darauf hindeu-
tet, dass die lichtinduzierte neuronale Aktivitdt nicht durch die AB-Dimere beeintrachtigt
ist. Allerdings waren sowohl die PER1- als auch die GFAP-Immunreaktion im SCN der
TgDimer-Mausen verdndert. Dies deutet darauf hin, dass die AB-Dimere das molekulare
Uhrwerk und die Astrozytenfunktion im SCN beeinflussen. Ein besseres Verstindnis die-

ser Mechanismen kdnnte neue Therapieansitze fiir Personen mit AD ermdglichen.



Summary

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of dementia, affecting millions of
people worldwide, and its prevalence is set to increase in the future. AD is characterized
by cognitive impairments such as memory loss, but also includes non-cognitive changes
such as disturbances of the circadian system. Although the exact mechanisms of Alzhei-
mer's pathogenesis are not yet fully understood, misfolded amyloid-f (APB) and tau pro-
teins play a central role, accumulating in the brain as amyloid plaques and tau fibrils and
exerting neurotoxic effects. New findings indicate that soluble forms of amyloid also have
neurotoxic effects and can impair brain function. In the transgenic mouse (TgDimer),
only soluble AP dimers are produced, which neither form plaques nor show signs of tau
hyperphosphorylation, neuroinflammation, or neurodegeneration. It is therefore particu-
larly suitable as an AD mouse model for specifically investigating the influence of soluble
AP forms, as they occur in the early stages of Alzheimer's disease, on brain function. In
this study, we investigated the functions of the circadian system in TgDimer mice by
recording rhythmic spontaneous locomotor activity using an infrared detector and meas-
uring light-induced neuronal activity (c-FOS), the molecular clock (PER1), and astrocyte
activity (GFAP) in the circadian rhythm generator, the suprachiasmatic nucleus (SCN),
using immunohistochemistry. The TgDimer mouse showed increased activity in the early
light/inactivity phase compared to the wild-type mouse. This is similar to the nocturnal
hyperactivity seen in people with AD. The c-FOS immune response (IR) in the SCN did
not differ between genotypes, suggesting that light-induced neuronal activity is not im-
paired by AP dimers. However, both PER1 and GFAP IR were altered in the SCN of
TgDimer mice. This suggests that A dimers influence the molecular clockwork and as-
trocyte function in the SCN. A better understanding of these mechanisms could enable

new therapeutic approaches for individuals with AD.
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1 Einleitung

1.1 Das zirkadiane System

Zahlreiche Korperfunktionen unterliegen einem tageszeitlichen Rhythmus, der sich den
umweltbedingten Schwankungen der Beleuchtungsverhéltnisse anpasst (Korf & Gall,
2013). Dass der Rhythmus von Lebewesen nicht ausschlieBlich durch Sonnenlicht ge-
steuert wird, zeigte schon de Mairan, indem er beobachtete, dass Mimosa-Pflanzen auch
dann weiterhin tiglich in einem festen Rhythmus ihre Blitter bewegten, wenn sie von
Licht- und Temperatursignalen isoliert waren (Ralph et al., 1990; Silver & Rainbow,
2013). Zwei Jahrhunderte spéter fiihrten Wever und Aschoff ein Experiment durch, bei
dem die freiwilligen Teilnehmer in unterirdischen Bunkern untergebrachten wurden. Hier
lebten sie wochenlang ohne Zugang zu Tageslicht, Uhren oder sozialen Zeitgebern. Die
Ergebnisse zeigten, dass auch beim Menschen rhythmische Korperfunktionen auch ohne
duBere Reize mit einer Periodenldnge von ungefihr 24 h weiterlaufen. Es zeigten sich
Rhythmen in Korpertemperatur, Schlaf und Hormonspiegeln die bei den meisten Teil-
nehmenden etwa 25 Stunden betrugen (Von Aschoff & Wever, 1962). Dementsprechend
scheint es auch beim Menschen eine innere Uhr zu geben, welche dem Organismus, un-
abhingig von dufleren Reizen, einen zirkadianen Rhythmus vorgibt. Bei Sdugetieren ist
diese innere Uhr eine zentrale Komponente im zirkadianen System, welches schon seit

Jahrzehnten Gegenstand intensiver Forschung ist.

1.1.1 Lichteingang in das zirkadiane System

Bei Saugetieren ist das zirkadiane System hierarchisch organisiert und besteht aus einem
zentralen zirkadianen Taktgeber, der den zirkadianen Rhythmus generiert, Lichteingangs-
strukturen und Strukturen die rhythmische Signale erzeugen (Pittendrigh, 1993). Die Pha-
senlage und -ldnge der zirkadianen Rhythmen konnen vor allem durch Licht an die um-
weltbedingten Schwankungen der Beleuchtungsverhiltnisse anpasst werden (Gooley et
al., 2001), ein Vorgang der als Photoentrainment bezeichnet wird. Die Retina ist bei den
Saugetieren das einzige lichtsensible Organ (Silver & Rainbow, 2013), welches Licht-

reize aufnimmt und als elektrisches Signal weiter zum Gehirn leitet (Berson et al., 2002).



Die Retina beinhaltet Stabchen und Zapfen als Lichtrezeptoren. Stdbchen enthalten Rho-
dopsin und sind darauf spezialisiert, Licht bei geringer Intensitit zu detektieren. Sie sind
somit fiir das Nachtsehen verantwortlich. Zapfen hingegen enthalten Photopsine und sind
fiir das Tageslicht- und Farbsehen zusténdig. Die Aktivierung beider Photorezeptortypen
16st die Phototransduktion aus, worauthin die Signale iiber das synaptische Endstiick an
bipolare und horizontale Zellen weitergeleitet werden und schlieflich die retinalen Gang-
lienzellen (RGCs) erreichen (Fu & Yau, 2007). Die Axone der RGCs bilden den Sehnerv,
der visuelle Informationen an verschiedene Zielstrukturen weiterleitet, darunter iiber das
Corpus geniculatum laterale (LGN) an den visuellen Cortex, aber auch extragenikuldr an
den Nucleus suprachiasmaticus (SCN), an Mittelhirnareale und andere subkortikale Re-
gionen (Hattar et al., 2002). Diese Strukturen verarbeiten extrinsische visuelle Reize und
sind an der Deutung sowie der Verfolgung visueller Objekte und Muster beteiligt
(Dhande & Huberman, 2014; Hattar et al., 2002). Daneben existieren extragenikuldre
Projektionswege, die unabhéngig von der bewussten visuellen Wahrnehmung wirken und
primédr nicht-visuelle Lichtinformationen verarbeiten. Hierzu z&hlen Projektionen zum
SCN, der als zentraler zirkadianer Taktgeber fungiert, sowie zu weiteren subkortikalen
Arealen wie der Oliva praetectalis (Pupillenlichtreflex), dem ventrolateralen praoptischen
Areal (Schlaf-Wach-Regulation) und hypothalamischen sowie limbischen Strukturen

(Hattar et al., 2002). Diese nicht-visuellen Signalwege werden durch melanopsinhaltige
ipRGCs vermittelt, deren Axone neben dem SCN verschiedene Regionen des anterioren
und lateralen Hypothalamus, das retrochiasmatische und perifornikale Areal sowie be-
stimmte thalamische Kerne erreichen. Auflerdem enden einige ipRGCs im Nucleus ha-
benularis, welcher wiederum in den préfrontalen Kortex projiziert und somit eine wich-
tige Rolle in der lichtbeeinflussten emotionalen Regulation spielt (Fernandez et al., 2018;

Johnson et al., 1988; Mikkelsen & Vrang, 1994; Pickard, 1985).

Da bei einem Teil blinder Personen trotz fehlender Bildwahrnehmung weiterhin lichtab-
héngige physiologische Reaktionen beobachtet werden, wurde die Existenz zusatzlicher
lichtempfindlicher retinaler Zellen unabhéngig von Stiabchen und Zapfen postuliert.
Nachfolgende Studien identifizierten eine kleine Subpopulation retinaler Ganglienzellen,

die etwa 2 % aller Ganglienzellen ausmacht und selbststindig auf Licht reagieren kann.



Diese intrinsische Lichtempfindlichkeit beruht auf dem Photopigment Melanopsin, wes-
halb diese Zellen als intrinsisch photosensitive retinale Ganglienzellen bezeichnet werden

(LeGates et al., 2014).

Eine Zellsubgruppe in RGCs (etwa 2%) enthalten das Photopigment Melanopsin und sind
als Teil der zirkadianen Funktion in der Lage, unabhingig von Stibchen und Zapfen, auf
das Licht zu reagieren und werden daher als intrinsisch photosensitiven retinalen Gang-
lienzellen (ipRGCs) bezeichnet (LeGates et al., 2014).

Die ipRGCs lassen sich in fiinf Subtypen (M1 bis M5) unterteilen, die sich in ihrer dend-
ritischen Struktur, den Projektionszielen ihrer Axone, ihrem genetischen Ausdrucksmus-
ter, ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften sowie ihren jeweiligen Funktionen unter-
scheiden. M1-Zellen besitzen die hochste eigenstindige Lichtempfindlichkeit, zeigen ein
stirker depolarisiertes Ruhemembranpotenzial und feuern mit einer geringeren Frequenz.
M2-Zellen zeichnen sich durch mittelgroBe Somata und ausgedehnte, aber wenig ver-
zweigte Dendriten, aus. Im Vergleich zu M1 zeigen sie kiirzere Lichtantworten, verfiigen
jedoch iiber eine erhohte Erregbarkeit, eine hohere Eingangsresistenz und eine ausgeprag-
tere Fahigkeit zur Frequenzmodulation, was sie gegeniiber schwachen synaptischen Sig-
nalen empfindlicher macht. M3-Zellen dhneln beziiglich ihrer Soma-Gro6fe und der dend-
ritischen Komplexitit den M2-Zellen, weisen jedoch moderate Lichtantworten mit anhal-
tender Depolarisation und wiederholtem Feuern auf. M4-Zellen sind durch grofle Somata
und ausgedehnte, radial verzweigte Dendriten gekennzeichnet, wihrend M5-Zellen klei-
nere Zellkorper sowie eine gleichmaBig verzweigte dendritische Arborisation aufweisen.
Die Subtypen M3 bis M5 weisen eine groBBere elektrophysiologische Diversitit auf, was
auf spezialisierte Funktionen sowohl im nicht-bildgebenden Bereich als auch bei der Ver-
arbeitung visueller Muster hindeutet (Ecker et al., 2010; Hu et al., 2013; Schmidt, Chen,
etal., 2011; Schmidt & Kofuji, 2009). Neben der intrinsischen Lichtwahrnehmung integ-
rieren ipRGCs auch Signale von Stdbchen und Zapfen und verbinden diese mit ihren
langsameren, melanopsinvermittelten Antworten (Schmidt, Do, et al., 2011).

Die Axone der ipRGCs bilden unter anderem den retinohypothalamischen Trakt (RHT),
welcher von Retina bis zum SCN, dem {ibergeordnetem Rhythmusgenerator, im Hypo-
thalamus verlduft. Innerhalb des SCN enden die Fasern vorrangig im ventrolateralen Be-

reich, wihrend der dorsomediale Anteil weniger stark innerviert ist (Moore et al., 1995).



Diese Projektionen iibermitteln unabhingig von der visuellen Bildwahrnehmung Lichtin-
formationen, die fiir die Steuerung zirkadianer Prozesse von zentraler Bedeutung sind

(Hannibal et al., 2002).

Genetisch verdnderte Méuse, denen Stidbchen und Zapfen fehlten, waren in der Lage Licht
zu erkennen und ihre zirkadiane Funktion zu behalten. Bei Mausen, denen zusétzlich Me-
lanopsin fehlte, waren jedoch alle Lichtreaktionen aufgehoben, was die Rolle der Mela-
nopsin-exprimierenden ipRGCs beim nicht bildgebenden Sehen bestitigt (Fu & Yau,
2007; Fu et al., 2005; Pickard & Sollars, 2012)

Die ipRGCs nutzen den Transmitter Glutamat und das pituitdr adenylyl cyclase-aktivie-
rende Polypeptid (PACAP), um das Lichtsignal zum SCN zu vermitteln (Korf & Gall,
2013). Bei Lichteinwirkung wird Glutamat aus den synaptischen Bldschen der Axonen-
den der RHT freigesetzt (Reppert & Weaver, 2002). Im SCN fiihrt die Bindung von Glu-
tamat an den NMDA-Rezeptoren zur Aktivierung einer Signalkaskade, die den Einstrom
von Kalziumionen (Ca?*") in die Nervenzellen und damit deren Aktivierung auslost. Pa-
rallel dazu aktiviert PACAP liber PACAP-R1-Rezeptoren die Bildung von cAMP (Chen
et al., 1999; Hannibal et al., 1997; Krajnak & Lillis, 2002). PACAP erhoht die Leitfahig-
keit von L-Typ Kalziumkanélen in SCN-Neuronen, um die intrazelluldre Kalziumantwort
auf Glutamat zu verstirken (Dziema & Obrietan, 2002). Das einstromende Kalzium ak-
tiviert eine Reihe von Kinasen. Darunter fallen die Proteinkinase A (PKA), Mitogen-ak-
tivierte Proteinkinase-Kinase (MAPK) und Calcium/Calmodulin-abhéngige Protein-
kinase II (CamKII). In der Folge wird der p44/42 MAPK-Signalweg stimuliert, was zur
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors cAMP response element-binding protein
(CREB) fiihrt und die Expression von c-Fos, einem Marker fiir neuronale Aktivitit, er-
hoht. Zusitzlich wird die Expression des Uhrengens Perl angeregt, was zur lichtabhin-

gigen Riickstellung der inneren Uhr in SCN-Neuronen beitrigt (von Gall, 2022).

Neben der direkten Weiterleitung des retinalen Signals {iber den RHT, gelangen ebenfalls
indirekte photische Information vom IGL iiber den GHT, der Neuropeptid Y und Gamma-
Amminobuttersdure (GABA) als Neurotransmitter einsetzt, zum SCN (Biello et al., 1997;
Hannibal et al., 2002). Nicht-photische Signale werden an den SCN {iiber die serotonergen
Neuronen des dorsalen und medialen Raphekerns geleitet (Dibner et al., 2010). Durch
diese Signalwege kann die Expression der Uhrengene moduliert und damit auch die Pe-

riodenldnge beeinflusst werden (Le Minh et al., 2001).



1.1.2 Der Aufbau des SCN

Das zirkadiane System ist hierarchisch aufgebaut, bei dem der SCN als iibergeordneter
zirkadianer Taktgeber fungiert (von Gall, 2022). Der SCN ist eine bilaterale Struktur,
bestehend aus zwei symmetrischen beidseitig am dritten Ventrikel liegenden Kernen mit
etwa 10.000 Neuronen, die eng miteinander verbunden sind und eine koordinierte Akti-
vitdt ermoglichen (Silver & Kriegsfeld, 2014). Funktionell und anatomisch wird der SCN

in zwei Hauptregionen unterteilt.

Die Kern-Region befindet sich im ventralen SCN und erhilt direkte Afferenzen vom
RHT. Die Neuronen in diesem Bereich exprimieren vasoaktives intestinales Peptid (VIP)
und Peptid Histidin-Isoleucin (PhI). Sie reagieren besonders sensibel auf duflere Licht-
signale und sind daher entscheidend fiir die Anpassung der inneren Uhr an die Umwelt-
verdnderungen. Die Lichtexposition fiihrt zu einer gesteigerten Aktivitdt der VIP-produ-
zierenden Neuronen im SCN und erhoht gleichzeitig die Freisetzung von VIP. VIP bindet
an seine spezifischen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, VPAC 1,2 (Dickson &
Finlayson, 2009), was zu einer lichtinduzierten Phasenverschiebung und der Aufrecht-
haltung eines kohdrenten rhythmischen Feuerns innerhalb der SCN-Neurone fiihrt
(Reghunandanan & Reghunandanan, 2006). Die lichtabhingige Aktivierung der VIP-
Neurone ist bei Ddmmerung besonders ausgeprigt. Eine chronische Lichtexposition hin-
gegen kann zu Stérungen des zirkadianen Rhythmus fithren, wodurch die neuronale Ak-

tivitdt der VIP-Zellen ihre Rhythmizitét verliert (Dziema & Obrietan, 2002).

Die Schalen-Region, dessen Neuronen hauptsédchlich Arginin-Vasopressin (AVP) expri-
mieren, liegt dorsolateral im SCN und erhilt keine direkten Lichtsignale. Die AVP-Neu-
rone zeigen einen robusten zirkadianen Ausdruck, der durch CLOCK/BMAL 1 iiber die
E-Box vermittelte Transkription vermittelt wird. Die AVP-Neuronen spielen eine ent-
scheidende Rolle bei der Regulierung der Koordination des SCN-Netzwerks und sorgen
fiir die Weitergabe der zirkadianen Rhythmen, da sie Signale an nachgeschaltete Struk-
turen im Hypothalamus projizieren und die Verbindung zwischen der zentralen zirkadia-
nen Uhr und den peripheren Oszillatoren im Kdorper herstellen (Inouye & Shibata, 1994).
AVP-Neuronen haben auch nicht-uhrenabhéngige Funktionen wie beispielsweise das
Durstverhalten (Gizowski et al., 2016). Andere Neuronen im SCN exprimieren Calre-

tinin, gastrinfreisetzendes Peptid (GRP), einige wenige auch Enkephalin, Somatostatin



oder Substanz P. Dariiber hinaus enthalten fast alle SCN-Neuronen GABA als Neuro-

transmitter, das sowohl hemmende als auch erregende Wirkungen vermitteln kann

(Reghunandanan, 2024).

Lésionen des SCN fiithren zu einer vollstindigen Aufhebung zirkadianer Rhythmen
(Silver & Rainbow, 2013). Eine SCN Transplantation von Wildtyp-Hamstern mit einem
etwa 24-stiindigen Rhythmus in transgene Hamster, die eine verkiirzte zirkadiane Perio-
dik von ca. 20 Stunden aufwiesen, zeigte, dass sich nach der Transplantation bei den zu-
vor kurzperiodischen Tieren ein stabiler 24-Stunden-Rhythmen einstellte, was die fiih-
rende Rolle des SCN bei der Steuerung der zirkadianen Zeitgebung verdeutlicht (Ralph
et al., 1990). Der SCN weist, auch ohne externe Zeitgeber, eine endogene rhythmische
Funktion auf (Silver & Rainbow, 2013). Obwohl die innere Uhr in Abwesenheit dullerer
Reize einen anndhernd 24-stiindigen Rhythmus generiert, entspricht die endogene Perio-
denlidnge nicht exakt der astronomischen Tagesdauer (Korf & Gall, 2013). Daher ist eine
regelméfige Synchronisation durch Umweltreize notwendig, um eine prizise Abstim-

mung zwischen innerem Zeitgeber und dullerem Tag-Nacht-Zyklus zu gewéhrleisten.

Nicht nur der SCN besitzt die Fahigkeit, die zirkadiane Rhythmik zu organisieren. Die
zirkadiane Rhythmik ist ein Zusammenspiel aus neuronaler und astrozytérer zirkadianer
Uhren. Astrozyten besitzen im SCN molekulare Uhren, die auf der gleichen Grundlage-
wie neuronale Uhren funktionieren, jedoch phasenverschoben arbeiten (Brancaccio et al.,
2019; Brancaccio et al., 2017; Tso et al., 2017). Wéhrend die neuronale Aktivitdt und die
Clock-Gene Expression im SCN vorwiegend tagsiiber ihr Maximum erreicht, findet die
astrozytire Clock-Gene Expression wie von Cryl iiberwiegend in der Nacht statt
(Brancaccio et al., 2019). Astrozyten tragen aktiv zur Rhythmogenese bei, indem sie ei-
genstindige zirkadiane Signale erzeugen, die das neuronale Netzwerk des SCN stabili-
sieren und synchronisieren. Ein zentraler Mechanismus ist dabei die zeitabhingige Regu-
lation der extrazelluldren Neurotransmitter, insbesondere von GABA und Glutamat (Ness
et al., 2024). Obwohl GABA der dominante Neurotransmitter im SCN ist, zeigen Expe-
rimente, das zirkadiane GABA-Rhythmen unabhéngig von synaptischer neuronaler Frei-
setzung entstehen. Astrozyten produzieren GABA iiberwiegend nachts und regulieren
dessen tageszeitabhdngige Clearance iiber astrozytire GABA-Transporter wie GAT3
(Koh et al., 2023; Patton et al., 2023). Diese astrozytdr generierte GABA-Oszillationen

fiihrt zu einem stabilen Tagesrhythmus, welcher etwa 24 h lang bleibt, ohne die exakte



Phase einzelner Neuronen festzulegen (Brancaccio et al., 2017; Hastings et al., 2018).
Dies zeigt, dass Astrozyten zellautonome rhythmogene Eigenschaften besitzen und nicht
nur passiv neuronale Signale modulieren. Vielmehr entsteht die zirkadinane Rhythmoge-
nese im SCN aus einem Wechselspiel zwischen neuronalen und astrozytiren Oszillato-
ren, wobei Astrozyten tendenziell kiirzere Perioden fordern und Neurone ldngere Perio-
den stabilisieren (Murphy-Royal et al., 2023). Dariiber hinaus tragen Astrozyten zur Resi-
lienz und Anpassungsfahigkeit der zirkadianen Uhr bei. Aufgrund ihrer relativen Unab-
hiangigkeit von der neuronalen Phasenverteilung konnen astrozytire Oszillationen auch
dann aufrechterhalten werden, wenn neuronale Rhythmen abgeschwicht oder desynchro-
nisiert sind wie durch Lichtstorungen, Alterung oder neurodegenerative Prozesse
(Brancaccio et al., 2019). Astrozyten spielen damit eine wichtige Rolle bei der stabilisie-
renden Oszillation im Hintergrund, wahrend SCN-Neurone primér fiir die prizise zeitli-
che Strukturierung und die Weiterleitung zirkadianer Information an periphere Oszillato-
ren verantwortlich sind. Zusétzlich deuten Befunde darauf hin, dass Astrozyten die Licht-
antwort und die Entrainment-Féahigkeit des SCN modulieren. Astrozyten umbhiillen je
nach Tageszeit unterschiedlich stark VIP-Neurone im SCN und kdnnten so die Sensitivi-
tdt des SCN gegeniiber retinalem Input regulieren (Girardet et al., 2010). Dadurch kénn-
ten Astrozyten aktiv an der zeitlichen Filterfunktion des SNC beteiligt sein und mitbe-
stimmen, zu welchen Zeitpunkten Lichtreize besonders effektive Phasenverschiebungen
auslosen. Insgesamt erweitern diese Befunde das klassische neuronenzentrierte Modell
der zirkadianen Uhr zu einem gemischten Konzept der Rhythmogenese, in dem nicht nur
neuronale Zellen, sondern auch Astrozyten als aktive Zeitgeber fungieren, die Perioden-
stabilitdt, Netzwerk-Synchronisation, Entrainment und Robustheit der zentralen zirkadi-

anen Uhr maligeblich mitbestimmen (Hastings et al., 2023).

1.1.3 Die zirkadiane Steuerung: Output des SCN

Zwar ist der SCN der Rhythmusgenerator, jedoch nicht das einzige rhythmusgebende
Element des Organismus, da fast alle Zellen des K&pers eine innere Uhr und damit einen
eigenen Rhythmus besitzen (von Gall, 2022). Der SCN synchronisiert die anderen Oszil-
latoren des Gehirns und des Korpers, was essenziell ist, da physiologische Ereignisse wie
beispielsweise metabolische Prozesse tdglichen koordiniert werden miissen(Damiola et

al., 2000; Korf & von Gall, 2006; Tasker & Herman, 2011). Die Information wird iiber
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endokrine Neuronen, welche das Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH), das Thyrotro-
pin-Releasing-Hormon (TRH) und das Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH) enthal-
ten, sowie iliber sympathischen oder parasympathischen Neuronen im Riickenmark oder
Hirnstamm und iiber Interneuronen, die Informationen vom SCN und anderen hypotha-
lamischen Zentren verarbeiten und somit eine Vielzahl von physiologischen Funktionen
und Verhalten regulieren, weitergeleitet (Balsalobre et al., 2000; Korf & von Gall, 2006).
Die wichtigsten Hormone fiir die Synchronisation des zirkadianen Rhythmus sind Glu-
kokortikoide und Melatonin (Balsalobre et al., 2000). Cortisol wird iiber die hypothala-
misch-hypophyséar-adrenale Achse (HPA-Achse) und durch humorale Mechanismen als
auch tiber direkte neuronale Verschaltungen sekretiert. AVP-exprimierende Neuronen
des SCN projizieren zu zentralen Steuerzentren des Hypothalamus, insbesondere zum
paraventrikuldren Nukleus (PVN) und zum dorsomedialen Hypothalamuskern (DMH)
und modulieren deren Aktivitdt (Kalsbeek et al., 2006). In diesen Arealen erfolgt die Syn-
these und Freisetzung von CRH, insbesondere aus den parvozelluldren und magnocellu-
laren Neuronen des PVN und DMH. CRH wirkt stimulierend auf die Adenohypophyse,
welche darauthin das adrenocorticotropes Hormon (ACTH) freisetzt. ACTH wiederum
induziert in der Nebennierenrinde die Synthese und Ausschiittung von Cortisol (Tasker
& Herman, 2011). Der SCN kontrolliert die Sekretion von Melatonin aus der Zirbeldriise,
welche ebenfalls rthythmisch erfolgt. Die Information gelangt iiber den Nucleus para-
ventricularis iiber die prigangliondre sympathischen Neurone in der intermediolateralen
Zellsdule des Riickenmarks und iiber das obere zervikale Ganglion (SCG) in die Zirbel-
driise. Im Dunkeln reduziert der SCN die inhibitorischen Signale und fordert somit die
Melatoninsynthese und -freisetzung (Kalsbeek et al., 2006). Gleichzeitig {ibt Melatonin
eine hemmende Wirkung auf die HPA-Achse aus, was zur Unterdriickung des Cortisol-
spiegels in der Nacht beitrdgt (Hardeland et al., 2015). Somit erhoht der SCN beim Men-
schen nachts die Melatoninproduktion und unterdriickt das Cortisol, um den Schlaf zu
fordern. Am frithen Morgen wird die HPA Achse gefordert, um morgens Aktivitét ver-
mitteln (Korf & von Gall, 2006). Die Dauer des Melatoninsignals nimmt mit der Linge
der Nacht zu, sodass dieses Hormon nicht nur ein Signal fiir die Nachtphase ist, sondern
auch wichtig flir die Anpassung saisonaler Verdanderungen (Korf & Gall, 2013). Mit dem
Alter geht die Abnahme der Melatoninproduktion und die Empfindlichkeit mit einer zu-
nehmenden Verschlechterung der zirkadianen Rhythmik einher (Korf & von Gall, 2006).



Dartiber hinaus sind efferente Projektionen vom SCN zur medialen praoptischen Region
(MPO) des Hypothalamus an der Regulation der Korpertemperatur, die ebenfalls eine
wichtige Rolle in der Koordination von den peripheren Uhren spielt, entweder direkt oder
indirekt durch seine Kontrolle der Ruhe- und Aktivititszyklen, beteiligt (Silver &
Kriegsfeld, 2014). Die Fressrhythmen und der Stoffwechsel werden {iber den lateralen
Hypothalamus reguliert, die Wasseraufnahme iiber das subfornicale Organ, welche durch
den SCN angesteuert werden. Diese Verhaltensweisen dienen als nicht-photische Zeitge-
ber und helfen, den SCN mit der Umgebung zu synchronisieren (Kalsbeek et al., 2006).
Dartiber hinaus moduliert der SCN die periphere Glukosehomdoostase, indem er die Insu-
linsensitivitdt in der Skelettmuskulatur erhoht und somit die zelluldre Glukoseaufnahme
fordert. Gleichzeitig vermittelt der SCN Signale, die die hepatische Glukoneogenese sti-
mulieren, wodurch eine konstante Energieversorgung des Organismus sichergestellt wird
(Kalsbeek et al., 2014). Weiterhin ist fiir die Kommunikation zwischen SCN und den
peripheren zelluldren Uhren das autonome Nervensystem von Bedeutung (Bartness et al.,
2001). Die Neuronen des SCN vermitteln die Informationen iiber parasympathische und
sympathische Abteilungen des autonomen Nervensystems (Buijs et al., 2003). Daher ist
der SCN sowohl in Ruhe als auch bei Aktivitdt beteiligt. Auf zelluldrer Ebene erfolgt die
Synchronisation aller Oszillatoren iiber natriumabhingigen Aktionspotenziale (Reppert
& Weaver, 2001). Um zunéchst die Zellen innerhalb des SCNs zu synchronisieren, spielt
die Feuerungsrate der SCN-Neuronen eine wichtige Rolle. Denn die Rate der Aktionspo-
tenziale ist mit den zentralen Uhrenkomponenten wie beispielsweise der Expression von
Uhrengenen verbunden (Reppert & Weaver, 2001). Alle Neuronen des SCN verwenden
als primdren Transmitter GABA (Korf & Gall, 2013). Weitere bedeutende Transmitter
ausgehend der Neuronen des SCNs sind VIP und GRP (Silver & Rainbow, 2013). Einmal
synchronisiert, kann der SCN iiber neuronale Efferenzen mittels GABA und Glutamat
zwischen unterschiedlichen Regionen im Gehirn vermitteln. Neben der direkten Ubertra-
gung kann der SCN auch diffusionsabhéngige Signale nutzen, um den Rhythmus zu ko-
ordinieren. Wichtige Substanzen hier sind unter anderem AVP, TGF alpha, Prokinektin
2 und Cardiotrophin like Zytokin (CLC) (Silver & Rainbow, 2013). Die Regulation der
lokomotorischen Aktivitét erfolgt durch zwei Mechanismen, Entrainment und Masking
(Mrosovsky, 1999). Entrainment beschreibt die Anpassung des endogenen zirkadianen

Rhythmus an den externen Licht-Dunkel-Zyklus. Dabei wird das Lichtsignal {iber die



Retina an den SCN weitergeleitet. Da die intrinsische Periodenldnge der inneren Uhr ge-
ringfiigig von der exakten 24-Stunden-Tagesdauer abweicht, ist eine kontinuierliche Syn-
chronisation erforderlich. Der SCN ermoglicht es dem Organismus, auf Verdnderungen
im externen Lichtregime, etwa bei wechselnden Tageslidngen iiber die Jahreszeiten anti-
zipatorisch zu reagieren und die Aktivitdt entsprechend zeitlich anzupassen. Dies stellt
einen adaptiven Vorteil dar, insbesondere fiir nachtaktive Tiere, die den GroBteil des Ta-
ges in dunklen Schutzraumen verbringen und Umweltlichtreizen nur wiahrend ihrer Akti-
vitdtsphasen ausgesetzt sind (von Gall, 2022). Masking beschreibt die akute Beeinflus-
sung durch Licht unabhéngig vom zirkadianen System (Von Aschoff & Wever, 1962).
Bei nachtaktiven Arten kann Licht je nach Intensitit entgegengesetzte Effekte auf das
Aktivititsniveau ausiiben. Schwaches Licht fiihrt hdufig zu einer Erhohung der Aktivitit
im Vergleich zur vollstindigen Dunkelheit. Dieses Phdnomen wird als positive Maskie-
rung bezeichnet. Es wird angenommen, dass visuelle Reize in diesem Kontext die Bewe-
gungsaktivitit durch ein erhohtes Sicherheitsgefiihl fordern (Mrosovsky, 1999;
Thompson et al., 2008). Umgekehrt resultiert helles Licht hdufig in einer Suppression der
Aktivitdt, auch ohne bewusste visuelle Wahrnehmung, was als negative Maskierung be-
zeichnet wird (Mrosovsky, 1999). Die zugrundeliegenden neuroanatomischen Strukturen
der Maskierung sind noch nicht abschlieBend geklért. Jedoch gelten insbesondere IGL
sowie direkte Projektionen von der Retina zum SCN als relevante Schaltstellen in der
Vermittlung dieser lichtinduzierten Verhaltensmodulation (Fernandez et al., 2016; Morin,

1994; L. P. Morin, 2013).

1.2 Das molekulare Uhrwerk

Das molekulare Uhrwerk von Sdugetieren basiert auf positiven und negativen Transkrip-
tions-/Translations-Riickkopplungsschleifen (TTLF) (Reppert & Weaver, 2002) (Korf &
von Gall, 2006). Es sorgt fiir eine rhythmische Genexpression und somit fiir eine rhyth-
mische Zellfunktion, die eine zirkadiane Periodenldnge aufweist. Die zentralen Elemente
des molekularen Uhrwerks sind die Uhrengene und ihre Proteinprodukte, die in einem
regelméBigen Zyklus transkribiert und translatiert werden. Zu diesen Uhrengenen geho-
ren mehrere Genfamilien beteiligt: Periodisoformen Perl und Per2 (Shearman et al.,
1997; Silver & Kriegsfeld, 2014; Tei et al., 1997) , zwei Cryptchrom-Isoformen mCryl
und mCry2 (Kume et al., 1999; Mohawk et al., 2012; van der Horst et al., 1999), Clock
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(King et al., 1997) sowie das Brain and muscle ARNT-like-1-Gen, Bmall (Bunger et al.,
2000).

Der Zyklus beginnt damit, dass sich die beiden Transkriptionsfatoren CLOCK und
BMALI zu einem Heterodimer und damit zu einem Aktivatorkomplex zusammenlagern,
der die rhythmische Transkription von drei Periodengenen (Per2-Per3 bei der Maus) und
zwei Cryptochrom-Genen (mCryl und 2) einleitet (Reppert & Weaver, 2002). Dieser Ak-
tivatorkomplex bindet an E-Box Elemente in der Promotorregion fordert die rhythmische
Transkription der Per und Cry-Gene aber auch von anderen uhrenkontrollierten genen
(ccg). Sobald die Konzentration der Genprodukte von Per und Cry hoch genug ist, bilden
sie ebenfalls einen Komplex, den Repressorkomplex. Der Repressorkomplex gelangt
dann in den Zellkern und hemmt dort die durch CLOCK und BMALI1 vermittelte Tran-
skription der Per, Cry und ccg Gene. Auf diese Weise entsteht eine negative Riickkopp-
lungsschleife. Letztlich wird der Repressorkomplex proteosomal abgebaut und der Zyk-
lus beginnt erneut (Korf & Gall, 2013). Eine andere Schleife zeichnet sich dadurch aus,
dass das CLOCK-BMAL 1-Aktivatorkomplex die Transkription von Protein REV-ERB a
aktiviert, welches dann am RAR-related orphan receptor (ROR) wirkt. Dadurch wird die
Bmall-Transkription gehemmt (Korf & Gall, 2013; Reppert & Weaver, 2002). Auf diese
Weise wird der hemmende Effekt des Aktivatorkomplexes auf Per und Cry Gene aufge-
hoben. Dementsprechend handelt es sich hier um eine positive Riickkopplungsschleife
(Reppert & Weaver, 2002). Wahrend CRY und REV-ERB a die Transkription von Bmall
hemmen, stimuliert PER2 die Transkription von Bmall, indem es entweder einen Tran-
skriptionsfaktor in den Kern transportiert oder einen Transkriptionskomplex koaktiviert.
Zudem wird die Expression von Per von transcriptional activator-D site binding protein
(DBP) und E4 binding protein 4 (E4BP4) gemeinsam reguliert. Damit sind die Uhrengene
Per1/2, Cry1/2, Bmall und Clock fiir die ein funktionierendes molekulares Uhrwerk un-
erldsslich. Eine Stérung von Perl und 2, beider Cry Gene oder von Bmall oder Clock
fiihrt dazu, dass die zirkadianen Rhythmen zum Erliegen kommen (Reppert & Weaver,
2002).

11



1.3 Alzheimer Erkrankung (AD)

Die Alzheimer-Erkrankung (AD) ist eine langsam fortschreitende neurodegenerative Er-
krankung, von der weltweit mehr als 40 Millionen Menschen betroffen sind (Esquerda-
Canals et al., 2017). Die Zahl der Betroffenen steigt kontinuierlich an und wird bis zum
Jahr 2050 voraussichtlich auf das Vierfache anwachsen (Breijyeh & Karaman, 2020). AD
stellt den GrofBteil der Demenzerkrankungen dar und geht mit einem starkem Verlust der
Lebensqualitét der Patienten einher (Levy et al., 1999). Ebenso hat AD einen negativen
Einfluss auf verschiedene sozialen und wirtschaftlichen Aspekte (Breijyeh & Karaman,
2020). Das Friihstadium der AD ist durch einen leichten Gedé4chtnisverlust und friihe pa-
thologische Verdnderungen im Neocortex und Hippocampus gekennzeichnet, jedoch
ohne funktionelle Beeintrachtigungen im Alltag (De-Paula et al., 2012; Dubois et al.,
2016). Mit dem Fortschreiten der Erkrankung kdnnen zusétzlich zum Gedéachtnisverlust,
Konzentrationsstorungen, zeitliche und rdumliche Desorientierung, Sprachprobleme,
Verhaltensédnderungen wie auch Stimmungsschwankungen und Motivationsverlust bis
hin zu Depressionen auftreten. Dartiber hinaus kommt es zu Stérungen im zirkadianen
System, die den Krankheitsverlauf weiter antreiben (sieche nichstes Kapitel). Bei der AD
handelt es sich um eine multifaktorielle Krankheit, bei der unterschiedliche Faktoren eine
Rolle spielen, wobei das Alter als wichtigster Risikofaktor gilt. Dariiber hinaus kdnnen
genetische Faktoren, GefaBBerkrankungen, Infektionen und auch Umweltfaktoren von Re-

levanz sein (Armstrong, 2019).

Obwohl die genaue Pathogenese der AD bislang nicht vollstindig geklart ist (Cleary et
al., 2005), werden insbesondere zwei Hypothesen dargestellt. Sowohl die Storung der
cholinergen Neurotransmission, die als kritischer Risikofaktor fiir die Krankheitsentwick-
lung gilt, als auch Verdnderungen in der Produktion und Verarbeitung von Amyloid-f3
(AP), welche derzeit die stirker akzeptierte Hypothese darstellt, werden als zentrale Me-
chanismen in der Pathogenese betrachtet (Anand & Singh, 2013; R, 2019). Dabei wird
AP fehlgefaltet und zu unldslichen extrazelluldren Plaques zusammengelagert (Thal et
al., 2014). Der Abbau von AP, welches von dem Vorlduferprotein Amyloid-Precursor
Protein (APP) durch die B- und y-Sekretasen herausgeschnitten wird, nimmt mit dem Al-
ter oder unter pathologischen Bedingungen ab, was zu einer Akkumulation von A Pep-
tiden (AP 40 und AP 42) fithrt (Armstrong, 2009; Cras et al., 1991; Perl, 2010). Ablage-

rung von AR sind auch im Alter beim gesunden Gehirn normal. Ist jedoch das Verhiltnis
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von AP42/ AB40 erhoht, kommt es zur Bildung von AB-Amyloidfibrillen, was zur Neu-
rotoxizitdt und Induktion von Tau-Pathologien fiihrt. Damit einher geht der neuronale
Zelltod und die Neurodegeneration (Breijyeh & Karaman, 2020). Neben der Neurotoxi-
zitdt und dem Verlust neuronaler Funktionen, kann die Anhdufung von Plaque auch eine
Stimulation von Astrozyten und Mikroglia verursachen und so eine Schidigung von A-
xonen und Dendriten sowie den Verlust von Synapsen bewirken (Armstrong, 2009; Chen
et al., 2017; Tabaton & Piccini, 2005). Der AB-Metabolismus kann durch die zuvor er-
wéhnten typischen Risikofaktoren, aber auch durch Mutation verschiedener Gene wie
APP, Prisenilin 1 und 2 (PSENIund PSEN2) beeinflusst werden und zu einer raschen
Anhdufung von AP und damit zu einem schnelleren Fortschritt der Neurodegeneration
fithren (Paroni et al., 2019; Ricciarelli & Fedele, 2017). Neben AB triagt auch die Ablage-
rung von hyperphosphorylierten Tau-Proteins zum Pathomechanismus bei. Das Tau-Pro-
tein sammelt sich in Axone und Dendriten zu sogenannten neurofibrilldren Tangels an
und bewirkt so einen Verlust von zytosklettalen Mikrotubuli und Tubulin-assoziierten
Proteinen (Breijyeh & Karaman, 2020). Die Bildung der Tau-Proteine und die Ablage-
rung der AB-Plaques stellen jedoch ein fortgeschrittenes Stadium in der Pathologie der
AD dar. Schon vor der Bildung von AB-Plaques spielen die 16slichen AB-Formen eine
zentrale Rolle in der frithen Phase der AD, da sie neurotoxisch wirken und schon frith
wichtige neuronale Funktionen stéren (Palop & Mucke, 2010) (Cleary et al., 2005). Damit
riicken 16sliche AB-Formen ins Zentrum der Alzheimerforschung und sind auch Teil die-
ser Arbeit. Das Mausmodell, das 16sliche AB-Formen exprimiert, wird im iiberndchsten

Kapitel vorgestellt.

Bislang ist die AD nicht heilbar. Sie wird nur symptomatisch behandelt. Zur Zeit sind nur
zwei Klassen von Medikamenten zugelassen, die am gestorten Neurotransmittergleich-
gewicht von ACh und Glutamat ansetzen (Francis, 2005). Dazu gehoren die Cholinester-
asehemmer und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoragonisten (Kuns et al., 2022;
Wang & Reddy, 2017).

1.3.1 Der Zusammenhang zwischen AD und dem zirkadianen System

Wie oben erwéhnt, kann es bei der AD auch zur zeitlichen Desorientierung kommen, die

als Stérungen des zirkadianen Systems angesehen werden konnen (Witting et al., 1990).
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Bereits im Friithstadium der AD zeigen Patienten deutliche Stérungen des Schlaf-Wach-
Rhythmus, die sich unter anderem in einer ausgepragten ndchtlichen Aktivitit sowie einer
verringerten Tagesaktivitit manifestieren. Diese nichtliche Uberaktivitit, die oftmals mit
Unruhe und Verwirrung einhergeht, wird als ,,Sundowning* bezeichnet, wobei es zum
Auftreten oder zur Verschlechterung von Verhaltensanomalien der AD am Nachmittag
und Abend kommt (Volicer et al., 2001). Zudem ist eine verringerte Rhythmusamplitude,
aber auch eine Phasenverzdgerung zu erkennen. Denn der Aktivitaitshohepunkt liegt bei
Alzheimer Patienten im Vergleich zu nicht erkrankten Personen deutlich spiter (Ancoli-
Israel et al., 1997; Harper et al., 2005; Satlin et al., 1995). Dariiber hinaus ist ebenfalls
eine gestorte tageszeitliche Rhythmik der Melatoninausschiittung und der Korpertempe-
ratur zu erkennen (Uchida et al., 1996). Patienten zeigen eine hohere Amplitude der Kor-
pertemperatur und einen spiteren Temperatur-Hohepunkt als Gesunde (Volicer et al.,
2001) sowie eine verdnderte Synchronisation der Rhythmen in der Uhrengenexpression
(PER1, PER2, BMALI) in verschiedenen Hirnregionen. Als Grund fiir die gestorten
Rhythmen bei der AD, werden Verdanderungen des SCN angesehen (Musiek, 2017). Die
AD scheint eine lange prisymptomatische Phase zu haben, in der zwar die Pathologie
vorhanden ist, die klassischen Symptome jedoch noch ausbleiben (Sperling et al., 2011).
Noch ist es unklar, zu welchem Zeitpunkt der Pathogenese sich der zirkadianen Rhythmus
verschlechtert und ob eine zirkadiane Dysfunktion zur Pathogenese beitrdgt oder umge-

kehrt (Musiek, 2017).

Chronodisruption beschreibt die Storung oder Desynchronisation des zirkadianen Sys-
tems, was physiologische Stérungen verursacht und chronische Gesundheitszustdande for-
dert. Ein zentraler Aspekt ist die Degeneration des SCN, die mit einer verminderten Syn-
these von Melatonin einhergeht und zu einer Dysregulation der zirkadianen Uhr fiihrt
(Jung-Hynes et al., 2010). Exogene Faktoren wie kiinstliches Licht verstirken die Desyn-
chronisation und hemmen die nichtliche Melatoninsynthese (Hardeland et al., 2012),
(Verma et al., 2021). Dies fiihrt zur Storung zahlreicher zelluldrer Prozesse, darunter zu
einer beeintrachtigten neuronalen Plastizitit (Belancio et al., 2014). Neurodegenerative
Erkrankungen zeigen eine frithzeitige Chronodisruption, was gleichzeitig oxidativen
Stress und neuroinflammatorische Prozesse verstirkt und die Tau-Pathologie sowie Amy-

loid-B-Ablagerungen fordern kann (Colwell, 2021).
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Schlafmangel ist assoziiert mit einer erhhten Akkumulation von Stoffwechselabfillen,
was zu einer beschleunigten Neurodegeneration fiihren kann (Chen et al., 2017; Kang et
al., 2009; Lei et al., 2017; Lucey et al., 2018; Shi et al., 2015; Shokri-Kojori et al., 2018).
Wihrend des Schlafs nimmt das Volumen des interstitiellen Fliissigkeitsraums um mehr
als 60 % zu, was eine effektive Clearance von AP ermdglicht (Chen et al., 2019; Xie et
al., 2013). Chronischer Schlafmangel konnte diese Clearance beeintréchtigen, da die Zir-
kulation von interstitieller Fliissigkeit iiber astrozytire Wasserkanéle (Aquaporine) redu-
ziert ist (Shetty & Zanirati, 2020). Besonders wihrend der Slow-Wave-Schlafphasen
(NREM-Stadien 3 und 4) erreicht die glymphatische Aktivitit ihren Hohepunkt (Léger et
al., 2018; Xie et al., 2013). Verkiirzte Schlafdauer fiihrt zu einer Reduktion dieser Slow-
Wave-Phasen und damit zu einer geringeren Amyloid-Clearance (Guzeev et al., 2021;

Lim et al., 2014; Petersen et al., 2001; Romanella et al., 2021).

Andererseits konnen neurodegenerative Erkrankungen eine zirkadiane Dysfunktion ver-
ursachen. AD Mausmodelle zeigen einen gestorten Schlaf-Wach-Rhythmus sowie einen
Verlust der tageszeitlichen Schwankungen von AP in der interstitiellen Fliissigkeit des
Gehirns. Zudem zeigte die Studie, dass eine erhohte Wachzeit direkt mit dem Anstieg der

APB-Konzentration in der interstitiellen Fliissigkeit korrelierte (Roh et al., 2012).

In Ratten fiihrte die Injektion von AP/A4-iiberexprimierenden transgenen Zellen zu einer
signifikanten Beeintrichtigung des zirkadianen Rhythmus, die sich sowohl in einer Frag-
mentierung als auch in einer Verldngerung der Rhythmusperiode und einer Abschwi-
chung der Rhythmusstérke duflerte (Tate et al., 1992). Im APP23-Mausmodell, welches
eine Uberexpression des humanen Amyloid-Vorliuferproteins aufweist, wurden redu-
zierte Aktivititsniveaus um die Ddmmerungszeit dokumentiert, wihrend die Aktivitét in
der Dunkelphase insgesamt erhoht war (Van Dam et al., 2003). Eine weitere Untersu-
chung des APP23-Modells offenbarte eine gesteigerte Aktivitét in der zweiten Halfte der
aktiven Phase, was moglicherweise eine Parallele zum Sundowning-Syndrom bei Patien-
ten mit AD darstellt, da auch dieses typischerweise in der zweiten Halfte der Wachphase
auftritt (Vloeberghs et al., 2004). Im Tg2576-Mausmodell konnte eine deutliche Verlédn-
gerung der Freilaufperiode unter konstanter Dunkelheit beobachtet werden, wihrend un-
ter einem Hell-Dunkel-Zyklus die Aktivitit weitgehend auf die Dunkelphase beschrankt

blieb, was eine Kompensation durch externe Zeitgeber impliziert (Wisor et al., 2005).
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Eine weitere Untersuchung dieses Modells zeigte ultradiane Verdanderungen in der Akti-
vitdtsorganisation, was moglicherweise auf eine subtile Rhythmusinstabilitdt hindeutet,
obwohl hier noch keine Hinweise auf eine Amyloidablagerung im oder in der Nihe des
SCN vorlag, was darauf schlieBen l4sst, dass solche Ablagerungen nicht zwingend fiir die

Rhythmusstoérung erforderlich sind (Gorman & Yellon, 2010).

Es wurde gezeigt, dass AP die molekulare Uhr stéren und somit sowohl metabolische
zirkadiane Rhythmen als auch die zelluldre Bioenergetik beeinflussen konnen (Schmitt et
al., 2017). Angesichts der zentralen Rolle mitochondrialer Bioenergetik in der Pathoge-
nese der AD sowie der Bedeutung zirkadianen Stoffwechselprozesse fiir Gesundheit und
Krankheit (152) ist AR sowohl als potenzieller Ausloser als auch als Folge zirkadianer
Allostase-Storungen zu betrachten (Yao et al., 2009), (Brown, 2016). Dariiber hinaus
wurde gezeigt, dass pathologische Verdnderungen der Tau-Physiologie zirkadiane Me-
chanismen sowohl auf molekularer als auch auf der Verhaltensebene modulieren kdnnen.
Im Mausmodell der Tauopathie (Tg4510) konnte eine Tau-Ablagerung im SCN parallel
zu einer gestorten Expression des Kernuhrproteins PER2 im Hypothalamus nachgewie-
sen werden (Stevanovic et al., 2017). Ahnliche Veriinderungen wurden auch fiir die zir-
kadianen Schliisselproteine PER2 und BMALI1 im Hippocampus beobachtet (Stevanovic
et al., 2017).

Ein weiterer Mechanismus betrifft die inflammatorischen Prozesse, welche bereits als
potenzielle Ausldser in der Alzheimer-Pathogenese diskutiert wurden und zugleich als
Modulatoren des zirkadianen Systems bekannt sind. In diesem Zusammenhang kann Li-
popolysaccharid (LPS), das experimentell hdufig zur Induktion einer Entzlindungsreak-
tion eingesetzt wird, iiber die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine eine Phasen-
verschiebung der zirkadianen Uhr im SCN bewirken (Leone et al., 2012). Oxidativer
Stress kann die zirkadiane Uhr direkt beeinflussen, ohne Beteiligung von Licht oder der
Retina. Sowohl in vitro (SCN-Explants und periphere Gewebe) als auch in vivo (Maus-
modell) fiihrt oxidativer Stress zu klaren Phasenverschiebungen der zirkadianen Genex-
pression (Tahara et al., 2016). Wéhrend eine kurzfristige zirkadianen Anpassung an oxi-
dativen Stress eine adaptive Reaktion darstellen kann, kann eine chronische Desynchro-
nisation der molekularen Uhren die Homdostase und Gesundheit langfristig beeintrichti-

gen (Tahara et al., 2016).
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Dartiber hinaus spielt das Insulinsystem, das zunehmend mit der Pathophysiologie der
AD assoziiert wird, eine Rolle in der Modulation zirkadianer Prozesse (Correia et al.,
2011; Guo et al., 2017; Salkovic-Petrisic & Hoyer, 2007). Insulin kann die hepatische
zirkadiane Stoffwechseluhr resetten und so periphere Rhythmen an Néhrstoffe und die
hormonelle Umgebung anpassen (Dang et al., 2016). AuBlerdem reguliert es die Empfind-
lichkeit und Funktion sowohl zentraler als auch peripherer zirkadianer Uhren (Chaves et
al., 2014; Zheng et al., 2007). Daher erscheint es plausibel, dass eine metabolische Dys-
regulation sowohl die Entstehung der AD fordert als auch zirkadiane Fehlanpassungen
verstarken kann. Dies betrifft nicht nur Insulin, sondern auch den Stoffwechsel insgesamt,
da eine bidirektionale Beziehung zwischen metabolischen Prozessen und dem zirkadia-

nen System nachgewiesen wurde (Bailey et al., 2014).

SchlieBlich konnte eine Degeneration der fiir die zirkadianen Regulation verantwortli-
chen Neuronen zu einer Dysfunktion des zirkadianen Systems fiihren (Harper et al., 2008;

Zhou et al., 2016).

Die enge bidirektionale Beziehung zwischen zirkadianen Storungen und Neurodegenera-
tion zeigt sich darin, dass eine Beeintrachtigung der zirkadianen Amplitude die Entwick-
lung klassischer Symptome wie kognitive Defizite und Gedéachtnisstorungen fordert und
gleichzeitig degenerative Prozesse im SCN die zentrale Uhr schidigen, was wiederum

die zirkadiane Rhythmik weiter destabilisiert (Abbott et al., 2020; Leng et al., 2019).

1.3.2 TgDimer- Maus-Modell

Dass AB3-Plaques Teil der Pathogenese der AD beim Menschen sind, ist schon lange be-
kannt (Lorenzo & Yankner, 1994; Pike et al., 1991). Der Plaque besteht aus unldslichen,
aggregierten A3 Peptiden, dessen Vorldufer unter anderem 16sliche AB-Oligomere sind.
Es gibt zunehmend Hinweise, dass nicht der unlosliche AP Plaque, sondern schon 16sliche
AB-Formen wie Dimere oder Oligomere neurotoxische Aktivitét besitzen und die Kogni-
tion bereits vor der Neurodegeneration beeintrichtigen (Irizarry, McNamara, et al., 1997;
Irizarry, Soriano, et al., 1997; Moechars et al., 1996; Miiller-Schiffmann et al., 2011;
Westerman et al., 2002). Dabei reichen grofle Mengen AB-Dimere sowohl bei der Maus
als auch beim Menschen aus, um fiir die Neurotoxizitit und die Auslosung der fiir die

AD-typische Kaskade verantwortlich zu sein (Hashimoto et al., 2012; Kawarabayashi et
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al., 2004; Mc Donald et al., 2015; Mc Donald et al., 2010; Brian O'Nuallain et al., 2010)
. Dieser Zustand entspricht dem frithen Stadium der AD (Cleary et al., 2005). Unterstiitzt
wird diese Hypothese durch das transgene TgDimer-Mausmodell, welches 16sliche AB-
Dimere produziert. In dieser Maus enthélt das Transgen flir das vollstindige humane
APP751 die familidre schwedische Mutation (APP-K670N/M671L) zur Induktion einer
hoheren AB-Prozessierungsrate (Cai et al., 1993) und die AB-Dimer-stabilisierende Mu-
tation (APP-S679C), die hier als AB-S8C bezeichnet wird. In der TgDimer-Maus war das
transgene mutierte APP unter der Kontrolle des neuronenspezifischen Thyl- Promoters
im Vergleich zum endogenen APP altersentsprechender Wildtyp-Méuse etwa 7-fach
tiberexprimiert. Obwohl die Prozessierung von APP sowie die Aktivitit von - und a-
Sekretasen in TgDimer-Méusen im Vergleich zu APP23-M4iusen unverdndert blieb, war
die Produktion der intrazelluliren APP-Doméne (AICD) in den Membranpréparaten des
Gebhirns reduziert. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen zeigten Hirnhomogenate der
TgDimer-Méause neben monomerem APP auch signifikante Mengen an dimerem APP
sowie C-terminalen APP-Fragmenten in dimerer Form. Zudem produzierten TgDimer-
Maiuse hohe Konzentrationen von Disulfid-stabilisierten AB-Dimeren, die durch Reduk-
tionsmittel in Monomere zerlegt werden konnten. Es wurden hingegen keine AB-Mono-
mere oder andere SDS-stabilen Oligomere (z. B. Trimere oder Tetramere) detektiert
(Miiller-Schiffmann et al., 2016). Die Dimere wurden durch eine intermolekulare Disul-
fidbriicke iiber eine Cysteinmutation im AB-S8C des APP stabilisiert, wodurch eine Bil-
dung von unldslichen AB oder Amyloid-Plaque nicht mehr moglich war (B. O'Nuallain

et al., 2010; Schmechel et al., 2003; Yamaguchi et al., 2010).

Die TgDimer-Méause wiesen ebenfalls keine Induktion von Tau- Hyperphosphorylierung,
Astrogliose oder Neuroinflammation auf. Jedoch zeigen die Miuse kognitive und nicht-
kognitive Beeintrachtigungen, die den frithen Symptomen der AD entsprechen. Die
TgDimer-Mause zeigten eine beschleunigte Abnahme der Langzeitpotenzierung (LTP)
im Vergleich zu Wildtyp-Méusen, was auf eine beeintrichtigte synaptische Plastizitit
hindeutet. Im Morris-Wassermaze-Test zeigten die TgDimer-Méduse Lernbeeintrachti-
gungen, die mit denen klassischer AD-Mausmodelle vergleichbar sind (Miiller-

Schiffmann et al., 2016).

Bislang konnte der isolierte Effekt der AB-Dimere nicht untersucht werden, da ein kine-

tisches Gleichgewicht verschiedener Multimere besteht und verschiedene Formen von
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Amyloidablagerungen gleichzeitig auftreten (Abdel-Hafiz et al., 2018; Matsumura et al.,
1989; Miiller-Schiffmann et al., 2016). Somit ist es durch die TgDimer-Maus zum ersten
Mal moglich, den spezifischen Effekt der AB-Dimere in Abwesenheit von A3 Plaques zu
untersuchen. Es scheint so, dass die AB-Dimere die unmittelbaren Vermittler der AB-To-
xizitét sind (B. O'Nuallain et al., 2010) und die ersten Stadien des kognitiven Verfalls bei
AD unabhéingig von der Pathologie des AB-Plaque repriasentieren (Miiller-Schiffmann et
al., 2011; Miiller-Schiffmann et al., 2016).

1.4 Hypothese

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass I6sliche AB-Dimere verschiedene Hirn-
funktionen bereits vor der sichtbaren Neurodegeneration beeinflussen und so eventuell
zur Pathogenese der AD beitragen. Wie oben beschrieben, scheint es einen starken Zu-
sammenhang zwischen der AD und Storungen des zirkadianen Systems zu geben. Unsere
Hypothese lautet, dass l1osliche AB-Dimere, die von den TgDimer-M&usen gebildet wer-
den, zu Storungen im zirkadiane System fiihren. Um diese Hypothese zu testen, wurde
die spontane lokomotorische Aktivitdt der Mause sowohl in der Licht-/Ruhephase als
auch in der Dunkel-/Aktivitatsphase kontinuierlich aufgezeichnet und entsprechend aus-
gewertet. Zusitzlich wurden im SCN c-FOS als Marker fiir die Licht-induzierte neuronale

Aktivitdt, das Uhrengenprotein PER1 und der Astrozytenmarker GFAP analysiert.
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1.5 Material

1.5.1 Materialien

Tab. 1: Chemikalien und Reagenzien mit Hersteller

Chemikalien und Rea- | Hersteller Katalog Nummer LOT/ CAS Nummer
genzien

Chromium(IIT) potas- | Merck KGaA, 64271 | 1.01036.0250 LOT: K40958736
sium sulfate dode- | Darmstadt CAS: 7788-99-0

cahydrate/ Chrom(III)-
Kaliumsulfat-Dode-
cahydrat

DAPI Fluoromout-G

Diaminobenzidine tab-
lets

Di-Sodium  hydrogen
phosphate  dihydrate
(di-Natriumhydrogen-
phosphat)

D (+) — Saccharose

Entellan® Neu
Ethylene glycol
Gelatine

Heparin
Ketaminhydrochlorid

Natriumdihydrogen-
phosphat Monohydrat
Polyvinylpyrrolidone
(fur Cyroprotect-solu-
tion)

Potassiumchlorid (Kali-
umchlorid)

Potassium dihydrogen
phosphate (Kalium-
dihydrogenphosphat)

Reagenz A (Avidin,
ABC Elite)

Reagenz B (Biotinyl-
ated HRP, ABC Elite)

SouthernBiontech- Bir-
mingham, AL 35260
USA

Sigma-Aldrich- St.
Louis, Missouri, USA

Merck KGaA, 64271
Darmstadt

VWR Chemicals-
Pennsylvania, USA
Merck KGaA, D-64293
Darmstadt, Germany
Sigma-Aldrich- St.
Louis, Missouri, USA
Merck KGaA, 64271
Darmstadt

ratiopharm- 89079 Ulm

Zoetis-
New Jersey
Merck KGaA, 64271
Darmstadt
Sigma-Aldrich- St.
Louis, Missouri, USA

Parsippany,

Merck KGaA, 64271
Darmstadt

Merck KGaA, 64271
Darmstadt

Vector  Laboratories,
Inc. 30 Ingold Road,
Burlingame, CA 94010
USA

Vector  Laboratories,
Inc. 30 Ingold Road,
Burlingame, CA 94010
USA

CAT: 0 100-20

190774-58-4polyvi

1.06580.1000

27483.294
1.07961.0500
1096211000
1.0470.0500

X26038
582453

59638

PVP40

1.04873.0250

1.04873.0250

NC9313719

NC9313719
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LOT: J1720-X890

LOT: 081M8228V

LOT: K49901880817

LOT: 19J094111
CAS: 57-50-1

LOT: VM321970126

CAS: 10049-21-5

LOT:#WXBDO0775V
CAS: 9003-39-8

LOT: K41789236 111

LOT : A0185473 130

LOT: ZG0817

LOT: 2G0824



Sodium chloride (Natri- | Merck KGaA, 64271 | 1.06404.1000 CAS: 7647-14-5
umchlorid) Darmstadt
Sucrose Sigma Aldrich S9378 CAS: 57-50-1
Triton ® X-100 Sigma-Aldrich- St. | T9284
Louis, Missouri, USA
Wasserstoffperoxid Merck KGaA, 64271 | 1072091000 LOT: K52822910 040
30% (H202) Darmstadt
Xylazin Bayer AG- 51368 Le-
verkusen, Deutschland
Tab. 2: Antikdrper und Seren

Antikorper und | Hersteller Katalog Nummer LOT und CAS | Konzentration
Seren Nummer
Primédre Antikor-
per:
c-FOS (9F6) | Cell Signaling | 2250S 1:500
(rabbit mADb) Technology- Dan-

vers, Massachu-

setts, USA
GFAP: Rabbitanti | Agilent-Santa 70334 1:500
GFAP Clara, CA 95051

United States
Perl(Period Clock | US Biological, P3342-11 LOT: 1:5000
Protein 1): Massachusetts, L12022244
Rabbit anti Mouse | USA C12050128
IgG /Rb > PER1
Sekundédre  Anti-
korper:
GFAP:Alexa Life = Technolo- | jREF: A11034 LOT: 1298480 1:500
Flour 488 ,Goat | gies-  Carlsbad,
anti rabbit IgG | Kalifornien, USA
(H+L)
Goat Serum (Nor- | Vector Laborato- | REF: S-1000 LOT: ZG0805 3%
mal Goat Serum) | ries- Burlingame,

CA 94010 USA

Tab. 3: Losungen

Losung Zusammensetzung

4% Paraformalde-
hyd (PFA) in 1x
PBS
Heparinisierte
0,9%ige  NaCl-
Kochsalzldsung
(100 TU/ml)
Ketamin/Xylazin
als Anidsthetikum

mit 100 pl SN NaOH titriert. PFA wurde filtriert und bei 4°C fiir maximal einen Tag

aufbewahrt.

Ketamin 100 mg/kg+ Xylazine 10 mg/kg (1:10)
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1x PBS
10x PBS

mM) geldst in 2 L Aqua

PSB-T
Gelatine-Losung

PSB + 0,2% Titron
0,5 % Gelatine, 0,05% Chrom-(III)-Kaliumsulfatx12 H20 , in ddH20 bei 40 °C

16sen und filtrieren

Cryoprotect-solu-
tion

1% ABC-
(Vectastain)
DAB-Aliquots
20er:

Kit

Tab. 4: Gerite und Verbrauchsmaterialien

200 ml PBS 10x+1800 ml A.dest
Na2HPO4 x 2H20 (10 mM), KH2PO4 (1,48 mM), KCL (2,68 mM), NaCl (137

DAB 0,5% in PBS, H202 30 % 1:5000 in PBS

620 mg NaH2PO4 x H20, 2,18 g Na2HPO4 wasserfrei, 18 g NaCl,600 g Succrose,
20 g Polycinyl pyrolidone, 600 ml Ethylen Glykol
in PBS-T 0,2 %

Gerite und Ver- | Hersteller Katalog Nummer LOT und CAS Num-
brauchsmaterialien mer
Butterfly-Kantile SARSTEDT
(21GX3/4"TW AG&Co.KG-
0,8X19mm) 51588,Niimbrecht,
Deutschland
Chronoschrank Typ | MHL GmbH Seriennummer
Beastmaster 111 252502
Deckglédser 24 x 50 mm | Engelbrecht Medizin- | Art.-Nr.
und k12450
Labortechnik GmbH,
34295
Edermiinde, Deutsch-
land
Gefriermikrotom REICHERT-JUNG 42 249
Made in West-Ger-
many
Mikroskop Keyence Keyence Corporation -
BZ-X810E Osaka,Japan
Objekttriger Paul Marienfeld GmbH | REF: 0703310 LOT: 48658
UniMark® & Co.
KG, 97922 Lauda-Ko-
nigshofen,
Deutschland
Pasteurpipette 1 mL (?) | Ratiolab-D-63303 Art. No:
3mL Dreieich,Germany 2600111
Peristaltische Pumpe World Precision Instru-
ments- Baoding, Hebei,
China.
Pipette VWR/avantor, Darm- Lot:A59060098
stadt,Germany
Pipettenspitze Biozym- Hessisch | Art. Nummer: VT0168 | Lot:21063
SurPhob ® Oldendorf, Germany
Riihrplatte IKA Labortechnik 661013
IKAMAG ® RET Made in Staufen/Ger-
many
Schiittler/ 3D Rocking | STAR LAB (SMART | Art. Nr: N2400-8020
Shaker INSTRUMENTS)-

Hamburg, Germany
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Waage Kern & Sohn- D-72336
Balingen,Germany

Well-Platten Nunc, Roskilde,Den-
mark

Zentrifugierer Carl ROTH,

Karlsruhe, Germnay

Tab. 5: Software

Software

KB 3600-2N

053312
mer)

(seriennum-

Hersteller

Clocklab software

Actimetrics-3700 Sagamore Pkwy N
Lafayette, IN 47904
GraphPad Software

GraphPad Boston, MA 02110 USA

Prism

Image J National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD
20892, USA

Microsoft Office Microsoft Corporation

PowerPoint Redmond, WA, 98052
USA

Keyence

Analyzer

Version

1.5.2 Versuchstiere und Versuchsaufbau

In der vorliegenden Arbeit wurden transgene Méuse (TgDimer) mit C57BL/6N-Hinter-
grund, die von Prof. Dr. Carsten Korth (Institut fiir Neuropathologie, Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf) bereitgestellt wurden, sowie Wildtyp-Mause (C57BL/6N) des
Zuchtunternehmens Janvier Lab (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) verwendet. Es wur-
den ausschlieBlich ménnliche Tiere genutzt, um den Einfluss durch Hormonschwankun-
gen im weiblichen Zyklus auszuschliefen. Das Alter der Méuse betrug vier bis sechs
Monate. Die Miuse wurden einzeln in Standardkéfigen, auf denen Infrarot Bewegungs-
detektoren angebracht waren (Mouse-E-Motion, Hamburg, Deutschland), gehalten. Mit-
tels dieser Detektoren und der Software Clocklab (Actimetrics, Wilmette, 1L, USA)
wurde die spontane lokomotorische Aktivitdt der Méuse aufgezeichnet und gemessen.

Alle Méuse hatten durchgéngig freien Zugang zu Wasser und Futter.

Die Mause sind in zwei experimentelle Gruppen aufgeteilt: TgDimer-Gruppe (n = 9) und
Wildtyp-Gruppe (n = 10). Die Miuse wurden im Chronoschrank (Beastmaster, Deutsch-
land) unter kontrollierten Bedingungen: Standard-Photoperiode von 12h Licht-/12h Dun-

kel-Wechsel (LD), einer Temperatur von 22 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
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55% gehalten. Die Lichtintensitdt wihrend der Licht-/Ruhephase betrug (600 Lux) und
wihrend der Dunkel-/Aktivitétsphase (0 Lux). Um 6 Uhr morgens (ZT00) ging das Licht
an und um 12 Uhr (ZT12) wurde das Licht ausgeschaltet.

Sowohl die Wildtyp - als auch die TgDimer-Miuse wurden in weitere zwei Gruppen un-
terteilt: eine Gruppe wurde wihrend der Lichtphase um 8 Uhr (ZT02) (n = 5 Wildytp
Mause, n = 3 TgDimer-Maiuse) getotet. Die andere Gruppe wurde wéhrend der Dunkel-

phase um 20:00 Uhr (ZT14) (n = 5 Wildytp-M4iuse, n = 6 TgDimer-Miuse) getotet.

Die Durchfiihrung aller Tierversuche erfolgte nach Genehmigung durch das Landesamt
fiir Natur, Umwelt, Verbraucherschutz (LANUV) NRW in der Zentralen Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgabe (ZETT) der Heinrich-Heine-
Universitdt Diisseldorf (Aktenzeichen 81-02.04.2019.A239). Alle Versuche wurden in
Ubereinstimmung mit den EU-Richtlinien (68/609/EEC) durchgefiihrt.

1.5.3 Lokomotorische Aktivitidtsaufnahme mittels Infrarotdetektoren

Die Bestimmung der kontinuierlichen Erfassung der spontanen lokomotorischen Aktivi-
tat erfolgte mittels Infrarotdetektoren, die jeweils an einem Kéfig angebracht waren
(Beastmaster I11,). Die Aktivitidt des Bewegungsapparates wurde kontinuierlich in fiinf
Minuten Intervallen aufgezeichnet. Die Aufzeichnung erfolgt unter LD-Bedingungen
(von ZTO0O bis ZT12). Aktogramm, Aktivierungsprofile und Aktivititsbeginn wurden mit
der Clocklab-Software berechnet.
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1.5.4

Perfusion und Gehirnentnahme

a) Intrakardiale Perfusion

1.

Den Miusen wurde intraperitoneal eine tddliche Dosis einer Ketamin/Xylazin-
Mischung injiziert. Dann wartete man bis die Méduse auf taktile Reize nicht mehr
reagierten.

Von jedem Tier wurde eine Schwanzbiopsie entnommen, um die Genotypisierung
zu iiberpriifen.

Die Pfoten der Tiere wurden mit vier Nadel auf der Perfusionsplattform fixiert.
Es wurde ein mittiger Hautschnitt vom Unterbauch bis zum Hals durchgefiihrt.
Die Leber wurde nach unten verschoben und das Zwerchfell vom Brustkorb ge-
trennt.

Es wurden zwei seitliche Schnitte durch den Brustkorb durchgefiihrt, sodass sich
zwei Lappen bildeten, die mit Klemmen nach oben fixiert wurden.

Das Herz wurde vorsichtig mit einer Pinzette gefasst. Dann wurde die Nadel der
Kaniile in die linke Herzkammer eingefiihrt.

Darauthin lief man Kochsalz einflieBen und der rechte Vorhof wurde er6ffnet.
Kochsalz lief solange durch den Korper bis die Leber sich authellte. Ab dann lief
4 prozentige PFA-Losung 7 Minuten durch bis die Denaturierung der Muskelpro-

teine zu beobachten war.

b) Hirnentnahme:

Nachdem die Méuse enthauptet wurden, wurde die Kopthaut mittig geschnitten,
um den Schédel freizulegen. Daraufhin wurde eine Schere seitlich durch das Fo-
ramen magnum eingefiihrt, um durch einen mittigen und zwei seitliche Schnitte
die Schideldecke, die das Kleinhirn bedeckt, herauszuschneiden. Es wurde ein
Schnitt in der Schiddeldecke vorgenommen, der Schidelknochen wurde entfernt
und das Gehirn von der Schédelbasis befreit. Die Gehirne wurden bei -80 °C in

Trockeneis in einer Styroporbox gelagert.
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1.5.5 Schneiden der Gehirne

Zunichst wurde das Gehirn aus der Kiihltruhe (-80 °C) entnommen und fiir den
Schneidevorgang zurechtgeschnitten. Dabei wurde das Kleinhirn entfernt. Darauthin
wurde das Gehirn auf die auf -30 °C gekiihlte Platte des Gefriermikrotoms aufge-
blockt und so positioniert, dass die Hemisphdren schrag zum Messer zeigen und das
Gehirn mit der Seite zum Cerebellum auf der Platte gerade steht. Als Medium zwi-
schen Platte und Gehirn wurde 30 prozentige Sucrose verwendet. Nach Abkiihlen des
Hirns und der Platte auf etwa -30 bis -35 °C wurde das Gehirn mit dem Messer in 30
pum dicke Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden mit dem Pinsel in 24er Wellplat-
ten, die pro Well mit zwei ml Cryoprotect-solution befiillt wurden, eingelegt. Die
Cryoprotect-solution wurde als Frostschutz verwendet. Schlielich wurden die

Schnitte bei — 20 °C gelagert.

1.6 Firbung

1.6.1 Immunhistochemische Farbungen

a) Farbeschritte c-FOS und PER1
Da beide monoklonale rabbit AK sind, folgten die Féarbeschritte identisch.

Vorbereitung:

e FEin Tag vor Beginn der Farbung wurden die Schnitte mit SCN herausgesucht, in
PBS kurz mit dem Sieb schiittelnd gewaschen und iiber Nacht nicht schiittelnd im
Kiihlschrank aufbewahrt
Tag 1:

1. Die Schnitte wurden 6 Mal je 15 Minuten mit 1x PBS-T 0,2% (2 ml/ Well) in
einem Sieb auf dem Schiittler gewaschen.

2. Im Folgenden wurde die Schnitte 30 min lang in 3 ml/ Well in 0,24 % H202+
PBS-T auf den Schiittler gestellt.

3. Danach wurden die Schnitte 3x 15 min mit 2 ml/Well in 1x PBS-T 0,2 % auf
dem Schiittler gewaschen.

4. Es folgte eine 60-miniitige Inkubation in 1 ml/Well PBS-T-Serum.
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5.

Im letzten Schritt des ersten Tages wurden die Schnitte tiber Nacht bei 4 °C
mit dem primiren AK (c-FOS, PER1) in 500 pl/Well PBS-T Serum im Dun-
keln auf dem Schiittler inkubiert.

Tag 2:

1.

Im ersten Schritt wurden die Schnitte erneut 3x 15 min mit 2ml/Well 1x PBS-
T 0,2 % mit Sieb auf dem Schiittler gewaschen.

Dann wurden sie 2 Stunden bei Raumtemperatur mit dem sekunddrem AK
(Goat > Rabbit biot.) in 500 pul PBS-T Serum/ Well auf dem Schiittler inku-
biert.

Wihrenddessen wurde das ABC-Kit angesetzt und 30 min bei 4 °C im Dun-
keln inkubiert.

Infolgedessen wurden die Schnitte erneut 3 x 10 min 2 ml/Well PBS-T 0,2%
mit einem Sieb auf dem Schiittler gewaschen.

Danach wurden die Schnitte etwa eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem
zuvor angesetzten ABC-Reagenz in 1 ml/ Well im Dunkeln auf dem Schiittler
inkubiert.

Erneut wurden die Schnitte 3 x 15 min 2 ml/Well 1x PBS-T 0,2 % mit Sieb
dem auf dem Schiittler gewaschen.

Dann folgte eine 10-miniitige DAB-Entwicklung ohne Sieb. Dabei war es
wichtig, darauf zu achten, dass DAB so lange aufgetaut ist bis es nicht mehr
flockig war. AuBBerdem wurde das DAB im Dunkeln aufgetaut, da DAB licht-
empfindlich ist.

Die Schnitte wurden dann in 1 ml/Well DAB-Losung gelegt und alle 30 Se-
kunden wurde 1 ml/well H202 unter staindigem Schwenken der Platten hin-
zugefiigt, um die Reaktion zu starten. Insgesamt wurden alle Schnitte 10 Mi-
nuten mit DAB gefarbt.

Im Anschluss wurden die Schnitte 6 x 10 min in 2 ml/Well 1x PBS-T 0,2 %

mit dem Sieb gewaschen.

b) Aufziehen der Schnitte auf die Objekttrager (OT)

1.

Die Schnitte wurden aus der fliissigen Gelatine auf die OTs aufgezogen und

iiber Nacht trocknen gelassen.

2. Nach dem Trocken wurden die OTs mit Entellan eingedeckelt.
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1.6.2 Immunofluoreszenz-Farbung
Tag 1:

1.

Die Schnitte wurden 6 x 15 Minuten in 2 ml/Well 1 x PBS mit dem Sieb auf dem

Schiittler gewaschen.

2. Dann wurden diese 10 Minuten in 2 ml/Well 1 x PBS-T mit dem Sieb auf dem Schiitt-
ler gewaschen.

3. Darauthin wurden die Schnitte 60-90 Minuten in 500 pul/Well 1x PBS-T-Serum inku-
biert.

4. Eine Stunde lang wurden die Schnitte in beiden AK als Mischung in 500ul/Well PBS-
T-Serum bei Raumtemperatur inkubiert.

5. Im Folgenden wurden diese iiber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler weiter inkubiert.

Tag 2:

1. Die Schnitte wurden 4 x 10 Minuten mit 2ml/Well 1x PBS-T 0,2% mit dem Sieb auf
dem Schiittler gewaschen.

2. Dann wurden die Schnitte eine Stunde in beiden sekundiren AK als Mischung bei
Raumtemperatur in 500 pul PBS-T Serum/Well auf dem Schiittler inkubiert. Ab die-
sem Zeitpunkt wurden die Schnitte abgedunkelt.

3. Im letzten Schritt wurden die Schnitte nochmals 3x10 Minuten in 2 ml/Well 1 x PBS
mit dem Sieb auf dem Schiittler gewaschen.

4. Aufziehen der Schnitte auf OT

1. Die Schnitte wurden bei geddmpftem Licht aus fliissiger Gelatine auf die OTs
aufgezogen.

2. Nachdem diese leicht angetrocknet waren, wurden sie mit Dapi-Fluoromount
noch feucht eingedeckelt.

3. Die OTs mit den Schnitten wurden zwei Tage bei 4 °C im Dunkeln trocknen

gelassen.

1.6.3 Bildaufnahme und -analyse

Es ist zu beachten, dass die Proben in der durchgefiihrten Studie verblindet waren. Der

SCN wird anhand anatomischer Landmarken im Mikroskop (KEYENCE BZ-X800/BZ-
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X810) aufgesucht und fotografiert. In der Regel erfolgte die Aufhahme von zwei SCN-
Schnitten pro Maus. Die c-FOS- und GFAP-IR wurden mit einem 10x Objektiv und die
PER1-IR mit einem 20x Objektiv fotografiert. Die Einstellungen blieben fiir jede Farbung
konstant (siehe Tab. 5 und 6). Bei der ¢-FOS und der PER 1-Farbung erfolgte die Auf-
nahme im Hellfeld-Modus, bei der GFAP-Farbung im Fluoreszenz-Modus. Die Belich-
tungszeit betrug bei der c-FOS-Farbung 1/500 s und bei der PER1-Férbung 1/350s. Das
Excitationslicht lag bei den GFAP-Bildern bei 40 %. Das Fluoreszenzlicht im griinen
Spektralbereich hat eine Wellenldnge von ca. 500 — 570 nm. Genutzt wurde Alexa Fluor
488 mit einer Wellenldnge von ca. 519 nm. Die Bildverarbeitung erfolgte mit der Soft-
ware BZ-II Analyzer. Die SCN Zellen wurden mittels des Programms Image J analysiert.
Bei der c-FOS-Farbung zihlte man die c-FOS -positiven Zellen (braune Zellkerne) pro
mm?. Dazu wurde mittels des Programms der SCN manuell umkreist. Darauthin wurden
die braun gefarbten Zellenkerne in dem umkreisten Areal manuell gezéhlt. Die ermittelte
Zellzahl wurde durch die Flache dividiert, wodurch sich die Zelldichte ergab. Der MaB-
stab betrug hier 200um. Bei der PER 1-Farbung erfolgte eine Beurteilung der Immunre-
aktion. Da hier die SCN-Zellen nicht gut vom Hintergrund abgrenzbar waren, wurden die
Zellen nicht gezdhlt. Die Bilder wurden mit dem Programm in ein schwarz/weil3-Bild
invertiert (8 bit). Dann wurde der SCN umkreist und der Schwellenwert fiir die spezifi-
sche Immunreaktion definiert. AnschlieBend berechnete man die Flidche der gefarbten
SCN-Zellen und setzte sie prozentual ins Verhéltnis zur Gesamtfliche des SCN. Zu Be-
ginn wurde die kleinste Zelle bzw. das kleinste Signal mit dem ,,Round Tool* markiert,
um die minimale Fliche zu bestimmen. Im Folgenden legte man den Schwellenwert mit-
tels ,, Threshold* fest, zunichst zur Uberpriifung in Rot, danach wieder in Schwarz-WeiB.
Darauthin wurde das Bild in ein Bindrbild umgewandelt und im Anschluss invertiert. Mit
dem ,,Free hand tool* wurde der SNC markiert und erneut in ein Binédrbild umgewandelt.
Um ein préziseres Ergebnis zu erhalten, nutze man die ,,watershed‘‘-Funktion. Erst im
Anschluss erfolgte die Partikelanalyse. Da das System nicht alle Zellen automatisch er-
fasst, ergidnzte man fehlende Zellen durch manuelles Nachzédhlen. Das Binérbild wurde
ebenfalls gespeichert und auch darauf wurde die ,,region of interest* gemessen. Die Zell-
dichte wird dann mit einer Formel berechnet. Dazu multipliziert man die gezéhlten Zellen
mit 1000000 und dividiert dies durch die gemessene Fldche in um. Fiir die GFAP-Ana-

lyse ermittelte man die Intensitit der Immunfluoreszenz. Dazu wurden zum einen der
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SCN fiir das spezifische Signal und zum anderen ein zellfreier Bereich fiir die Hinter-
grundfluoreszenz markiert. Der Mittelwert der Hintergrundfluoreszenz wurde von dem
Mittelwert der Fluoreszenz im SCN abgezogen. Daraus resultierte die Intensitdt der Im-
munofluoreszenz in arbitrary units (a.u.). Bei der GFAP-Féarbung wurde mittels der glei-
chen genannten Methode ebenfalls Neocortex und Hippocampus geféarbt. Hierbei wurde

stets die gleiche Lokalisation gewéhlt, entsprechend Bregma +1,42 mm.

Tab. 6. Einstellungen bei dem Hellfeld-Modus:

1/500s 1/350s

In Farbe (braun) In Farbe (braun)
CH4 BF/Phase CH4 BF/Phase
50% 50%

10x 20x

angewendet /

1,0pum /

Tab.7. Einstellung bei dem Fluoreszenz-Modus:

40 %

1/15 s

10x
angewendet
2,5um

Die statistischen Analysen erfolgten mit der Software Graph Pad Prism (GraphPad Soft-
ware Inc., San Diego, Kalifornien, USA). Zur Uberpriifung der Normalverteilung kam
der Shapiro-Wilk-Test zum Einsatz. Daten, die den Normalitétstest bestanden, wurden
mittels parametrischer einfaktorieller ANOVA ausgewertet, gefolgt von einem Tukey-
Post-hoc-Test zur Bestimmung gruppenspezifischer Unterschiede. Bei fehlender Normal-
verteilung erfolgte die Auswertung mit dem nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Test.
Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Das
Signifikanzniveau wurde bei 5% (p-Wert < 5 %) festgelegt.
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2 Ergebnisse
2.1 Verinderung der spontanen lokomotorischen Aktivitit in TgDimer-Mausen

Es wurde die spontane lokomotorische Aktivitdt von Wildtyp- und TgDimer- Méusen
unter Standardlichtverhdltnissen (12h Licht: 12h Dunkelheit) verglichen. Das dabei ent-
standene Aktogramm zeigt, dass es einen signifikanten Unterschied in der lokomotori-
schen Aktivitdt zwischen Tag und Nacht bei den Wildtyp-Méausen und den TgDimer-
Maiusen gibt (Abb. 1). Die Aktivitdtsanzahl liegt bei beiden Gruppen in der Dunkel-/Ak-
tivititsphase hoher (WT: Lichtphase 22723 + 1432, Dunkelphase 97648 + 6509, p <
0.0001; TgD: Lichtphase 27639 + 872.0, Dunkelphase 107726 + 9860, p < 0.0001) (Abb.
1A, B). Das entspricht dem physiologischen Aktivititsmuster der Mause. Jedoch zeigt
sich auch ein signifikanter Unterschied in der Licht-/Ruhephase zwischen den Wildtyp-
und TgDimer-Mé&usen, wobei die TgDimer-Méuse in der Licht-/Ruhephase eine hohere
spontane lokomotorische Aktivitit als die Wildtyp-Mause aufweisen (p = 0.0126 ausge-
rechnet mittels ANOVA-Test und Tukey-Post-hoc-Test) (Abb. 1A, B).
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Abb. 1: Spontane lokomotorische Aktivitiit von Wildtyp- und TgDimer- Mduse unter Standardlichtverhdltnissen (12
h Licht:12 h Dunkelheit). A) Représentative doppeltaufgetragene Aktogramme. Schwarze Balken zeigen summierte
Aktivitit in 10 min Intervallen. Dunkel-/Aktivitatsphase ist durch graue Balken angezeigt. B) Auswertung der Aktivitét
fiir die Licht-/Ruhephase (Day) und die Dunkelphase (Night) sowie Gesamtaktivitét (total) *: P <0.05, ***: P <0.001.
n =10-12 pro Genotyp.
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2.2 ¢-FOS-immunoreaktive Zellen als Marker fiir die lichtabhingige neuronale
Aktivitit im SCN in TgDimer-Méusen

Um die lichtabhingige neuronale Aktivitdt im SCN nachzuweisen, wurde c-FOS analy-
siert. In beiden experimentellen Gruppen ist die Zahl der -FOS-immunoreaktiven Zellen
in der frithen Licht-/Ruhephase (ZT02) signifikant hoher als in der frithen Dunkel-/Akti-
vititsphase (ZT14) (Wildtyp: ZT02: 142 Zellen/um? + 19 Zellen/um?; ZT14: 42 Zel-
len/pm?+ 15 Zellen/um?; P = 0,009; TgDimer: ZT02: 175 Zellen/um? + 40 Zellen/um?;
ZT14: 61 Zellen/um?+ 13 Zellen/um?; P = 0,01. Es gab sowohl zur Licht-/Ruhephase als
auch zur Dunkel-/Aktivitdtsphase keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp-
und TgDimer-Mausen (ZT02: P =0,7; ZT14: P = 0,9) (Abb. 2A, B).

A ZT02 ZT14
b 3v

= 3v Eoti SCN
>
prai)
o)

ac 200pm o

v 3v

o SCN
£ SCN
=
o
J—

oc
oc

W

o 2507 *
£ A :
£ 200 = T
[
2 1504 [
N
+ 100-
o
£ lml W
)
0 .

ZT02 ZT14 2ZT02 ZT14
Wildtyp TgDimer

32



Abb.2: c-FOS-Immunreaktion im SCN als Marker fiir lichtinduzierte neuronale Aktivitit. A) Reprisentative Mi
rofotografien (Hellfeld) der c-FOS- Immunreaktion (braune Zellkerne) im SCN in der frithen Licht-/Ruhephase (ZT02
= 2 Stunden nach Beginn der Lichtphase) und Dunkel-/Aktivititsphase (ZT14 = 2 Stunden nach Beginn der Dunkel-
phase) in Wildtyp- und TgDimer-Méusen. Mafistab = 200pum. B) Auswertung der c-FOS Immunreaktion (Zellen pro
mm?) im SCN von Wildtyp- und TgDimer-Miusen zur Licht-/Ruhephase (ZT02) und zur Dunkel-/Aktivititsphase
(ZT14): *: P <0.05, **: P <0.01, ANOVA-Test und Tukey-Post-hoc-Test. n = 3-6 Méause pro Genotyp/Zeitpunkt.

2.3 Verinderung des Uhrengenproteins PER1 im SCN von TgDimer-Miusen

Anhand der PER1-Immunreaktion im SCN kann man Riickschliisse iiber die Integritit
des molekularen Uhrwerks im zirkadianen Rhythmusgenerator ziehen. Die PER1-Im-
munreaktion im SCN ist sowohl bei den Wildtyp- und den TgDimer-Méusen in der frithen
Dunkel-/Aktivitatsphase (ZT14) deutlich stirker ausgeprigter als in der frithen Ruhe-
/Lichtphase (ZT02) (Wildtyp: ZT14: 5275 + 147,2; ZT02: 554,2 + 113,4; P =< 0,0001;
TgDimer: ZT14: 4189 + 3982; ZT02: 409,5 + 214,9; P =< 0,0001). Es gibt keinen signi-
fikanten Unterschied zwischen Wildtyp und TgDimer zum ZT02 (P = 0,99). Zum ZT14
liegt jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und TgDimer vor (Wildtyp:
5275 + 147,2; TgDimer: 4189 + 398,2; P = 0,048) (Abb.3 A, B).
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Abb. 3: PER 1 Immunreaktion im SCN. A) Représentative Mikrofotografien (Hellfeld) der PER1- Immunreaktion
(braune Zellkerne) im SCN in der frithen Licht-/Ruhephase (ZT02 = 2 Stunden nach Beginn der Lichtphase) und Dun-
kel-/Aktivitdtsphase (ZT14 = 2 Stunden nach Beginn der Dunkelphase) in Wildtyp- und TgDimer-Méusen. Maf3-
stab=100um. B) Auswertung der PER1- Immunreaktion (Zellen pro mm2) im SCN von Wildtyp- und TgDimer-Méau-
sen zur Licht-/Ruhephase (ZT02) und zur Dunkel-/Aktivitdtsphase (ZT14): *: P < 0.05, **: P <0.01, ANOVA-Test

und Tukey-Post-hoc-Test. n = 3-6 Méuse pro Genotyp/Zeitpunkt.

2.4 Verinderung der GFAP-Immunfluoreszenz im SCN als Marker fiir die Akti-
vitit von Astrozyten in TgDimer-Miusen

Astrozyten sind wesentlicher Bestandteil der Verarbeitung der Lichtinformation im SCN.
Um die Aktivitit der Astrozyten zu iiberpriifen, wurde nun die GFAP Immunreaktion im

SCN ausgewertet. Sowohl im SCN von Wildtyp-als auch bei den TgDimer-Mausen gab
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es keinen signifikanten Unterschied in der GFAP-Immunfluoreszenz zwischen der frithen
Licht-/Ruhephase (ZT02) und der frithen Dunkel-/Aktivitdtsphase (Wildtyp: P = 0,5;
TgDimer: P = 0,5). Die GFAP-Immunfluoreszenz war in TgDimer-Mausen sowohl wih-
rend der Licht-/Ruhephase als auch wéhrend der Dunkel-/Aktivitdtsphase signifikant in-
tensiver als in Wildtyp-Mausen (Wildtyp: ZT02: 4,9 a.u. £0,2 a.u.; ZT14 7,14 a.u. £ 0,47
a.u., P=0,03; TgDimer: ZT02: 6,4 a.u. + 0,18 a.u.; ZT14: 5,5 a.u. £0,19 a.u.; P=0,009)
(Abb. 4 A, B,).
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Abb. 4: GFAP-Immunreaktion im SCN als Marker fiir die Aktivitit von Astrozyten. A) Reprisentative Mikrofoto-
grafien (Fluoreszenz) der GFAP-Immunreaktion (griine Zellfortsdtze) im SCN in der frithen Licht-/Ruhephase (ZT02
= 2 Stunden nach Beginn der Lichtphase) und Dunkel-/Aktivititsphase (ZT14 = 2 Stunden nach Beginn der Dunkel-
phase) in Wildtyp- und TgDimer-Méusen. Maf3stab = 200pm. B) Auswertung der GFAP-Immunreaktion in Wildtyp-
und TgDimer-Méusen in der Lichtphase (ZT02) und Dunkelphase (ZT14) *: P <0.05, **: P <0.01, ANOVA-Test und
Tukey-Post-hoc-Test. n = 3-6 Miuse pro Genotyp/Zeitpunkt.

2.5 GFAP-Immunfluoreszenz im Neocortex und Hippocampus

Um zu iiberpriifen, ob sich die erhohte GFAP-Immunfluoreszenz nur auf den SCN be-
schriankt, wurde die GFAP-Immunfluoreszenz ebenfalls im Neocortex und Hippocampus
beurteilt. Die genaue Lokalisation liegt bei Bregma +1,42 mm. Im Neocortex gibt es keine
Unterschiede der GFAP-Immunfluoreszenz zwischen den Zeitpunkten bei beiden Geno-
typen (Wildtyp: P = 0,54; TgDimer: P = 0,89.) Zudem gibt es weder in der frithen Licht-
/Ruhephase noch der frithen Dunkel-/Aktivititsphase einen signifikanten Unterschied
zwischen Wildtyp- und TgDimer-Mausen (ZT02: P = 0,99, ZT14: P = 0,81) (Abb.5 A,
B). Auch im Hippocampus gibt es keinen Unterschied in der GFAP-Immunfluoreszenz
zwischen den Genotypen (Wildtyp: P = 0,89; TgDimer: P = 1) und den Zeitpunkten
(ZT02: P=0,9; ZT14: P =0,77) (Abb.6 A, B).
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Abb. 5: GFAP-Immunreaktion im Neocortex als Marker fiir die Aktivitit von Astrozyten. A) Représentative Mikro-
fotografien (Fluoreszenz) der GFAP-Immunreaktion (griine Zellfortsdtze) im Neocortex in der frithen Licht-/Ruhe-
phase (ZT02 = 2 Stunden nach Beginn der Lichtphase) und Dunkel-/Aktivitdtsphase (ZT14 = 2 Stunden nach Beginn
der Dunkelphase) in Wildtyp- und TgDimer-Méusen. Maf3stab = 200um. B) Auswertung der GFAP-Immunreaktion in
Wildtyp- und TgDimer-Méusen in der Lichtphase (ZT02) und Dunkelphase (ZT14). *: P <0.05, **: P <0.01. ANOVA-
Test und Tukey-Post-hoc-Test. n = 3-6 Miuse pro Genotyp/Zeitpunkt.
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Abb. 6: GFAP-Immunreaktion im Hippocampus als Marker fiir die Aktivitit von Astrozyten. A) Reprisentative
Mikrofotografien (Fluoreszenz) der GFAP-Immunreaktion (griine Zellfortsitze) im Hippocampus in der frithen Licht-
/Ruhephase (ZT02 = 2 Stunden nach Beginn der Lichtphase) und Dunkel-/Aktivitétsphase (ZT14 = 2 Stunden nach
Beginn der Dunkelphase) in Wildtyp- und TgDimer-Mausen. Mafistab = 200um. B) Auswertung der GFAP-Immunre-
aktion in Wildtyp- und TgDimer-Méusen in der Lichtphase (ZT02) und Dunkelphase (ZT14) *: P <0.05, **: P <0.01.
ANOVA-Test und Tukey-Post-hoc-Test. n = 3-6 Méause pro Genotyp/Zeitpunkt.
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3 Diskussion

Demenzerkrankungen wie der Morbus Alzheimer sind durch kognitive Einschrankungen
charakterisiert. Im friihen Stadium der AD, noch bevor makroskopisch sichtbare struktu-
relle Verdanderungen auftreten, konnen bereits milde kognitive sowie nicht-kognitive Sto-
rungen beobachtet werden (Videnovic et al., 2014). Dies spricht dafiir, dass Gehirnfunk-
tionen bereits vor der Bildung von Amyloid-Plaques und Tau-Fibrillen beeintridchtigt
werden. Zu den nicht-kognitiven Verdnderungen bei Demenzerkrankungen zdhlen auch
Beeintrachtigungen des Schlaf-Wach-Rhythmus, die vermutlich auf Dysfunktionen des

zirkadianen Systems zuriickzufiihren sind (Volicer et al., 2001).

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss 16slicher AB-Dimere, die in TgDimer-
Maiusen produziert werden, auf die lokomotorische Aktivitit sowie auf die neuronale und

gliale Aktivitdt des SCN in diesen Méausen.

3.1 Toxische Wirkung von loslichen A

Losliche AB-Oligomere weisen neurotoxische Effekte auf und beeinflussen die Gehirn-
funktion bereits vor dem Auftreten von Neurodegeneration. Transgene Méuse, dic APP
mit der schwedischen Mutation (APP(SW)) exprimieren ohne AB-Ablagerungen im Ge-
hirn zu entwickeln, wiesen kognitive Defizite auf, was auf die bedeutende pathophysio-
logische Rolle der 16slichen AP hindeutet (King et al., 1999). Dariiber hinaus zeigten ei-
nige Studien, dass AB-Dimere eine entscheidende Rolle bei der Entstehung fritherer Be-
eintrdchtigungen des Lernens und des Gedéchtnisses spielen konnten. Dies weist darauf
hin, dass die initialen kognitiven Defizite bei Alzheimer unabhéngig von der Bildung von
AB-Plaques auftreten konnen (Abdel-Hafiz et al., 2018; Miiller-Schiffmann et al., 2016).
Es wurde zudem gezeigt, dass 16sliche AB-Dimere die Haufigkeit und die Amplitude der
miniaturisierten exzitatorischen postsynaptischen Strome (mEPSCs) in kultivierten kor-
tikalen Neuronen signifikant reduzierten, was auf eine neurotoxische Wirkung hinweist
(Miiller-Schiffmann et al., 2011). Es wird angenommen, dass AB-Dimere die zentralen
Vermittler der AB-Toxizitét sind (O'Nuallain et al., 2010) und dass bereits hohe Konzent-
rationen von AB-Dimeren sowohl bei Miusen als auch beim Menschen ausreichen, um
neurotoxische Prozesse auszuldsen und die fiir Alzheimer typische Krankheitskaskade in
Gang zu setzen (Hashimoto et al., 2012; Kawarabayashi et al., 2004; Mc Donald et al.,
2015; Mc Donald et al., 2010; Shankar et al., 2008).
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Im Gegensatz dazu zeigen sechs Monate alte Tg2576-Méuse, die ausschlieBlich 16sliche
AP produzieren, keine kognitiven Defizite. Dahingegen entwickeln die élteren Tiere, die
zusétzlich unlosliche Ap-Ablagerungen aufweisen, deutliche Gedéichtnisverluste
(Westerman et al., 2002). Dieser Unterschied konnte jedoch an den unterschiedlichen
Mutationen in den Mauslinien liegen. Allerdings besteht nicht zwangsldufig ein Zusam-
menhang zwischen AB-Ablagerungen und dem Verlust von Neuronen. So zeigte sich in
Untersuchungen an transgenen Mausen, die das humane APP mit der schwedischen Mu-
tation (APPSw) exprimieren, dass sich im Alter von 16 Monaten AB-Ablagerungen bil-
deten, die den senilen Plaques des Menschen dhneln. Diese Ablagerungen gingen mit
einer ausgeprégten Gliose einher, jedoch ohne signifikanten neuronalen Verlust im CA1-

Bereich des Hippocampus (Irizarry, McNamara, et al., 1997).

Ebenso wurden transgene FVB/N-Miuse, die entweder menschliches (Hu) oder murines
(Mo) APP695 iiberexprimierten, untersucht. Diese Méuse zeigten eine verkiirzte Lebens-
dauer und entwickelten eine zentrale Nervensystemstorung, die sich durch Neophobie
(Angst vor Neuem) und beeintrichtigte rdumliche Alternation duferte. Die transgenen
Maiuse zeigten Storungen im Lernen, Gedichtnis und in ihrem affektiven Verhalten. Es
konnten jedoch keine extrazelluliren Amyloidablagerungen nachgewiesen werden

(Hsiao et al., 1995).

3.2 Rhythmus der spontanen lokomotorischen Aktivitit in TgDimer-Miusen

Sowohl die TgDimer- als auch die Wildtyp-Mause zeigten eine rhythmische lokomotori-
sche Spontanaktivitit. Allerdings wiesen die TgDimer-Mause eine hohere spontane lo-
komotorische Aktivitdt in der Licht-/Ruhephase auf. Dies erinnert an die erh6hte nichtli-
che Aktivitdt bei Personen mit AD, die mit Unruhe und Verwirrung einhergeht (Volicer

etal., 2001).

Storungen des Rhythmus der lokomotorischen Aktivitit wurden bereits in anderen AD-
Mausmodellen nachgewiesen. So zeigten die APPSwe/PS1dE9-Maiuse, die sowohl 16sli-
ches AP als auch im Verlauf AB-Plaques produzierten, eine subjektiv ndchtlich betonte
Hyperaktivitdt (Oyegbami et al., 2017). Da in dieser Studie Méuse im Alter von zwei
Monaten untersucht wurden, befanden sich die Méduse damit in der frithen Phase der AD-

Pathogenese und produzierten daher hauptsichlich 16sliche AB-Oligomere.

40



ApoE -/- Miuse, welche Amyloid-Ablagerungen im SCN aufweisen, zeigten unter LD
einen beeintrachtigten Masking-Effekt, was auf eine gestdrte Lichtwahrnehmung oder
eine veranderte Signalverarbeitung im SCN hindeutet konnte. Die Apo E-/- Mduse wiesen
bei Lichtimpulsen eine deutlich geringere Phasenverschiebung auf, was auf eine beein-
trachtigte Reaktion des SCN auf Lichtreize hinweisen konnte. Unter schwachem Licht
und konstanter Dunkelheit zeigte sich wéihrend der subjektiven Tageszeit eine signifi-
kante Aktivitétssteigerung (Zhou et al., 2016). Des Weiteren veranschaulicht eine Studie
mit Tg-SwDI-Mausen, welche das humane APP tragen und AB-Plaques akkumulieren,
dass diese Méuse eine signifikant kiirzere Freilaufzeit aufwiesen (Oyegbami et al., 2017;
Paul et al., 2018; Sterniczuk et al., 2010). Die intertdgliche Variabilitit der Phasenver-
schiebung war bei Tg-SwDI-Mdusen erhoht, wihrend die intertdgliche Variabilitdt des
Aktivitdtsbeginns verringert war. Somit ist die zirkadiane Organisation der lokomotori-
schen Aktivitit bei diesen Miusen gestort, was auf eine Beeintrichtigung des zirkadianen
Rhythmus und eine gestorte lokomotorische Aktivitdt hinweisen kann. Eine andere Arbeit
zeigte, dass die Injektion von A3 25-35 im SCN bei syrischen Hamstern zu weniger Kon-
sistenz im Tagesrhythmus fiihrte (Furio et al., 2002). Zusammen genommen deuten un-
sere Ergebnisse und die in der Literatur beschriebenen Befunde darauf hin, dass bereits

16sliche AB-Formen den Tag-Nacht-Rhythmus storen.

Es ist jedoch anzumerken, dass eine rhythmische Aktivitdt bei (nachtaktiven) Nagern in
der Standard-Photoperiode von 12h Licht/12h Dunkelheit (LD) keine Aussage dariiber
erlaubt, ob es sich um eine Anpassung des endogenenen zirkadianen Rhythmus (,,Ent-
rainment*) handelt oder um eine Hemmung der Aktivitdt durch Licht (,,Masking®)
(Mrosovsky, 1999), die unabhéngig vom zirkadianen System ablduft (Redlin, 2001). Da-
her kann die gesteigerten Aktivitit von Méusen in der Lichtphase auf ein verdndertes
Entrainment aufgrund einer verdnderten SCN-abhangigen Rhythmusgeneration hinwei-
sen, oder auf ein gestortes Masking aufgrund eine verminderten Lichtiibertragung zum
Gehirn (Hattar et al., 2002). Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden durch-

gefiihrt, um dies zu differenzieren.

3.3 Lichtinduzierte neuronale Aktivitit im SCN

c-FOS gehort zu den nuklearen Onkogenen, der als Marker fiir neuronale Aktivitit ange-

sehen wird. Im SCN wird ¢-FOS durch Licht induziert, somit ist bei intakter Lichtiiber-
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tragung an den SCN die c-FOS-Immunreaktion in der Lichtphase hoher als in der Dun-
kelphase (Lara Aparicio et al., 2022; Munch et al., 2002). In dieser Arbeit wurde die c-
FOS-Immunreaktion als Marker fiir die Lichtiibertragung genutzt, die die Grundlage fiir
das ,,Masking* bildet. In beiden Genotypen war die c-FOS-Immunreaktion gleicherma-
en hoher in der frithen Lichtphase als in der friithen Dunkelphase. Dies weist darauf hin,
dass die AB-Dimere in den TgDimer-Madusen nicht den Lichteingang beeintridchtigen.
Daher ist die gesteigerte lokomotorische Aktivitdt der TgDimer-Méuse in der Lichtphase
vermutlich nicht auf eine verringerte Lichtiibertragung (gestortes ,,Masking®) zuriickzu-

fihren.

3.4 Rhythmische neuronale Aktivitit im SCN

Um die rhythmische neuronale Aktivitit im SCN, die eine wichtige Grundlage fiir das
»Entrainment* bildet, zu untersuchen, haben wir das Uhrengenprotein PER1 untersucht.
Dieses zeigt unabhéngig vom Licht-Dunkelwechsel eine starkere Immunreaktion in der
friihen Nacht im Vergleich zum friihen Tag (Hastings et al., 1999; Oztiirk et al., 2021).
Ein gestorter Rhythmus der lokomotorischen Aktivitét steht in Zusammenhang mit einer
gestorten rhythmischen Expression der Uhrengene Perl, Per2 und Bmaill im SCN (Zhou
et al., 2016). Die PERI-Immunreaktion im SCN der TgDimer-Maus in der friihen Nacht
war signifikant geringer als in der Wildtyp-Maus, was auf eine Stérung der Rhythmusge-
neration durch die 16slichen AB-Dimere hinweist. Dies steht im Einklang mit anderen
Studien, die eine Storung der neuronalen Aktivitit im SCN bei AD-Mausmodellen zei-
gen. Zum Beispiel zeigte die Studie von Paul et al., dass der Rhythmus der spontanen
Feuerraten bei den Tg-SwDI-Mdiusen abgeschwidcht und langsamer ist, insbesondere
wihrend des subjektiven Tages (Paul et al., 2018). Im APP/PS1-Mausmodell wurde der
Rhythmus der mRNA-Expression verschiedener Uhrengene (Clock, Bmall, Perl/2,
Cryl/2, Rora, Rorb, Decl/2, Nrldl, Dbp) unter LD im SCN, Hippocampus und Ne-
ocortex untersucht (Yang et al., 2025). Bereits junge APP/PS1-Maiuse zeigten vor allem
im SCN eine Dysregulation der rhythmischen Uhrengenexpression im Vergleich zu Wild-
typ-Méusen. Im Einklang mit unserer Studie deutet das darauf hin, dass bereits frithe For-
men der Pathologie bzw. 16sliche Formen von AR das molekulare Uhrwerk im SCN st6-
ren. Bei dlteren APP/PS1-Méusen kam es zum kompletten Erliegen der rhythmischen
Expression verschiedener Uhrengene im SCN (Yang et al., 2025), was fiir eine Progredi-

enz der Stérung des molekularen Uhrwerks spricht, die zu einer Chronodisruption fiihrt.
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Auch im Hippocampus und Neokortex zeigen AD Mausmodelle eine gestorte Expression
verschiedener Uhrengene (Song et al., 2015) (Yang et al., 2025). Chronodisruption kann
zum einen zu kognitiven Beeintrachtigungen beitragen und zum anderen die Neurodege-
neration befeuern (Hood & Amir, 2017; Krishnan et al., 2012). Es scheint daher bidirek-
tionale Wechselwirkungen zwischen Chronodisruption und Neurodegeneration zu geben
(Duncan, 2020). Beispielweise zeigen einige Studien, dass die Fragmentierung der Ruhe-
phase bei dlteren Menschen ohne Demenz mit einem erhdhten Alzheimer Risiko assozi-
iert ist (Khapre et al., 2014; Kondratov et al., 2006; Musiek et al., 2013). Umgekehrt kann
AP den zirkadianen Rhythmus beeintrachtigen.

AP kann zum einen aufgrund seiner Neurotoxizitét (Breijyeh & Karaman, 2020) die nor-
male Funktion einzelner Neuronen stdren, was sich in der gestorten rhythmischen Uhren-
genexpression auf Einzelzellebene duBlert (Carrero et al., 2023). AB kann jedoch auch die
Funktion neuronaler Netzwerke storen, da die interzelluldre Kopplung eine Vorausset-
zung fiir einen kohédrenten Rhythmus darstellt, kann sich dies auch zu einer gestorten

rhythmischen Uhrengenexpression in einer Hirnregion fiihren.

Auch spielt die Interaktion von Neuronen und Astrozyten eine wichtige Rolle fiir die

Rhythmusgeneration im SCN.

3.5 Astrozyten-Aktivitiit in TgDimer-Méusen

Auch Astrozyten verfligen iiber ein molekulares Uhrwerk, das rhythmische Zellfunktio-
nen, wie beispielsweise eine rhythmische Freisetzung von ATP (Marpegan et al., 2011),
steuern kann. Im SCN konnen Astrozyten auch in Madusen mit einem defekten neuronalen
molekulare Uhrwerk eine rhythmische Aktivitditsmuster wiederherstellen (Brancaccio et
al., 2019). Eine Storung der Astrozytenfunktion kann die Rhythmogenese im SCN be-
eintrachtigen (Tso et al., 2017). Generell kann auch eine Storung des molekularen Uhr-
werk in Astrozyten durch Altern, Entziindungen oder toxische Proteinaggregationen zur

Neurodegeneration beitragen (McKee et al., 2020).

Sowohl im Wildtyp- als auch in TgDimer-Méuse konnten keine signifikanten Unter-
schiede in der GFAP-Immunfluoreszenz zwischen frithem Tag und frither Nacht festge-
stellt werden. Studien in anderen Labornagern wie mit Ratten (Fernandez-Galaz et al.,

1999) (Gerics et al., 2006) oder Hamstern (Lavialle & Serviere, 1993) zeigen tageszeitli-
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che Schwankungen der GFAP-Immunreaktivitit. Allerdings war die GFAP-Immunfluo-
reszenz im SCN von TgDimer- Miuse sowohl in der frithen Licht-/Ruhe- als auch in der
frithen Dunkel-/Aktivitdtsphase signifikant hoher als in den Wildtyp-Mausen. Dies deutet
auf eine gesteigerte Aktivitdt von Astrozyten hin, die auch als Astrogliose bezeichnet
wird (Tykhomyrov et al., 2016) und im Rahmen von neurodegenerativen Erkrankungen
auftritt (Xiao et al., 2014). Daher kann vermutet werden, dass eine gestorte Astrozyten-
aktivitdt im SCN aufgrund von AB-Dimeren zur Stérung des ,,Entrainment™ in TgDimer-

Maiusen beitragt.

Im Neocortex und im Hippocampus der TgDimer-Mause konnte keine gesteigerte GFAP-
Immunfluoreszenz in TgDimer- Méusen festgestellt werden. Dies ist im Einklang mit der
Studie von Miiller-Schiffmann, die gezeigt hat, dass TgDimer-Miuse keinen GFAP-An-
stieg im Hippocampus aufweist (Miiller-Schiffmann et al., 2016). Das konnte darauf hin-
deuten, dass die Astrozyten im SCN vulnerabler gegeniiber 16slichem A als kortikale
Astrozyten (Son et al., 2023; Son et al., 2024).

Das zirkadiane System ist hochsensitiv gegeniiber Lichtintensitit, Dauer und Wellen-
linge, wobei Licht als primérer Zeitgeber sowohl zentrale Oszillatoren im SCN als auch

periphere Uhren synchronisiert (Albrecht & Eichele, 2003).

Unter Dauerdunkel (DD) zeigen Méuse periodenverkiirzte Rhythmen (23,7 +0,1 h) mit
niedrigerer Amplituden (Jud et al., 2005; Van Someren & Riemersma-Van Der Lek,
2007). Diese Kondition wird genutzt, um die Endogenitét zirkadianer Rhythmen (ohne
Zeitgeber) zu entmaskieren (Gonzélez, 2018). Dariiber hinaus zeigten Studien, in den
Menschen iiber Wochen von allen externen Zeitgebern isoliert lebten (Bunker-Experi-
menten), dass die endogenen zirkadianen Rhythmen ,,free-running® mit einer Periode von
etwa 25 h liefen. Dabei zeigte sich, dass viele physiologische Prozesse, unteranderem der
Schlaf-Wachzyklus und die Tempraturoszillation endogen gesteuert werden (Aschoff,
1960; Von Aschoff & Wever, 1962). Langanhaltende DD fiihrt zu deutlichen Stérungen
des Schlaf-Wach-Rhythmus sowie zu depressionsdhnlichen und stressassoziierten Ver-
haltensdanderungen, einschlielich verzdgerter Aktivititsphasen, verminderter Rhyth-
musamplitude, erhohter Immobilitdt und gesteigerter Stressreaktivitit (Gonzélez &

Aston-Jones, 2006).
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Durch Phasenverschiebungen kann die Entrainment-Fahigkeiten der SCN-Oszillatoren
untersucht werden (Meijer et al., 1996; Lawrence P Morin, 2013; Pilorz et al., 2016). Das
Entrainment an einen neuen Licht-Dunkel-Zyklus gelingt nur, solange die tiglichen Pha-
senverschiebungen grof3 genug sind, um die Differenz zwischen der endogenen Perioden-
dauer und 24 h auszugleichen (Gronfier et al., 2007). Bei zu groBer Differenz oder unzu-
reichender Anpassung tritt ein Freilaufen (,,free running*) auf (Monecke, 2004). Bei den
Maiusen konnen einzelne Lichtimpulse in der subjektiven Dunkelphase Verschiebungen
von etwa 2—3 Stunden induzieren, abhidngig von Zeit, Dauer und Intensitédt des Lichtrei-
zes. Licht in der frithen subjektiven Nacht verursacht meist Phasenverzogerungen, wih-
rend Licht in der spéten subjektiven Nacht Phasenvorverlagerungen verursacht. Werden
mehrere Tage hintereinander restriktive Lichtsignale gegeben, sind auch groflere Ver-
schiebungen moglich (Comas et al., 2006). Die Phasenverschiebung und die Moglichkeit
des Entrainment ist jedoch abhéngig von dem Tiermodell. Andere Mutanten sind wider-
standfdhiger gegeniiber Jetlag-artige Zyklen und konnen bei stirkerer Phasenverschie-
bung weiterhin ein Entrainment etablieren (Vajtay et al., 2017). Beim Menschen verschie-
ben einzelne Lichtpulse den Rhythmus meist um 1-3 Stunden, stirkere oder ldngere
Lichtbelichtungen konnen Verschiebungen bis £12 Stunden bewirken. Bei zu schwachem
oder ungiinstigem Licht lauft der Rhythmus wieder im freien Lauf (,,free run®) mit einer
Eigenfrequenz von etwa 24 Stunden (Duffy et al., 1996). Die Untersuchung von Phasen-
verschiebungen in verschiedenen Modellen kann Einblicke in die Funktion des SCN und
genetische Modulationen liefern und gleichzeitig Hinweise auf mogliche Strategien zur

Korrektur zirkadianer Storungen geben.

Néchtliche Lichtexposition, besonders blaues Licht, stort zentrale und periphere Uhren,
Schlaf sowie physiologische und Verhaltensrhythmen (Chronodisruption) (Cajochen et
al., 2011). Schon sehr schwaches Licht in der Dunkelphase kann Phaseverschiebungen
auslosen (Frank et al., 2010; Muindi et al., 2013; Stenvers et al., 2016). Ein chronisches
Missverhéltnis zwischen endogenem Rhythmus und sozialen Licht-Signalen (,,Social Jet-
lag®) stort die innere Synchronisation und schidigt auf Dauer die Gesundheit (Haus &

Smolensky, 2006; Touitou et al., 2017; Zelinski et al., 2014).

Diese Erkenntnisse erdffnen fiir AD-Mausmodelle die Moglichkeit, gezielt zu untersu-
chen, wie gestorte Licht- und Zeitgeberinteraktionen die synaptische Plastizitét, kognitive

Funktionen und das affektive Verhalten modulieren.
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4 Fazit

Die vorliegende Arbeit nutzt das TgDimer-Mausmodells, um den Einfluss der 16slichen
AB-Dimere auf den Rhythmus der Bewegungsaktivitit und auf den SCN, die Schliissel-
struktur des zirkadianen Systems, zu untersuchen. TgDimer-Méuse zeigten eine erhdhte
Aktivitdt wihrend der Licht-/Ruhephase, was auf eine Storung im zirkadianen System
hinweist. Die Immunreaktivitit des Licht-abhdngigen Markers c-FOS im SCN der TgDi-
mer-Méuse war unverdndert, was auf eine intakte photische Signaliibertragung an den
SCN hinweist. Allerdings war die Immunreaktivitét des Uhrengenproteins PER1 im SCN
der TgDimer- Mause vermindert, was auf ein beeintrachtigtes molekulares Uhrwerk deu-
tet. Dariiber hinaus war die Immunreaktivitdt des Astrozytenmarkers GFAP selektive im
SCN der TgDimer-Méuse erhdht, was auf eine besondere Vulnerabliltit der SCN-Astro-
zyten schliefen lasst. Da die SCN-Astrozyten zur Rhythmogenese beitragen, konnte die
Aktivierung der SCN-Astrotyen durch AB-Dimere eine Ursache fiir die Beeintrachtigung
im molekularen Uhrwerk darstellen. Die Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass 10sliche
AB-Formen das zirkadiane System auf Ebene des SCN beeintridchtigen und damit zur
Entstehung nicht-kognitiver Symptome wie Schlaf- und Rhythmusstérungen im frithen
Stadium der AD, noch bevor Amyloid-Plaques oder offensichtliche Neurodegeneration
auftreten, beitragen kdnnen. Diese Erkenntnisse unterstreichen die besondere Vulnerabi-
litdt des SCN und die Relevanz der Interaktion zwischen 16slichen AB-Spezies, zirkadia-
ner Genregulation und astoglialer Funktion als potenziellen friihen pathophysiologischen
Angriffspunkt. Ein vertieftes Verstindnis dieser Mechanismen kénnte neue therapeuti-
sche Ansitze er6ffnen, die auf die Stabilisierung zirkadianer Prozesse und eine Verzoge-

rung der Krankheitsprogression abzielen.
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