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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf transgene nicht-menschliche Tiermodelle neurodegenera-
tiver Stérungen, einschlieRlich Alzheimerscher Erkrankung. Genauer ist die vorliegende Erfindung auf ein
Mausmodell gerichtet, welches die Charakterisierung der pathogenen Mechanismen der Alzheimerschen Er-
krankung und die Entwicklung von Diagnostik, Therapien und therapeutischen Verbindungen erleichtert.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Bei der folgenden Beschreibung werden Bezugnahmen auf gewisse Literaturzitate, die am Ende der
Beschreibung aufgelistet sind, gemacht und sind alle hierin durch Bezugnahme eingeschlossen.

[0003] Alzheimersche Krankheit (AD), die haufigste Ursache von Demenz, hat eine komplexe Atiologie, wel-
che am wahrscheinlichsten genetische und Umgebungsdeterminanten involviert. Sie ist gekennzeichnet durch
zerebrale, aus dem Amyloid-beta-Peptid (AB) gebildete Amyloidablagerungen, Neuronenverlust und intrazel-
lulare Ablagerungen, die bekannt sind als neurofibrillare Plaques (NFT), zusammengesetzt aus hyperphospho-
rylierten Formen des Mikrotubuli-assoziierten Proteins tau ().

[0004] Genetische Analyse diverser Verwandter mit familiarer Alzheimerscher Erkrankung (FAD; engl.: fami-
lial Alzheimer's Disease) zeigt, dass Biosynthese des Amyloid-beta-Peptids (A) ein gemeinsamer Nenner bei
der Erkrankungspathogenese ist. In dem Falle von mit dem Chromosom 21 im Zusammenhang stehenden Ver-
wandten, flankieren Mutationen die Endoproteasestellen, wo AB aus dem Alzheimer-Amyloidvorlauferprotein
(APP) ausgeschnitten wird, wohingegen von Mutationen bei den Presenilinen 1 und 2 gedacht wird, dass sie
die Spaltung von APP an der C-terminalen Grenze von A, die sogenannte y-Sekretasestelle, erhdhen. Ob-
gleich das tau-Gen auf dem Chromosom 17 bei AD nicht mutiert ist, sind Fehlsinnsubstitutionen und Splice-
stellenmutationen bei Zustanden mit gewissen pathologischen Ahnlichkeiten zu AD, wie zum Beispiel fronto-
temporaler Demenz, vorhanden.

[0005] Die genetischen Daten zeigen, dass die AB-Biogenese stromaufwarts in einem pathogenen Weg liegt,
der in der Erzeugung von NFTs gipfelt. Wahrend friihere Debatten sich darauf konzentrierten, ob AR-Amyloid
oder NFTs Neuronenverlust und Dysfunktion verursachen, scheint es nun wahrscheinlich, dass beide Protein-
aggregatstypen toxisch sind und zu dem klinischen Phanotyp von AD beitragen.

[0006] Obwohl es keine natirlich vorkommenden Tierformen von AD gibt, haben transgene Tiermodelle der
Erkrankung das Potential, die pathogenen Schlisselereignisse bei der menschlichen Erkrankung zu klaren
und zu ordnen. Trotz intensiver Anstrengung existieren jedoch nur wenige zufriedenstellende Modelle.

[0007] Das US-Patent Nr. 5,877,399 bezieht sich auf transgene M&use, die menschliches oder Maus-APPg,
exprimieren, entweder die Wildtypform oder die ,schwedische" (engl. ,Swedish") Mutation tragend, und eine
progressive neurologische Storung allgemein innerhalb eines Jahres von der Geburt an entwickeln. Das
US-Patent Nr. 6,037,521 bezieht sich auf ein Tiermodell der Alzheimerschen Erkrankung mit einem Transgen,
welches einen 99 bis 103 Aminosauren langen Carboxyterminusteil von menschlichem APP kodiert. Das
US-Patent 5,894,078 bezieht sich auf eine transgene Maus, deren Genom eine DNA-Sequenz umfasst, wel-
che die carboxyterminalen 100 Aminosauren von menschlichem BAPP kodiert, inseriert in das Exon | des Neu-
rofilamentgens. Das US-Patent 5,850,003 bezieht sich auf transgene Mause, die ein Transgen beherbergen,
das menschliches APP,,, mit der schwedischen Mutation kodiert.

[0008] Das US-Patent Nr. 5,898,094 bezieht sich auf ein transgenes Tiermodell von AD, worin das Tier so-
wohl ein mutiertes Presenilin-1-Transgen als auch ein die schwedische Mutation tragendes APP,y.-Transgen
tragt und exprimiert.

[0009] Die WO 96/40895 bezieht sich auf ein transgenes Tiermodell der Alzheimerschen Erkrankung und auf
seine Verwendung fir das Identifizieren von Therapeutika der Alzheimerschen Erkrankung, wobei das trans-
gene Tier ein Transgen hat, das alle drei menschlichen Haupt-APP-Formen (APPg,, APP,., und APP,,;) ex-
primiert und das sowohl die Hardy- als auch die schwedischen Mutationen enthalt.

[0010] Etliche dieser Modelle vermdgen es nicht, APP und/oder seine Metaboliten durch physiologisch geeig-
nete Wege zu produzieren, und in Fallen, wo dieser Vorbehalt nicht zutrifft, kdnnen die transgenen Tiere nur
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gewisse Facetten des AD-Phanotypen zeigen. Im Hinblick auf Neuropathologie mag es Amyloidablagerungen
geben, die sehr stark jenen in AD gesehenen ahneln, selektiven Neuronenverlust (in einem Fall) und Hyper-
phosphorylierung von tau, aber keine Ablagerungen von NFTs. Zusatzlich mégen diese neuropathologischen
Anormalitaten nicht bis zum Alter von 8-9 Monaten oder bis zum Alter von 6 Monaten in dem Fall von bigenen
oder homozygoten Tieren auftreten. Andere in die Schaffung dieser Modelle verwickelten Komplikationen
schlieRen neonatale Letalitat, die der Uberexpression von APP zugeschrieben wird, die Verwendung von kom-
plexen genetischen Hintergriinden und allgemein kein deutliches Anzeichen von progressiver kognitiver Dys-
funktion ein.

[0011] Es besteht deshalb ein Bedarf fiir ein transgenes Tiermodell von AD, welches leicht die wichtigen Fa-
cetten des humanen AD-Phanotypen zeigt, so dass Tiere nicht fir verlangerte Zeitdauern gehalten werden
missen und Diagnostik und therapeutische Verbindungen viel schneller und kosteneffektiver entwickelt und
gescreent werden kdnnen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0012] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein neues Tiermodell von AD, umfassend eine transgene
Maus. Offenbart hierin ist die TJCRND8 genannte transgene Maus, welche hohe Spiegel von AB-Synthese und
Amyloidablagerung in dem ZNS im Alter von 3 Monaten zeigt. Weiterhin zeigen TQCRND8-Mause kognitive
Anderung innerhalb des Zeitraumes, in welchem Amyloidablagerung beginnt. Ebenfalls beschrieben sind Ver-
fahren fiir die Produktion des transgenen TgCRND8-Tiermodells der Alzheimerschen Erkrankung.

[0013] Mit der Entwicklung des transgenen TgCRND8-Mausmodells fiir die Alzheimersche Erkrankung kann
die Atiologie der Erkrankung besser verstanden werden und mégliche Behandlungen, einschlieBlich effektiver
Arzneimitteltherapien, kdnnen entwickelt und getestet werden.

[0014] Das transgene TgCRND8-Mausmodell ist gekennzeichnet durch eine groRe Ahnlichkeit mit dem Pha-
notyp der natlrlich vorkommenden Alzheimerschen Erkrankung, basierend auf der Expression von AB-Amylo-
idprotein in dem ZNS, ebenso wie auf der histologischen Analyse, Neurologie und Verhaltensdefiziten.

[0015] Das APP-Gen macht alternatives Splicing durch, um drei haufige Isoformen zu erzeugen. Die langste
Isoform, enthaltend 770 Aminosduren (APP.,,), und die zweitldngste Isoform, enthaltend 751 Aminosé&uren
(APP,;,), werden in den meisten Geweben exprimiert. Das dritte Transkript, welches 695 Aminosauren
(APP,,) enthalt, wird iberwiegend in dem Gehirn exprimiert. Durch Ubereinkunft wird die Codonnummerie-
rung der langsten Isoform, APP,,,, verwendet, sogar wenn Bezug genommen wird auf Codonpositionen der
kirzeren Isoformen.

[0016] Die transgene TgCRND8-Maus enthalt ein Transgen, das eine mutierte Form der gehirnspezifischen
APP,.-Isoform exprimiert; dieses Transgen trégt sowohl die ,schwedische" als auch die ,Indiana-"APP-Muta-
tionen.

[0017] Es wurde eine APP,,.-cDNA erzeugt, enthaltend (unter Verwendung der Codonnummerierung von
APP,,;) die Mutationen K595N/M596L (die schwedische Mutation) und V642F (die Indiana-Mutation). Auf die-
se und andere APP-Mutationen wird allgemein hierin, einschlieBlich Anspriche, Bezug genommen werden
durch das Ublichere APP,,,-Codonnummerierungssystem, d. h. fiir diese beiden Mutationen K670N/M671L
(die schwedische Mutation) und V717F (die Indiana-Mutation).

[0018] Die doppelt mutierte APP4,.-cDNA-Kassette wurde in den Cosmidexpressionsvektor cosTet inseriert,
welcher den Promoter des syrischen Hamsterprionproteingens enthalt. Der Vektor wurde dann in eine
Mausoocyte mikroinjiziert, um eine transgene Linie zu schaffen, genannt TJCRND8. Diese Mause zeigen
mehrfache diffuse Amyloidablagerungen im Alter von drei Monaten, zu welcher Zeit Defizite im rdumlichen Ler-
nen ersichtlich werden.

[0019] In Ubereinstimmung mit einem Aspekt der Erfindung wurden TJCRND8-M&use mit zahlreichen ande-
ren transgenen Mausen gekreuzt, die eine AD-verwandte Mutation tragen, um bitransgene Mause zu produ-
zieren, welche eine weiter gesteigerte AD-verwandte Neuropathologie zeigen.

[0020] Demgemal bezieht sich die Erfindung auf eine transgene Maus, dessen Genom ein Transgen um-

fasst, umfassend eine Nukleotidsequenz, die an einen Promoter operabel gekoppelt ist, und kodierend ein he-
terologes Amyloidvorlauferprotein 695 (APPg,.-) Polypeptid, worin der Lysinrest bei Position 670 durch Aspa-
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ragin substituiert ist, der Methioninrest bei Position 671 durch Leucin substituiert ist und der Valinrest bei Po-
sition 717 durch Phenylalanin substituiert ist, und worin das Transgen exprimiert wird.

[0021] In Ubereinstimmung mit der Erfindung ist das heterologe APPg,; menschliches APP,,, Folglich stellt

die Erfindung eine transgene Maus bereit, die herstellbar ist durch:
(a) Kreuzen einer ersten transgenen Maus, deren Genom ein Transgen umfasst, umfassend eine Nukleo-
tidsequenz, die operabel an einen Promoter gekoppelt ist, und kodierend ein menschliches Amyloidvorlau-
ferprotein-695- (APPg,s-) Polypeptid, worin der Lysinrest bei Position 670 durch Asparagin substituiert ist,
der Methioninrest bei Position 671 durch Leucin substituiert ist und der Valinrest bei Position 717 durch Phe-
nylalanin substituiert ist, und worin das Transgen exprimiert wird, mit einer zweiten transgenen Maus, die
ein Genom hat, umfassend ein Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Pro-
moter gekoppelt ist und kodierend humanes Presenilin-2-Polypeptid, worin der Methioninrest an Position
239 durch Valin substituiert ist, um Nachfahren der ersten Generation zu erzeugen und
(b) Selektieren aus den Nachfahren der ersten Generation einer transgenen Maus mit einem Genom, um-
fassend wenigstens ein erstes Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promo-
ter gekoppelt ist und kodierend ein humanes Amyloidvorlauferprotein-695- (APPg,.-) Polypeptid, worin der
Lysinrest bei Position 670 durch Asparagin substituiert ist, der Methioninrest bei Position 671 durch Leucin
substituiert ist und der Valinrest bei Position 717 durch Phenylalanin substituiert ist, und wenigstens ein
zweites Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promoter gekoppelt ist und
kodierend ein humanes Presenilin-2-Polypeptid, worin der Methionenrest bei Position 239 durch Valin sub-
stituiert ist, und die beide dieser ersten und zweiten Transgene exprimiert.

[0022] In Ubereinstimmung mit einer weiteren Ausfiihrung stellt die Erfindung eine transgene Maus bereit, die

herstellbar ist durch:
(a) Kreuzen einer ersten transgenen Maus, deren Genom ein Transgen umfasst, umfassend eine Nukleo-
tidsequenz, die operabel an einen Promoter gekoppelt ist und kodierend humanes Amyloidvorlauferprote-
in-695- (APP.s-) Polypeptid, worin der Lysinrest bei Position 670 durch Asparagin substituiert ist, der Me-
thioninrest bei Position 671 durch Leucin substituiert ist und der Valinrest bei Position 717 durch Phenyla-
lanin substituiert ist, und worin das Transgen exprimiert wird, mit einer zweiten transgenen Maus mit einem
Genom, umfassend ein Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promoter ge-
koppelt ist und kodierend humanes Presenilin-1-Polypeptid, worin der Leucinrest bei Position 286 durch Va-
lin substituiert ist, um Nachfahren der ersten Generation zu produzieren; und
(b) Selektieren von den Nachfahren der ersten Generation einer transgenen Maus mit einem Genom, um-
fassend wenigstens ein erstes Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promo-
ter gekoppelt ist und kodierend humanes Amyloidvorlduferprotein-695- (APP4y.-) Polypeptid, worin der Ly-
sinrest bei Position 670 durch Asparagin substituiert ist, der Methioninrest bei Position 671 durch Leucin
substituiert ist und der Valinrest bei Position 717 durch Phenylalanin substituiert ist, und wenigstens ein
zweites Gen, umfassend eine Nukleotidsequenz, operabel gekoppelt an einen Promoter und kodierend ein
humanes Presenilin-1-Polypeptid, worin der Leucinrest bei Position 286 durch Valin substituiert ist, und die
beide dieser ersten und zweiten Transgene exprimiert.

[0023] In Ubereinstimmung mit einem weiteren Aspekt dieser Erfindung wird eine transgene Maus bereitge-

stellt, herstellbar durch:
(a) Kreuzen einer ersten transgenen Maus, deren Genom ein Transgen umfasst, umfassend eine Nukleo-
tidsequenz, die operabel an einen Promoter gekoppelt ist und ein humanes Amyloidvorlauferprotein-695-
(APP4ys-) Polypeptid kodiert, worin der Lysinrest bei Position 670 durch Asparagin substituiert ist, der Me-
thioninrest bei Position 671 durch Leucin substituiert ist und der Valinrest bei Position 717 durch Phenyla-
lanin substituiert ist, und worin das Transgen exprimiert wird, mit einer zweiten transgenen Maus mit einem
Genom, umfassend ein Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promoter ge-
koppelt ist und kodierend ein humanes Presenilin-1-Polypeptid, worin der Methionenrest bei Position 146
durch Leucin substituiert ist und der Leucinrest bei Position 286 durch Valin substituiert ist, um Nachfahren
der ersten Generation zu erzeugen; und
(b) Selektieren aus den Nachfahren der ersten Generation eine transgene Maus mit einem Genom, umfas-
send wenigstens ein erstes Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promoter
gekoppelt ist und kodierend ein humanes Amyloidvorlauferprotein-695- (APPg,.-) Polypeptid, worin der Ly-
sinrest bei Position 670 durch Asparagin substituiert ist, der Methioninrest bei Position 671 durch Leucin
substituiert ist und der Valinrest bei Position 717 durch Phenylalanin substituiert ist, und wenigstens ein
zweites Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promoter gekoppelt ist und
kodierend ein humanes Presenilin-1-Polypeptid, worin der Methioninrest bei Position 146 durch Leucin sub-
stituiert ist und der Leucinrest bei Position 286 durch Valin substituiert ist, und exprimierend beide dieser
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ersten und zweiten Transgene.

[0024] In Ubereinstimmung mit den zuvor genannten Ausfiihrungen der Erfindung wird ein Verfahren be-
schrieben fiir das Screening einer Kandidatenverbindung fiir ihre Wirksamkeit beim Verhindern oder Verzégern
der Entwicklung von AD, wobei das Verfahren die folgenden Schritte umfasst:
(a) Verabreichen der Kandidatenverbindung an eine erste wie hierin beschriebene transgene Maus vor dem
Erscheinen eines ausgewahlten, mit AD im Zusammenhang stehenden Phanotypmerkmals in dieser Maus;
und
(b) Vergleichen des Alters bei welchem dieses ausgewahlte, mit AD im Zusammenhang stehende verwand-
te Phanotypmerkmal in dieser Maus erscheint, mit dem Alter, bei welchem dieses Merkmal in einer zweiten
transgenen Maus desselben Typs erscheint, welcher die Verbindung nicht verabreicht worden ist; worin ein
erhdhtes Erscheinungsalter des Merkmals in der ersten Maus im Vergleich mit jenem in der zweiten Maus
Wirksamkeit der Verbindung anzeigt.

[0025] Es wird auch ein Verfahren beschrieben flr das Screening einer Kandidatenverbindung fur ihre Wirk-
samkeit beim Verbessern der Symptome der Alzheimerschen Erkrankung, wobei das Verfahren die folgenden
Schritte umfasst:
(a) Verabreichen der Kandidatenverbindung an eine erste, wie hierin beschriebene transgene Maus;
(b) Bestimmen der Leistung dieser Maus in einem Gedachtnis- oder Lerntest; und
(c) Vergleichen der Leistung dieser Maus mit der Leistung einer zweiten transgenen Maus desselben Typs,
welcher die Verbindung nicht verabreicht worden ist; worin eine verbesserte Leistung der ersten Maus im
Vergleich mit jener der zweiten Maus Wirksamkeit der Verbindung anzeigt.

[0026] In Ubereinstimmung mit den zuvor genannten Ausfiihrungen wird ein Verfahren beschrieben fiir das
Produzieren eines transgenen nicht-menschlichen Saugers, der anormale AB-Ablagerung in seinem zentralen
Nervensystem zeigt, umfassend:

(a) Einfihren eines Transgens, umfassend eine Nukleotidsequenz, operabel an einen Promoter gekoppelt
und kodierend ein heterologes Amyloidvorlauferprotein-695- (APPy.-) Polypeptid, worin der Lysinrest bei
Position 670 durch Asparagin substituiert ist, der Methioninrest bei Position 671 durch Leucin substituiert
ist und der Valinrest bei Position 717 durch Phenylalanin substituiert ist, in eine befruchtete Oocyte dieses
Saugers;

(b) Transplantieren dieser befruchteten Oocyte in einen pseudoschwangeren Sauger;

(c) Ermdglichen dieser befruchteten Oocyte, sich in einen lebend geborenen Nachfahren zu entwickeln; und
(d) Selektieren eines Nachfahren, dessen Genom ein Transgen umfasst, umfassend eine Nukleotidse-
quenz, operabel an einen Promoter gekoppelt und kodierend ein heterologes Amyloidvorlauferprotein-695-
(APP445-) Polypeptid, worin der Lysinrest bei Position 670 durch Asparagin substituiert ist, der Methioninrest
bei Position 671 durch Leucin substituiert ist und der Valinrest bei Position 717 durch Phenylalanin substi-
tuiert ist, und worin das Transgen exprimiert wird.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0027] Gewisse Ausflihrungen der Erfindung werden beschrieben, wobei Bezug genommen wird auf die be-
gleitenden Zeichnungen, worin

[0028] Fig. 1 zeigt die Leistung im Wasserirrgarten von im Alter von 11 Wochen getesteten TgCRND8-Mau-
sen. Die TJCRND8-Mause (n = 5) hatten signifikant langere Fluchtlatenzzeiten (Abb. A) und Suchwege
(Abb. B) als ihre Nicht-Tg-Wurfgefahrten (n = 8), (F(1,10) = 28,8, p < 0,001 bzw. F(1,10) = 22,0, p < 0,01) und
verweilten folglich signifikant weniger (F(1,10) = 14,9, p < 0,01) in dem Zielquadrant (TQ), enthaltend eine ver-
borgene Plattform (Abb. C). Die lokomotorischen Fahigkeiten, beurteilt durch die Schwimmgeschwindigkeit
(Abb. D) zwischen Tg- und Nicht-Tg-Mausen waren vergleichbar (F(1,10) = 0,48, p > 0,05).

[0029] Die TgCRND8-Mause zeigten ein beeintrachtigtes raumliches Gedachtnis fiir die Plattformposition,
wie gemessen durch ihre Suchmuster wahrend 60 Sekunden Schwimmens in dem Sondierungsversuch, wenn
die verborgene Plattform aus dem Pool entfernt wurde. Sie zeigten eine Tendenz, den TQ weniger zu suchen
(Abb. E) und kreuzten den exakten ringférmigen Raum der Plattformposition signifikant weniger haufig (t(10)
= 2,1, p = 0,06) als Nicht-Tg-Mause (Abb. F).

[0030] Fig. 2 zeigt die Leistung im Wasserirrgarten von bitransgenen TJCRND8 x TgPS2(M239V)1379-Mau-
sen. Wenn sie im Alter von 2 Monaten getestet wurden, hatten die bitransgenen Mause (n = 5) signifikant I&n-
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gere (F(1,11) = 8,1, p < 0,05, mit der Effektgroe aufgrund des Genotyps (n?) = 42 %) Fluchtlatenzzeiten
(Abb. A) und Suchweg (F(1,11) = 8,46, p < 0,05, n* =43 %), (Abb. B) als die Einzel-TgPS2(M239V)1379-Wurf-
gefahrten (n = 8). Wahrend dem unmittelbar darauffolgenden Lernumkehrtest, wenn die verborgene Plattform
in den zu dem urspringlichen TQ entgegengesetzten Quadranten bewegt wurde, zeigten die bitransgenen
Mause eine Tendenz zu langeren Fluchtlatenzzeiten (F(1,11) = 3,28, p = 0,1, n? = 23 %, Abb. C), aber ihre
Suchwege (Abb. D) unterschieden sich nicht signifikant von den Einzel-TgPS2(M239V)1379-Mausen (F(1,11)
= 2,46, p>0,05, n?> = 18 %). Die Schwimmgeschwindigkeit der Mause in beiden transgenen Gruppen war wah-
rend der Tests vergleichbar.

[0031] Wenn sie im Alter von 5 Monaten erneut getestet wurden, zeigten die bitransgenen Mause signifikant
langere (F(1,10) = 16,6, p < 0,01, n? =62 %, (1 bitransgene Maus starb)) Fluchtlatenzzeiten (Abb. E) und sig-
nifikant langere Suchwege (F(1,10) = 20,3, p < 0,001, n> = 66 %, Abb.F) als die Ein-
zel-TgPS2(M239V)1379-Wurfgefahrten. Diese signifikante Beeintrachtigung lag an der anfanglich schlechten
Leistung der bitransgenen Mause in den Tests (Gruppe x Tag-Wechselwirkungen: F(2,40) = 3,32, p < 0,05 flr
Latenzzeit und f(2,40) = 2,85, p = 0,07 fur Weg). Diese Verschlechterung bei dem Erwerb von Lernen dauerte
in den Umkehrtests an, wenn die bitransgenen Mause immer noch signifikant langere Latenzzeiten (F(1,10) =
28,58, p < 0,001, n? = 74 %, Abb. G) und langere Suchwege (F(1,10) = 27,43, p < 0,001, n? = 73 %, Abb. H)
als die Einzel-Tg-Wurfgefahrten zeigten. Obwohl die Mause schlief3lich ihre Leistung an dem Ende des Ler-
numkehrtrainings verbesserten, erreichten die Gruppe x Tag-Wechselwirkungen fir beide Messungen mit a =
0,05 nicht Signifikanz.

[0032] Fig.3 zeigt die Leistung im Wasserirrgarten von TgCRND8-Mausen (Tg(APP)8); n = 12) und
nicht-transgenen Wurfgeféhrten (nicht-Tg; n=20), immunisiert mit AB,,, und TgCRND8-Mausen (Tg(APP)8; n
= 9) und nicht-transgenen Wurfgefahrten (nicht-Tg; n = 19), immunisiert mit IAPP-Peptid. Die Immuisierung mit
dem AB,,-Peptid reduzierte signifikant kognitives Defizit in TgCRND8-Mausen, wie gemessen durch ihre
Fluchtlatenzzeit und den Suchweg, im Vergleich mit Nicht-Tg-Wurfgefédhrten. Obwohl die AB,,-immunisierten
TgCRND8-Mause insgesamt langere Fluchtlatenzzeiten (Abb. A) und Suchwege (Abb. C), (F(1,30) =9,71, p
<0,01; F(1,30)=10,9, p = 0,01 fur Latenz bzw. Weg) als Nicht-Tg-Mause zeigten, lag der Unterschied an ihrem
anfanglich langeren Suchen (Gruppe x Tag-Wechselwirkungen: F(4,120) = 2,83, p < 0,05 - Latenz; F(3,120) _
4,73, p < 0,01 — Weg). Die Vergleiche ihrer Leistung wahrend der letzten drei Trainingstage enthiillte keine si-
gnifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (F(1,30) = 0,64, p > 0,05 -Latenz; F(1,30) = 1,24, p > 0,05 -
Weg). Die AB,,-iminunisierten Tg-Mause zeigten eine leichte Tendenz, den TQ weniger zu suchen (F(1,30) =
3,71, p = 0,06, Abb. E), aber ihre Schwimmgeschwindigkeit unterschied sich nicht signifikant von den
Nicht-Tg-Mausen (F(1,30) = 1,33, p > 0,05) (Abb. G).

[0033] Die IAPP-immunisierten TJCRND8-Mause zeigten signifikant langere Fluchtlatenzzeiten (Abb. B) und
Suchwege (Abb. D) als ihre Nicht-Tg-Wurfgefahrten (F(1,26) = 39,9, p <0,001 — Latenz); F(1,26) = 43,9, p <
0,001 — Weg). Obwohl sie sich nicht in ihrer anfanglichen Suche von Nicht-Tg-Mausen unterschieden, verbes-
serten sie ihre Leistung wahrend des Trainings nicht (Gruppe x Tag-Wechselwirkungen: F(4,104) = 6,31, p <
0,001 - Latenz; F(4,104) = 5,69, p < 0,001 — Weg). Sie verwendeten auch signifikant weniger Zeit darauf, den
Zielquadranten zu suchen (F(1,26) = 7,39, p < 0,05, Abb. F), aber ihre Schwimmgeschwindigkeit wurde durch
die Immunisierung nicht beeinflusst (F(1,26) = 1,73, p > 0,05, Abb. H).

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0034] Die Erfindung stellt eine transgene Maus bereit, welche eine anormale AB-Ablagerung zeigt, ahnlich
wie jene, die in einer Anzahl von menschlichen Stérungen wie Alzheimersche Erkrankung (AD), die Variante
der Alzheimerschen Erkrankung mit Lewy-Kérperchen und gewisse Arten von Creutzfeld-Jacob-Erkrankung
(CJD), welche Demenz erzeugen, und hereditdre zerebrale Angiopathie mit Amyloidose vom hollandischen
Typ (HCA WA-D) und senile Amyloidangiopathie, welche zerebrale Hamorrhagie verursachen.

[0035] Die transgene Maus der Erfindung zeigt sowohl histologische als auch Verhaltensdefizite als ein Er-
gebnis der anormalen AB-Ablagerung. Genauer zeigt die transgene Maus der Erfindung ein beschleunigtes Er-
scheinen verschiedener Facetten menschlicher, mit AD im Zusammenhang stehender Pathologie und stellt ein
verbessertes Tiermodell von AD bereit.

[0036] Demgemal bezieht sich die Erfindung auf einen nicht-menschlichen Sauger, der in seinem Genom ein
Transgen hat, welches ein heterologes APP,..-Polypeptid , vorzugsweise ein menschliches APP4..-Polypeptid,
kodiert, das sowohl die ,schwedische" Mutation als auch die ,Indiana-"Mutation von Alzheimeramyloidvorlau-
ferprotein (APP) tragt. Beide dieser Mutationen stehen bei Menschen mit familiarer Alzheimerscher Erkran-
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kung (FAD) im Zusammenhang.

[0037] Hierin offenbart ist die Produktion einer transgenen Maus, genannt TgCRNDS8, welche ein
APP,-Transgen hat, welches sowohl die ,schwedische" Mutation als auch die ,Indiana"APP-Mutationen tragt.

[0038] Transgenkonstrukte wurden auf einer cDNA-Kassette basiert, die die Haupt-APP-Isoform im mensch-
lichen Gehirn, APPgy;, kodiert. Diese Kassette wurde so modifiziert, dass zwei FAD-Mutationen eingeschlos-
sen wurden (die ,schwedische" Mutation (K670N, M671L) ebenso wie die ,Indiana-"Mutation (V717F), die be-
nachbart den N- und Cterminalen Grenzen der APP-AB-Domane liegen. Die Kassette wurde in cosTet einge-
fuhrt, ein Prionpromoterexpressionsvektor, der positionsunabhangig Transgenexpression in ZNS-Neuronen
und zu einem geringeren Ausmalf in Astrocyten lenkt. Mikroinjektionen wurden durchgefiihrt in Oocyten mit
einem genetischen Hybridhintergrund, einschlielfend C3H- und C57BL6-Stdmme. Die resultierende transgene
Mauslinie wurde TJCRND8 genannt.

[0039] Wie von Durchschnittsfachleuten verstanden werden wird, kann jeder Promoter verwendet werden,
der die Zentralnervensystem- oder neuronale Expression des Transgens lenkt. Diese schlief3en den neuronen-
spezifischen Enolasegenpromoter (37), den Promoter der Untereinheit B des menschlichen thrombozytaren
Wachstumsfaktors (38), den Thy-1-Promoter (19) und den Neurofilamentpromoter (41) ein.

[0040] Die Expressionskassette schliel3t vorzugsweise Promoter- und Genortkontrollregionsequenzen eines
Gens ein, welches in dem Gehirn exprimiert wird, und vorzugsweise, welches in einem Niveau relativ zu der
Anzahl der Transgenkopien, die in das Genom eingebaut sind, exprimiert wird.

[0041] Die Verwendung einer doppel-cis-mutierten APP44.-Transgenkassette wurde zuvor nicht berichtet; an-
dere AD-Modelle verwendeten APP,.,-Transgene (KM670/671NL + V7171)(19) oder APP.,-Transgene
(KM670/671NL + V717F)(27)).

[0042] TgCRND8-Mause zeigten reichlich ZNS-Amyloidablagerung in der Form von sphéarischen Plaques, die
fur AB-Peptid immunreaktiv sind, so frih wie 90 Tage nach der Geburt; solche Plaques sind charakteristisch
fur menschliche AD. Isolierte Plaqueablagerungen sind in TQCRND8-Mausen so frih wie 66 Tage nach der
Geburt sichtbar. Das Erscheinen von Amyloidablagerungen in TQCRND8-Mausen geschieht friher als in je-
dem zuvor berichteten Tiermodell von AD unter Ausnutzung von einzelnen Transgenen (siehe Tabelle 1).

[0043] Ein Uberblick iiber Mausmodelle der Alzheimerschen Erkrankung wurde verdéffentlicht (16) und einige
Beispiele sind in Tabelle 1 aufgelistet. Wie aus den aufgelisteten Eigenschaften bemerkt wird, reprasentieren
die TJCRND8-Mause eine unerwartete und wesentliche Verbesserung gegeniiber anderen gegenwartig er-
haltlichen Tiermodellen von AD.

[0044] Zum Beispiel zeigte das kirzlich beschriebene doppel-cis-mutierte APP-Transgen-Modell, die
»1gAPP22"-Maus, welche eine doppelt mutierte APP,,-Kassette nutzte (KM670/671NL + V7171), das Erschei-
nen von AB-Plaques mit einem Alter von 18 Monaten (19), und von der J9-Linie, eine doppelt mutierte
APP,,-Kassette (KM670/671NL + V717F), wurde berichtet, dass sie Plaques nach 8-10 Monaten entwickelt
(27).

[0045] Die kurzlich berichtete bitransgene Maus, Tg2576 x TgPSI, hatte minimale Plaqueablagerungen in
dem Zingulumcortex mit einem Alter von 70 Tagen (39), aber zeigte letztendlich gut ausgebildete Ablagerun-
gen nach 6 Monaten (22).

[0046] Die TgCRND8-Maus und die transgenen Mause der Erfindung sind nitzlich fir die Entdeckung und
Entwicklung von Diagnostik und therapeutischen Verbindungen fiir die Behandlung von AD, ebenso wie fir die
bessere Beleuchtung der pathogenen Mechanismen der Erkrankung.

[0047] TgCRND8-Mause zeigen Defizite im raumlichen Lernen, wie bewertet durch die Version des Mor-
ris-Wassernetzes mit verborgener Plattform. Diese Defizite, gemessen gegen nicht-transgene Kontrollwurfge-
fahrten, kdnnen bereits mit einem Alter von 11 Wochen detektiert werden (Fig. 1).

[0048] Die Erfinder zeigten auch, dass Immunisierung von TgCRND8-Mausen mit menschlichem AB,,-Peptid,
unter Verwendung des Protokolls von Schenk et al. (26), in einer signifikanten Verbesserung von sowohl dem
Verhalten als auch der Neuropathologie in einem Alter von 10-22 Wochen, wie beschrieben in Beispiel 5, re-
sultiert. Im Gegensatz dazu wurde von den durch Schenk et al. verwendeten PDAPP-Mausen nur gezeigt,
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dass sie eine Verbesserung in der Neuropathologie, nicht jedoch im Verhalten zeigen (26).

[0049] Das TgCRNDB8-Modell ist folglich das erste AD-Tiermodell, bei welchem von der Modulation der
AB-Ablagerung (ein bekanntes und breit akzeptiertes Startereignis bei der Alzheimerschen Erkrankung) ge-
zeigt wurde, das sie zu einer Verbesserung von sowohl der Pathologie als auch dem Verhalten fiihrt, wodurch
folglich das zur Zeit am besten geeignete Modell zum Testen von neuen Therapien und zum Screening fur the-
rapeutische Kandidatenverbindungen bereitgestellt wird.

[0050] Solche Therapien oder Verbindungen kénnten darauf gerichtet werden, die Funktion von PS 1 bei der
y-Sekretasespaltung von BAPP zu inhibieren oder das Entfernen von proteolytischen Derivaten von BAPP zu
beschleunigen. Diese proteolytischen APP-Derivate schliefien A selber ein, von dem bekannt ist, dass es in
aggregierten Formen neurotoxisch ist, ebenso wie die C-terminalen Derivate, die aus der y-Sekretasespaltung
von a- und B-Abschnitten (C83/C99-BAPP) resultieren, von welchen vorgeschlagen worden ist, dass sie neu-
rotoxisch sind (25).

[0051] Die transgenen Mause der Erfindung sind auch nutzlich fir die Entwicklung von neuer Diagnostik. Zum
Beispiel kbnnen mutmalliche Tests von zerebraler AB-Last oder Tests fur neuronale Verletzung in Antwort auf
AB-Akkumulation mit den hierin beschriebenen transgenen Mausen durchgefiihrt werden.

[0052] Die hierin beschriebenen transgenen nicht-menschlichen Sduger, die ein Transgen haben, das APPg,
mit sowohl der ,schwedischen" als auch der ,Indiana"-Mutation kodiert, kénnen mit anderen Linien des Sau-
gers gekreuzt werden, der eine andere Mutation tragt, entweder in einem Transgen oder in einem endogenen
Gen, um einen ,bitransgenen Sauger" zu produzieren.

[0053] Ein ,bitransgener Sauger", wie hierin verwendet, bedeutet ein Sduger, dessen Genom ein Transgen
umfasst, umfassend eine Nukleotidsequenz, die ein heterologes APP,.-Polypeptid, vorzugsweise ein
menschliches APPg.-Polypeptid, kodiert, die die ,schwedische" und die ,Indiana"-APP-Mutationen tragt, und
ein ausgewahltes zweites Gen, vorzugsweise ein Gen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die ein Protein mit
wenigstens einer ausgewahlten Mutation kodiert.

[0054] Das zweite Gen kann ein endogenes Gen sein, das wenigstens die eine ausgewahlte Mutation tragt,
oder ein homologes oder heterologes Transgen, das die wenigstens eine ausgewahlte Mutation tragt. Die aus-
gewahlte Mutation kann zum Beispiel eine mit AD im Zusammenhang stehende Mutation oder eine Mutation
in einem Gen im Zusammenhang mit AB-Verarbeitung sein.

[0055] Alternativ kann das ausgewahlte zweite Gen ein normales Transgen sein.

[0056] Die hierin beschriebenen TJCRND8-Mause sind niitzlich fur die Schaffung des AD-Mausmodells der
Erfindung, dahingehend, dass der Weg flir die beschleunigte Synthese von AB-Peptid in diesen Mausen nicht
gesattigt ist, was es ihnen erlaubt, mit anderen transgenen Mausen gekreuzt zu werden, um die bitransgenen
Modelle der Erfindung mit weiteren Verbesserungen des mit AD im Zusammenhang stehenden pathologischen
Prozesses der Amyloidpeptidsynthese und -ablagerung zu ergeben.

[0057] TgCRND8-Mause kénnen zum Beispiel mit transgenen Tieren gekreuzt werden, die ein mutiertes Pre-
senilingen, ein mutiertes APOE4-Gen, ein mutiertes Nicastringen oder eine andere Mutante eines APP-Gens
tragen.

[0058] Folglich werden in Ubereinstimmung mit der Erfindung bitransgene Mause bereitgestellt, die herstell-
bar sind durch Kreuzen einer TJCRND8-Maus mit
(a) einer transgenen Maus, umfassend ein Transgen, kodierend ein mutiertes Presenilin-1-Protein, vor-
zugsweise ein PS1-(L286V)-Presenilin-1-Protein;
(b) eine transgene Maus, umfassend ein Transgen, kodierend ein mutiertes Presenilin-2-Protein, vorzugs-
weise ein PS2-(M239V)-Presenilin-2-Protein; oder
(c) eine transgene Maus, umfassend ein Transgen, kodierend ein Presenilin-1-Protein mit zwei Mutationen,
vorzugsweise ein PS1-(M146L + L286V)-Presenilin-1-Protein.

[0059] Die durch das Kreuzen erzeugten Nachfahren der ersten Generation werden gescreent unter Verwen-

dung von ublichen Verfahren auf die Anwesenheit und Expression von sowohl dem ersten als auch dem zwei-
ten Transgen, um bitransgene Mause zu selektieren.
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[0060] TgCRND8-Mause kénnen auch mit transgenen Tieren gekreuzt werden, die eine Mutation in einem
Gen im Zusammenhang mit AB-Verarbeitung tragen, wie zum Beispiel ein mit dem Rezeptor fir Lipoprotein
niedriger Dichte im Zusammenhang stehendes Gen, ein a2-Macroglobulingen oder ein 3-Sekretasegen.

[0061] TgCRND8-Mause wurden mit transgenen Mausen gekreuzt, welche mutierte menschliche Presenilin-
(PS1- oder PS2-) Transgene Uberexprimieren (Tabelle 2). Eine starke Zunahme in der Plaquedichte wurde in
TgCRND8-Mausen festgestellt, welche ein mutiertes menschliches Presenilintransgen, genannt
TgPS1(L286V)1274 (welches eine Mutation der familiaren Alzheimerschen Erkrankung (FAD) tragt), coexpri-
mieren. Folglich istin TJCRND8 x TgPS1(L286V)1274-Mausen eine Amyloidlast, die stark an das postmortale
AD-Gehirn erinnert, bereits im Alter von 62 Tagen vorhanden (Fig. 1A: vergleiche mit TJCRND8-Mausen mit
einem Alter von 117 Tagen in Abb. C).

[0062] In einer ahnlichen Weise resultiert das Kreuzen von TgCRND8-Mausen mit Mausen, die die mutierte
FAD-Form von Presenilin 2 (eine Methionin-zu-Valin-Mutation beim Aminosaurerest 239 der das PS2-Gen ko-
dierenden Region) tragen, ebenfalls in einer starken Zunahme in der Plaquedichte. Ein Vergleich im Alter von
91 Tagen von TgCRND8- und TgCRND8 x TgPS2(M239V)-Mausen (wo die PS2-Transgenlinie mit 1379 be-
zeichnet wird) ist in Fig. 2 gezeigt.

[0063] Eine noch starkere Steigerung wurde erhalten durch Kreuzen von TJCRND8-Mausen mit Mausen, die
ein mutiertes menschliches Presenilintransgen mit zwei FAD-Mutationen in cis zueinander tragen — genannt
Tg(M146L + L286V)6500. In TJCRND8 x TGPS1(M 146L + L286V)6500-Mausen waren Hippocampusamylo-
idablagerungen mit einem Alter von 30 Tagen detektierbar (Fig. 3), was 5 Monate friiher ist als kurzlich berich-
tet fir irgendeine andere Doppel-APP/PS1-Tg-Maus (welche typischerweise Plaques mit oder nach einem Al-
ter von 6 Monaten entwickeln) (22, 23).

[0064] Samtliche dieser bitransgenen Mause der Erfindung zeigten sogar ein noch beschleunigteres Erschei-
nen von Hippocampusamyloidplaques, verglichen mit entweder dem TgCRND8-Elter oder dem TgPS1-Elter
(Tabelle 2).

[0065] Zusatzlich zu dem beschleunigten Auftreten von mit AD im Zusammenhang stehenden Eigenschaften
im Vergleich mit kirzlich beschriebenen Tg-Mausen zeigen vorlaufige Analysen, dass ein wesentlicher Verlust
kortikaler Neuronen in 43 Tage alten bitransgenen TJCRND8 x TgPS1(M146L + L286V)6500-Mausen ersicht-
lich ist.

[0066] Eine fortschreitende Zerstorung in der kognitiven Leistung, beginnen mit dem Alter von 8-10 Wochen,
wurde auch in bitransgenen Mausen, erzeugt durch Kreuzen von TgCRND8-Mausen mit Mausen, die ein
FAD-Allel von Presenilin 2 exprimieren (TgPS2(M239V), Linie 1379 (Fig. 5)), gesehen.

[0067] Die hierin beschriebenen TJCRND8-Mause und Kreuzungen dieser Mause mit anderen Mauslinien,
die eine ausgewahlte Mutation tragen, zum Beispiel eine mit AD in Zusammenhang stehende Mutation, wie
weiter hierin beschrieben, sind fir eine Anzahl von Zwecken nutzlich.

[0068] Diese Mause kénnen verwendet werden, um mdgliche pharmazeutische Verbindungen fur ihre Effizi-
enz beim Verhindern oder Verzégern der Entwicklung irgendeiner der pathologischen Indizien, zum Beispiel
die mit AD im Zusammenhang stehenden phanotypischen Merkmale, die in diesen Mausen gesehen werden,
zu screenen. Es wird folglich ein Verfahren zum Screenen von Kandidatenverbindungen fur ihre Effizienz beim
Verhindern oder Verzdgern der Entwicklung von AD in Aussicht gestellt. Das Screeningverfahren umfasst das
Verabreichen einer Kandidatenverbindung an eine transgene Maus der Erfindung vor dem Erscheinen eines
ausgewahlten, mit AD im Zusammenhang stehenden phanotypischen Merkmals und Vergleichen des Alters,
an welchem das ausgewahlte phanotypische Merkmal in der behandelten Maus erscheint, mit jenem Alter des
Auftretens jenes Merkmals in unbehandelten transgenen Mausen. Geeignete mit AD im Zusanmenhang ste-
hende Merkmale fur die Untersuchung wirden das Auftreten von anormaler Gehirnhistologie oder das Auftre-
ten von Verhaltensdefiziten einschlieRen. Verhaltensdefizite kbnnen zum Beispiel bestimmt werden durch Un-
tersuchen der Leistung der Mause in einem Gedachtnis- oder Lerntest, wie zum Beispiel in dem Wasserirrgar-
tentest, wie hierin beschrieben.

[0069] Diese Mause kdnnen auch verwendet werden, um potenzielle pharmazeutische Verbindungen fiir ihre
Effizienz beim Verbessern der Symptome von AD zu screenen durch ahnliches Verabreichen und Vergleichen
der Wirkungen von Kandidatenverbindungen in transgenen Mausen nach dem Auftreten eines ausgewahlten,
mit AD im Zusammenhang stehenden Merkmals, wie zum Beispiel anormale Gehirnhistologie oder ein Verhal-
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tensdefizit.

[0070] Die spezifische Atiologie der Erkrankung kann wahrend dem Wachstum und der Entwicklung von
transgenen Tieren identifiziert werden, um das Erkrankungsfortschreiten und die Wirkungen sowohl physiolo-
gisch als auch physikalisch zu studieren. Transgene Mause der vorliegenden Erfindung, welche in einer kurzen
Zeit AB im Gehirn schnell Gberexprimieren, kdnnen nun gemacht und studiert werden und als ein Modell ver-
wendet werden, um mdgliche Therapien zu studieren, einschlieRlich pharmazeutischem Eingriff, Gen-Targe-
ting-Techniken, Antisense-Therapien, Antikorpertherapien etc.. Weiterhin kdnnen transgene In-vitro-Zelllinien
nun auch etabliert werden und auch verwendet werden, um intrazelluldre Signalisierungssysteme zu beleuch-
ten, die in der Erkrankung involviert sind, ebenso wie um potenzielle therapeutische Verbindungen zu testen
und zu identifizieren.

[0071] Ferner kdnnen die transgenen Mause der vorliegenden Erfindung auch verwendet werden, um Situa-
tionen oder Umweltrisiken zu untersuchen, die verdachtigt werden, Alzheimersche Erkrankung zu beschleuni-
gen oder auszuldsen, wie zum Beispiel Kopftrauma oder toxische Umweltmittel. In diesem Fall kann die trans-
gene Maus an eine bestimmte Situation ausgesetzt werden und dann beobachtet werden, um eine Verschlech-
terung in Bezug auf das neurobiologische Verhalten, vorzeitigen Tod, Gliose etc. als Indikatoren der Fahigkeit
der Situation zu bestimmen, um weiter AD herauszufordern und/oder zu verstarken.

[0072] Die transgenen Mause der vorliegenden Erfindung sind nutzlich fur die detaillierte Charakterisierung
von Alzheimerscher Erkrankung, um zur Beleuchtung der Pathogenese der progressiven neurologischen Pa-
thologie und zur Bestimmung der Sequenz von molekularen Ereignissen zu fiihren. Die transgenen Mause
sind nuatzlich zum Studieren verschiedener vorgeschlagener Mechanismen der Pathogenese der Erkrankung,
um zu besseren Behandlungen fur die Erkrankung zu fihren.

[0073] Die transgenen Mause der Erfindung sind auch nutzlich fiir die Identifikation von zuvor unerkannten
Genen, welche auch eine Rolle bei AD spielen mogen, entweder eine glinstige oder eine schadliche. Eine
transgene Maus, die ein Kandidatengen tragt, wird mit einer transgenen Maus der Erfindung gekreuzt und die
Wirkung der Anwesenheit des Kandidatengens auf die mit AD im Zusammenhang stehenden Merkmale der
transgenen Maus werden untersucht. Ein Kandidatengen wird als glinstig bewertet werden, falls es mit AD im
Zusammenhang stehende Phanotypen wie Amyloidablagerung und beeintrachtigte kognitive Leistung verzo-
gert oder abschwéacht. Umgekehrt wird ein Kandidatengen als die Entwicklung von AD begtinstigend bewertet
werden, falls es das Alter des Einsetzens vorschiebt oder die Penetranz von mit AD im Zusammenhang ste-
henden Phanotypen wie Amyloidablagerungen und beeintrachtigte kognitive Leistung verstarkt.

[0074] Zusatzlich sind die transgenen Mause der Erfindung nitzlich fir das Testen von méglichen Genthera-
pien fur familidre AD, zum Beispiel Gentherapie durch Verabreichung von zusétzlichen Kopien eines normalen
Presenilingens.

[0075] Es wird von Fachleuten verstanden werden, dass die transgenen Mause der vorliegenden Erfindung
nicht-menschliche Tiermodelle von menschlicher Alzheimerscher Erkrankung bereitstellen. Solche Modelle
sorgen fir die Identifikation der Rolle von BAPP und AB-Peptid wahrend der Embryogenese, Wachstum und
Entwicklung und fur das Verstehen der Funktion von BAPP und AB-Peptid, wie sie bei der Alzheimerschen Er-
krankung involviert sind.

[0076] Mause werden oftmals fir transgene Tiermodelle genutzt, da sie leicht zu halten sind, vergleichsweise
billig und leicht zu ztichten sind. Es kdnnen jedoch auch andere nichtmenschliche transgene Sauger gemacht
werden, wie zum Beispiel, jedoch nicht beschrankt auf Affen, Schaf, Kaninchen und Ratten. Transgene Tiere
sind jene, die ein Transgen tragen, d. h. ein kloniertes Gen, eingefiihrt und stabil eingebaut, welches an nach-
folgende Generationen weitergegeben wird. In der vorliegenden Erfindung wurde die menschliche APPy-cD-
NA kloniert und modifiziert, um zwei FAD-Mutationen zu enthalten, die ,schwedische" (K670N, M671L) und die
sIndiana"-Mutation (V717F). Dieses Konstrukt wurde dann stabil in das Genom einer Maus eingebaut.

[0077] Es gibt etliche Verfahren, durch welche ein transgenes Tiermodell geschaffen wird, das eine gewisse
Gensequenz zusatzlich zu jenem tragt, das spezifisch hierin beschrieben ist.

[0078] Erzeugung einer spezifischen Anderung/Mutation der menschlichen APP-Gensequenz ist eine Strate-
gie. Anderungen kénnen bewerkstelligt werden durch eine Reihe von enzymatischen und chemischen Verfah-
ren, die in vitro verwendet werden. Eines der haufigsten Verfahren ist die Verwendung eines spezifischen Oli-
gonukleotids als ein Mutagen, um exakt bezeichnete Deletionen, Insertionen und Punktmutationen in einer
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DNA-Sequenz zu erzeugen. Zweitens kdnnte ein menschliches Wildtypgen und/oder humanisiertes Mausgen
durch homologe Rekombination inseriert werden. Es ist auch mdglich, ein gedndertes oder mutiertes (einzeln
oder multiples) menschliches Gen als genomische oder Minigenkonstrukte unter Verwendung von Wildtyp-
oder mutierten oder kinstlichen Promoterelementen zu inserieren. Knockout der endogenen Mausgene kann
bewerkstelligt werden durch die Insertion von kiinstlich modifizierten Fragmenten des endogenen Gens durch
homologe Rekombination. Bei dieser Technik werden mutierte Allele durch homologe Rekombination in em-
bryonale Stammzellen eingefiihrt. Die embryonalen Stammzellen, die eine Knockoutmutation in einem Allel
des studierten Gens enthalten, werden in frihe Mausembryonen eingefihrt. Die resultierenden Mause sind
Chimaren, die Gewebe enthalten, abgeleitet von sowohl den transplantierten ES-Zellen als auch den Wirtszel-
len. Die chimaren Mause werden gepaart, um zu bewerten, ob die Mutation in die Keimbahn eingebaut ist.
Jene chimaren Mause, die jeweils fir die Knockoutmutation heterozygot sind, werden gepaart, um homozygo-
te Knockout-Mause zu erzeugen.

[0079] Gentargeting, das Gen-Knockouts produziert, erlaubt einem, In-vivo-Funktion eines Gens zu bewer-
ten, welches geandert worden ist und verwendet worden ist, um eine normale Kopie zu ersetzen. Die Modifi-
kationen schliel3en Insertion eines mutierten Stopkodons, die Deletion von DNA-Senuenzen oder der Ein-
schluss von Rekombinationselementen (lox-p-Stellen), erkannt durch Enzyme wie Cre-Rekombinase, ein.
Cre-lox-System sorgt fiir die Ablation eines gegebenen Gens oder die Ablation eines gewissen Teils der Gen-
sequenz.

[0080] Um ein Gen zu inaktivieren, kann chemische oder R6ntgenmutagenese von Mausgameten angewen-
det werden, gefolgt von Fertilisierung. Heterozygote Nachfahren kénnen dann durch Southern Blotting identi-
fiziert werden, um den Verlust eines Allels durch Dosierung oder Unvermdgen, ein elterliches Allel zu erben,
unter Verwendung von RFLP-Marker zu zeigen.

[0081] Um eine transgene Maus zu schaffen, kann eine geanderte Version des menschlichen Gens von Inte-
resse in eine Mauskeimlinie unter Verwendung von Standardtechniken der Oocytenmikroinjektion oder Trans-
fektion oder Mikroinjektion in Stammzellen inseriert werden. Alternativ, falls es gewilinscht wird, das endogene
Gen zu inaktivieren oder zu ersetzen, kann homologe Rekombination unter Verwendung von embryonalen
Stammzellen angewendet werden, wie oben beschrieben.

[0082] Fur die Oocyteninjektion kdnnen eine oder mehrere Kopien der geanderten/mutierten menschlichen
APP-Gensequenz in den Vorkern einer gerade befruchteten Mausoocyte inseriert werden. Diese Oocyte wird
dann in eine pseudoschwangere Pflegemutter reimplantiert. Die lebend geborenen Mause kénnen dann fir In-
tegranten unter Verwendung von Analyse von Schwanz-DNA fiir die Anwesenheit der geanderten APP-Gen-
sequenzen gescreent werden. Das Transgen kann entweder eine vollstdndige genomische Sequenz sein, in-
jiziert als ein YAC oder Chromosomfragment, eine cDNA mit entweder dem naturlichen Promoter oder einem
heterologen Promoter, oder ein Minigen, enthaltend die gesamte kodierende Region und der anderen Elemen-
te, welche als fur die optimale Expression notwendig befunden werden.

[0083] Retrovirusinfektion von frilhen Embryonen kénnen auch gemacht werden, um das geanderte Gen zu
inserieren. Bei diesem Verfahren wird das geanderte Gen in einen Retrovirusvektor inseriert, welcher verwen-
det wird, um direkt Mausembryonen wahrend den friihen Stadien der Entwicklung zu infizieren, um eine Chi-
mare zu erzeugen, von welchen manche zu Keimbahntransmission fiihren werden.

[0084] Homologe Rekombination unter Verwendung von Stammzellen sorgt fur das Screening von Gentrans-
ferzellen, um die seltenen homologen Rekombinationsereignisse zu identifizieren. Wenn sie erst einmal iden-
tifiziert sind, kénnen diese verwendet werden, um Chimaren durch Injektion von Mausblastocysten zu erzeu-
gen, und ein Teil der resultierenden Mause werden Keimbahntransmission fur die rekombinante Linie zeigen.
Diese Gentargetingmethodologie ist besonders nutzlich, falls Inaktivierung des Gens gewunscht wird. Zum
Beispiel kann Inaktivierung des Gens gemacht werden durch Gestalten eines DNA-Fragmentes, welches Se-
quenzen eines Exons enthalt, das einen selektierbaren Marker flankiert. Homologe Rekombination fuhrt zu der
Insertion der Markersequenzen in die Mitte des Exons, wodurch das Gen inaktiviert wird. DNA-Analyse von
einzelnen Klonen kann dann verwendet werden, um die homologen Rekombinationsereignisse zu erkennen.

[0085] Es ist auch mdglich, Mutationen in der Mauskeimbahn zu erzeugen durch Injizieren von Oligonukleo-
tiden, die die Mutation von Interesse enthalten, und Screening der resultierenden Zellen durch PCR.

[0086] Ein Fachmann wirde leicht verstehen, dass die Nukleinsaurekonstrukte, wie sie verwendet werden,
um die transgenen Sauger der Erfindung zu erzeugen, jede geeignete Nukleinsduresequenz enthalten kon-
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nen, welche das mutierte APP..-Protein kodiert, welches zu einer gesteigerten AB-Produktion im Gehirn fihrt.
Solche Nukleinsduresequenz ist vorzugsweise die mutierte APP,.-cDNA voller Lange, kann jedoch andere
geanderten Derivate solcher Sequenz umfassen, solange wie die gewiinschte mutierte Form des Proteins ex-
primiert und AB-Produktion merklich gesteigert ist.

BEISPIELE

[0087] Beispiele werden flir Zwecke der Erlauterung beschrieben und es ist nicht beabsichtigt, dass sie den
Schutzumfang der Erfindung beschranken.

[0088] Verfahren der Synthesechemie, Protein- und Peptidbiochemie, Molekularbiologie, Histologie und Im-
munologie, auf die Bezug genommen wird, die aber nicht ausdrucklich in dieser Offenbarung und den Beispie-
len beschrieben sind, werden in der wissenschaftlichen Literatur berichtet und sind Fachleuten wohl bekannt.

Praparatives Beispiel 1 — Transgene TJCRND8-Mause

[0089] Eine menschliche B-Amyloidvorlauferprotein(1)- (BAPP-) cDNA-Kassette, umfassend 90 Basenpaare
der 5'-untranslatierten Region, eine 695 Aminosaurenreste umfassende kodierende Region (,APP695") und
271 bp der 3 "-untranslatierten Region wurde mutageniert, um jeweils in cis zueinander zwei Mutationen, die
mit familidrer Alzheimerscher Erkrankung (FAD) verbunden sind, einzufihren. Die erste Mutation war die
,Schwedische" Mutation (2), eine Dinukleotiddnderung, welche zwei benachbarte Codons betrifft
(KM670/671NL: GA-TC bei den Nukleotiden 1785 und 1786, unter Verwendung der Codon/Nukleotid-Num-
merierung des APP770-Transkriptes (1)). Die zweite Mutation war eine einzelne Nukleotidanderung erzeu-
gend die V717F-Substitution (3) G-T beim Nukleotid 1924 unter Verwendung der Codon/Nukleotid-Numme-
rierung des APP770-Transkripts (1)). Das APP695-Transkript, welchem die Exons 7 und 8 fehlt, die die Ku-
nitz-Protease-Inhibitor-Domane kodieren, ist das im Gehirn hauptsachlich exprimierte Transkript. Die doppelt
mutierte BAPP-cDNA-Kassette wurde in den Prionproteincosmidexpressionsvektor cosTet inseriert (10).

[0090] Der resultierende rekombinante Cosmidklon wurde in Kultur vermehrt, lysiert, um supergeknaulte DNA
zu ergeben, und das Sauger-DNA-Insert, umfassend die PrP-Genregulationselemente und die APP-Kodierre-
gion, wurde aus den prokaryotischen Vektorsequenzen in diesem molekularen Klon durch Verdauung mit der
Restriktionsendonuklease Not 1 ausgeschnitten. Nach Agarosegelelekirophorese, um dieses Trans-
gen-Not-1-DNA-Fragment aufzureinigen, wurde gereinigte DNA in fertilisierte Mausoocyten (durch Paarung
(C3H x C57BL6) x Mause gewonnen) unter Verwendung von Standardprotokolls mikroinjiziert (29). Nach Im-
plantation in Pflegemutter wurden transgenpositive Nachfahren unter den Lebendgeburten durch Hybridisie-
rungsanalyse von Schwanz-DNA unter Verwendung eines DNA-Sondenfragmentes, gewonnen von der 3'un-
translatierten Region des PrP-Gens des syrischen Hamsters, gescreent (30).

[0091] APP-spezifische Antikérper (Senetek Inc., Boehringer-Mannheim) wurden verwendet, um Transgen-
expression in transgenpositiven Nachfahren festzustellen. 10 % Gehirnhomogenate, hergestelltin 0,32 M Sac-
charose, wurden mit Laemlli-Puffer verdunnt, beschallt und auf 10-20 % Tricingradientengelen (Novex) laufen
gelassen. Nach Transfer auf Nitrocellulose wurden menschliches APP und PSI detektiert unter Verwendung
von C- und N-terminal spezifischen Mabs und entwickelt durch ECL (Amersham). Die Ergebnisse sind in Fig. 6
gezeigt. Zusatzlich zu reifem und unreifem APP-Holoprotein voller Langer mit 120 und 100 kDa ergaben Wes-
ternblotanalysen Arten mit niedrigerem Molekulargewicht in Gehirnextrakten von TJCRND8-Mausen, mit nied-
rigeren Spiegeln an APP-Expression. Detektion dieser Arten mit 6E10-Antiserum (N-terminal zu der a-Sekre-
tasespaltstelle positioniert) und Antikorper 369 zeigt, dass diese von dem C-Terminus von APP stammen. Die-
se waren wahrscheinlich APP-Verarbeitungszwischenprodukte, die sich zu hohen Spiegeln aufgrund von
Uberexpression anh&uften, und entsprechen C-terminalen Fragmenten (CTFs), die bei der B-Sekretasestelle
beginnen (sogenannte B-Stimpfe). In gealterten TgCRND8-Mausen, nicht aber in altersangepassten
Nicht-Tg-Wurfgefahrten oder Tg2576-Mausen, wurden ebenfalls steigende Spiegel von 4kDa-Arten beim Al-
tern der Tiere detektiert. Die immunreaktiven 4kDa-Arten entsprechen dem AB-Peptid, welches sich wahrend
der Lebenszeit dieser Tiere zu hohen Spiegeln anhauft.

[0092] Mikroinjektion von DNA-Transgenen in Oocyten, wie oben beschrieben, fihrt zur zufalligen Insertion
der Transgene in das Mausgenom. Restriktionsendonukleasekartierung von inserierten Transgenen zeigt,
dass sie in Kopf-Schwanz-Anordnungen inseriert sind, wobei die Anzahl von Transgenen pro Anordnung (Ko-
pienzahl) mehr als 100 Transgenkopien pro haploides Genom erreicht (24).

[0093] Transgene Mause, die menschliches APP exprimieren, sollten eine Uberexpression von APP zeigen,
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vorzugsweise das 5- bis 6-fache des endogenen Expressionsspiegels, fir eine optimale Amyloidgenese.
APP-Expression im Gehirn wird bestimmt durch Westernblotanalyse unter Verwendung eines APP-gerichteten
Antikoérpers wie zum Beispiel 22C11 (Roche Diagnostics), welcher sowohl Maus- als auch menschliches APP
erkennt.

[0094] Vorangegangene Arbeiten an dem Prionprotein cos.Tet-Vektor zeigten eine positionsunabhangige Ex-
pression von Transgenanordnungen, so dass die Transgenexpressionsspiegel parallel mit der Kopieanzahl
steigen (4, 40). Wenn dieser Vektor verwendet wird, kdnnen transgene Mause mit dem gewiinschten hohen
MaR an APP-Expression deshalb zuerst identifiziert werden durch Identifizieren durch Hybridisierungsanalyse
(30) von transgenpositiven Mausen mit einer hohen Transgenkopiezahl, vorzugsweise wenigstens 30 Kopien.

[0095] Obwohl Mause, die den genetischen FVB/N-Hintergrund enthalten, zu friihem Tod im friihen Erwach-
senenleben neigen, was einem schlecht definierten Effekt von APP-Uberexpression zugeschrieben wird, wird
diese Tendenz abgeschwacht bei einem genetischen Hintergrund, abgeleitet aus C57 und C3H-Stammen. Die
TgCRND8-Mause belegen deshalb, dass Spiegel von AB-Peptid ohne Beeintrachtigung der Lebensfahigkeit
toleriert werden konnen.

Neuropathologische Anderungen bei TgCRND8-Mé&usen

[0096] Immunfarbung wurde durchgefihrt unter Verwendung des menschlichen spezifischen Antikdrpers
4G8, welcher mit dem proteolytischen AB-Fragment von APP reagiert, unter Verwendung von Schnitten von
formalinfixiertem, in Paraffinwachs eingebettetem Gehirnmaterial. Standardprotokolls fir dieses immunhisto-
chemische Vorgehen wurden anderswo beschrieben (17, 20, 23). Isolierte Plaqueablagerungen wurden als
erstes in TgCRND8-Mausen so frih wie 60 Tage nach der Geburt sichtbar, mit einer starken Ablagerung von
diffusen Amyloidplaques vom 90. Tag des Alters an. Plagues mit dichtem Kern waren mit einem Alter von 4-5
Monaten ersichtlich, wobei viele dieser Typen an Ablagerungen mit Kongorot (ein Reagenz, das in -faltblatt-
reiche Amyloidablagerungen interkaliert) farbten, um griin/goldene Doppelbrechung unter polarisiertem Licht
zu ergeben. Ahnlich doppelbrechende Ablagerungen sind in menschlichen AD-Gehirnproben vorhanden.
Amyloidablagerungen waren im Hippocampus und zerebralen Cortex (besonders im frontalen Cortex) von
TgCRND8-Mausen auffallend, Bereiche, die durch Alzheimersche Erkrankung in Menschen stark betroffen
sind. Das Cerebellum, welches gewdhnlich bei sporadischer AD verschont wird, welches jedoch durch diffuse
AB-Ablagerungen in schweren, frih einsetzenden Fallen von AD leicht betroffen sein kann, ist ebenfalls in ein
Jahr alten TgCRND8-Mausen und in TJCRND8-Mausen, die mutiertes PS1 oder PS2 coexprimieren, im Alter
von 6 Monaten leicht betroffen.

[0097] Obwohl das APP systemisch in TgCRND8-Mausen exprimiert wurde (wie es das Hamster-PrP-Gen
ist), waren Amyloidablagerungen durch Immunfarbung nicht ersichtlich in der Niere, im Skelettmuskel und
Herzmuskel von gealterten Tieren mit stark ausgepragter ZNS-Ablagerung, obwohl diese bekannte Stellen flr
PrP-mRNA-Expression sind.

Verhaltensanderungen bei TgCRND8-Mausen

[0098] Raumliches Lernen wurde bewertet inTgCRND8-Mausen unter Verwendung eines wohl etablierten
Paradigmas, der Morris-Wasserirrgarten (31), wie beschrieben (32). Die Analyse des Verhaltens von
TgCRND8-Mausen ergab so frih wie im Alter von 11 Wochen ein signifikantes kognitives Defizit bei ihrem Er-
werb von raumlicher Information, bewertet bei der Version der Platzunterscheidung (verborgene Plattform in
derselben raumlichen Position) des Wasserirrgartens. Wahrend des Trainings zeigten die Mause eine signifi-
kant langsamere Lernrate, wiedergespiegelt durch ihre langeren Fluchtlatenzzeiten und Suchwege, ebenso
wie bei der Suche auf einem zufalligen Niveau des Quadranten, der die verborgene Plattform enthalt (Fig. 1).
Die TJCRND8-Mause zeigten auch Defizite im raumlichen Gedachtnis, wenn sie in dem Sondierungspfad ge-
testet werden. Wahrend dieses Versuchs wurde die verborgene Plattform entfernt und den Mausen wurde er-
laubt, fur ihre Position fir 60 Sekunden zu suchen. Wahrend die Nicht-Tg-Mause eine deutliche, selektive
raumliche Tendenz fir die Plattformposition zeigten (Fig.1, Fig. E und Fig. F), war die Suche von
TgCRND8-Mausen generalisierter und schloss die Nachbarschaft zu TQ-Quadranten ein und sie querten den
Annulus der Plattformposition signifikant weniger als Nicht-Tg-Wurfgefahrten. Die Schwimmfahigkeiten von so-
wohl APP-positiven als auch Nicht-Tg-Mausen waren wahrend des Testens vergleichbar, beeinflussten folglich
die Messungen des Lernens nicht unginstig.
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Beispiel 2-Bitransgene TgCRND8 x TgPS1 (L286V)1274-Mause

[0099] TgCRND8-Mause wurden mit transgenen Mausen gepaart, die ein mit FAD im Zusammenhang ste-
hendes mutiertes Presenilin-1-Gen tragen, genannt TgPSI (L286V) Linie 1274, ihre Jungen wurden gesaugt
und Schwanzbiopsien wurden fiir die Zubereitung von genomischer DNS entfernt. Gereinigte Schwanz-DNAs
wurden in doppelten ,dot-blot"-Anordnungen auf einer Nylonmembran immobilisiert und damit unter Verwen-
dung einer fir das Gen flr die menschliche APP-Kodierregion spezifische Sonde, ausgeschnitten aus einem
cDNA-Klon, oder einem menschlichen PS1-Klonierregionsondenfragment, ausgeschnitten aus einem cD-
NA-Klon, hybridisiert. Diese DNA-Restriktionsfragmente wurden durch zufalliges Priming mit a-32p-dCTP (33)
markiert. Die doppelten Nylonmembranen wurden mit entweder APP- oder PS1-Hybridisierungssonden inku-
biert und wurden in einer Lésung aus 0,1 % Natriumdodecylsulfat, 0,1 x Salzlésung Natriumcitrat bei einer
Temperatur von 65 °C (dies entspricht einer ,stringenten" Posthybridisierungswaschung, so dass Signale,
stammend von endogenen PS1- und APP-Genen in dem Mausgenom minimiert werden) gewaschen. Bitrans-
gene Mause wurden identifiziert aufgrund der Tatsache, dass die entsprechenden Schwanz-DNA-Proben so-
wohl an die APP- als auch die PS1-genspezifischen Sonden hybridisierten.

Neuropathologische Anderungen in bitransgenen TgCRND8 x TgPS1 (L286V)1274-Mausen

[0100] Amyloidablagerung wurde in den resultierenden bitransgenen Mausen verstarkt, diese Mause zeigten
eine Amyloidlast, die stark an das postmortale menschliche AD-Gehirn erinnert, in einem Alter von 62 Tagen.

[0101] In gealterten Mausen war Amyloidablagerung wesentlich starker ausgepragt, so dass sie auf Struktu-
ren ausgedehnt wurde, die gewohnlich bei einzeltransgenen Mausen verschont blieben (z. B. Cerebellum).

Beispiel 3 — Bitransgene TJCRND8 x TgPS2(M239V)1379-Mause

[0102] TgCRND8-Mause wurden auch mit der Transgenlinie, genannt TgPS2(M239V) Linie 1379, gekreuzt,
welche ein mutiertes Presenilin-2-Allel im Zusammenhang mit demselben Prionproteincosmidexpressionsvek-
tor cosTet exprimierte. Bitransgene TgCRND8 x TgPS2(M239V)1379-Mause wurden genotypisiert, wie be-
schrieben oben fir TJCRND8 x TgPS 1(L286V)1274-Méause, mit der Ausnahme, dass eine PS2-Kodierregi-
on-DNA-Hybridisierungssonde anstelle einer PS 1-Kodierregionhybridisierungssonde verwendet wurde.

[0103] Diese bitransgenen Mause zeigten 91 Tage nach der Geburt reiche ZNS-Amyloidablagerungen in der
Form von sphéarischen Plaques, die immunreaktiv fir AB-Peptid sind. Diese Amyloidablagerungen waren in
dem Hippocampus und zerebralen Cortex lokalisiert, Bereiche, die von Alzheimerscher Erkrankung im Men-
schen stark betroffen sind. Das Cerebellum wird gewdhnlich durch diffuse AB-Ablagerungen nur in schweren
frih einsetzenden Fallen von Alzheimerscher Erkrankung betroffen; es ist betroffen in Mausen mit den aller-
schwersten Plaquelasten.

Verhaltensanderungen in bitransgenen TgCRND8 x TgPS2(M239V)1379-Mausen

[0104] Bitransgene TJCRND8 x TgPS2(M239V)1379-Mause wurden mit einem Alter von 2 Monaten getestet
und zeigten einen signifikanten kognitiven Defekt beim Erwerb von raumlichem Lernen mit der Effekigrofe im
Bereich von 40 % (Fig. 2, Abb. A und Abb. B). Wahrend dem folgenden Umkehrtest zeigten die bitransgenen
Mause jedoch, obwohl sie am Anfang schwacher waren, eine vergleichbare Leistung am Ende des Tests (un-
gefahr 20 % Varianz, erklart durch den Transgenotyp) (Fig. 2, Abb. C und Abb. D). Wahrend dem erneuten
Test in einem Alter von 5 Monaten zeigten dieselben bitransgenen Mause hochsignifikante Lerndefizite wah-
rend dem Erwerb und Umkehrtest (EffektgréRe aufgrund von Transgenotyp von 60 bzw. 70 %) (Fig. 2, Abb. E
und Abb. F). Auch unterschieden sich die bitransgenen Mause bei jedem untersuchten Alter nicht von
TgPS2(M239V)1379-Mausen in ihrer Schwimmgeschwindigkeit. Expression von mutiertem menschlichen
APP in der Anwesenheit von mutiertem PS2-Gen verleiht Beeintrachtigung im rdumlichen Lernen und Ge-
dachtnis so frith wie mit einem Alter von 2 Monaten, wie verglichen mit der Leistung von
TgPS2(M239V)1379-Mausen, welche sich in einer Weise ahnlich verhalten wie nicht transgene Mause, ge-
wonnen aus derselben Kombination von Inzuchtstdmmen. Diese Beeintrachtigung schreitet mit dem Alter fort
und mit dem Alter von 5 Monaten zeigten die Mause konstante Defizienz beim Erwerb von neuer rdumlicher
Information.

Beispiel 4 — Bitransgene TgCRND8 x Tg(M146L + L386V)6500-Mause

[0105] TgCRNDB-Mause wurden gekreuzt mit transgenen Mausen, die zwei Mutationen von PS1 tragen
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(M146L + L286V) (34). Die doppelt mutierten PS1-Mause wurden geschaffen durch Standardvorgange, wie
kirzlich beschrieben (35). Bitransgene Mause wurden identifiziert durch Genotypanalyse von Schwanz-DNA
durch Hybridisierung mit zwei unabhangigen DNA-Sonden, wie oben beschrieben fir TgCRND8 x
TgPS1(L286V)1274 bitransgenen Mausen.

[0106] Die resultierenden doppel bitransgenen Mause zeigten punktférmige AB-Amyloidablagerungen in dem
Cortex in einem Alter von einem Monat, mit mehrfachen diffusen Ab-Amyloidplaques vorhanden im Alter von
43 Tagen. Etliche der im Alter von 43 Tagen erschienenen Plaques waren kongophil, d.h. kénnen mit dem Kon-
gorotreagenz gefarbt werden).

Vergleichsbeispiel 5 — Aktive Immunisierung gegen AR andert kognitive Defizits in TQCRND8-Mausen

[0107] Eine Gruppe aus TgCRND8-Mausen und eine Gruppe aus nicht-transgenen Wurfgefahrten wurden
mit synthetischen AB42-Peptid immunisiert, wie beschrieben durch Schenk et al. (36). Kontrollgruppen aus
TgCRND8-Mausen und nicht transgenen Wurfgefahrten wurden immunisiert mit einem amyloidogenen Kon-
trollpeptid (Inselamyloidpolypeptid (IAPP), welches mit der Pathogenese von Diabetes in Zusammenhang
steht). Die Leistung dieser beiden transgenen Gruppen im Wasserirrgartentest, wie oben beschrieben, wurde
mit der Leistung von Nicht-Tg-Wurfgefahrten verglichen. Die Ergebnisse sind in Fig. 3 gezeigt.

[0108] Wie in Fig. 3 gesehen wird, schwachte die Immunisierung mit AB42-Peptid die kognitive Beeintrachti-
gung von TgCRND8-Mausen in frihen Stadien der Immunisierung ab. Die Wasserirrgartenleistung von
TgCRND8-Mausen, die mit AB,, oder 1APP immunisiert worden sind (Immunisierung begann mit einem Alter
von 6 Wochen), wurde mit einem Alter von 11 Wochen getestet. Die Immunisierung mit dem AB,,-Peptid redu-
zierte signifikant kognitives Defizit in TQCRND8-Mausen, wie gemessen durch Fluchtlatenzzeit (Abb. A) und
Suchweglange (Abb. D), im Vergleich mit Nicht-Tg-Wurfgefahrten. Obwohl die mit AB42 immunisierten
TgCRND8-Mause insgesamt langere Fluchtlatenzzeiten ( Abb. A) und Suchwege zeigten (Abb. D), (F(1,30)
=9,71, p <0,01; F(1,30) = 10,9, p < 0,01 fur Latenz bzw. Weg) als Nicht-Tg-Mause, lag der Unterschied an
ihrem langeren Ausgangssuchen (Gruppe x Tag Wechselwirkungen: F(4,129)-2,83, p < 0,05 - Latenz; F(3,120)
=4,73, p < 0,01 —Wegq). Die Vergleiche ihrer Leistung wahrend der letzten drei Tage des Trainings ergab keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (F(1,30) _ 0,64, p > 0,05 — Latenz; F(1,30) = 1,24, p > 0,05
— Weg). Die mit AB42 immunisierten TJCRND8-Mause zeigten eine leichte Tendenz, den TQ weniger zu su-
chen (F(1,30) = 3,71, p = 0,06, Abb. E), aber ihre Schwimmgeschwindigkeit (Abb. G) unterschied sich nicht
signifikant von Nicht-Tg-Mausen (F(1,30) = 1,33, p > 0,05). Die IAPP-immunisierten TQCRND8-Mause zeigten
signifikant langere Fluchtlatenzzeiten (Abb. B) und Suchwege (Abb. C) als ihre Nicht-Tg-Wurfgefahrten
(F(1,26) = 39,9, p < 0,001 -Latenz; F(1,26) = 43,9, p < 0,001 — Weg). Obwohl die transgenen Tiere sich nicht
in ihrer Ausgangssuche von den Nicht-Tg-Mausen unterschieden, verbesserten sie ihre Leistung wahrend des
Trainings nicht (Gruppe x Tag — Wechselwirkungen: F(4,104) = 6,31, p < 0,001 - Latenz; F(4,104) = 5,69, p <
0,001 — Weg). Sie verbrachten auch signifikant weniger Zeit mit Suchen des Zielquadranten (F(1,26) = 7,39, p
< 0,05, Abb. F), aber ihre Schwimmgeschwindikeit war durch die Immunisierung nicht beeintrachtigt (F(1,26)
=1,73, p > 0,05, Abb. H).

[0109] Zusammenfassend verbesserte die Immunisierung mit AB42-Peptid von TJCRND8-Mausen mit 6 Wo-
chen, gefolgt von einem Boost nach 8 Wochen, signifikant die kognitiven Fahigkeiten von TgCRND8-Mausen
in dem Wasserirrgartenparadigma, verabreicht mit einem Alter von 11 Wochen. Auf der anderen Seite, zeigten
die mit IAPP immunisierten Mause, eine signifikante Beeintrachtigung beim Erwerb von rdumlicher Informati-
on, wie mit Nicht-Tg-Wurfgefahrten verglichen (Fig. 3), und diese Beeintrachtigung war von einer dhnlichen
Natur wie jene, die in nicht immunisierten TJCRND8-Mausen gesehen wurde (Daten nicht gezeigt).

[0110] Immunisierung mit AB42 oder IAPP-Peptiden beeintrachtigte die Schwimmfahigkeiten der Mause
nicht. Diese Ergebnisse zeigen, dass Immunisierung mit AB42 (aber nicht mit dem Kontroll-IAPP-Peptid) die
Leistung im Wasserirrgarten verbessert und dass diese Verbesserung zu einer Zeit geschehen kann, die mit
der ersten Ablagerung von AB-Amyloidplaques in dem Hippocampus zusammentrifft. Diese Ergebnisse bele-
gen auch, dass die kognitive Beeintrachtigung in TgCRNDS8 nicht an einem irreversiblen kongenitalen Defekt
liegt.
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Tabelle 1: Eigenschaften von transgenen Mausen mit mutiertem humanem APP, die AB-Ablagerungen.

APP-Linie | APP- menschliche | Alter des Alter des Alter des
Mutation | APP- Einsetzens fiir | Einsetzens fiir |Einsetzens fiir
Isoform(en) | Hippocampus- | reife AB- Defizite in der
AB-Amyloid- | Amyloidplaques | Version des
plaques durch | (Kongorotfir- | Wasserirrgartens
Immunfirbung | bung) mit verborgener
Plattform
PDAPP"" |V717F 695,751 8 Monate Vnicht berichtet |Keine Defizite
770* berichtet
Tg2576'"® |K670N, |695 9-11 Monate | 'nicht berichtet |Beeintrichtigung
M671L mit 9-10 Monaten
im C57 x SJL-
Stammbhintergrund
TgAPP23"” [K670N, {751 Seltene 6 Monate Keine Defizite
M671L Ablagerungen berichtet
mit 6 Monaten
TgAPP22" [K670N, |751 18 Monate Untersatz der mit | Keine Defizite
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M671L 18 Monaten berichtet
plus vorhandenen
V7171 Plaques
APP/LARP | V717|695 13-18 Monate | Tnicht berichtet |Beeintrichtigung
mit 3-6 Monaten
bei FVB/N x C57-
Stammbhintergrund
TgCRNDS8 | K670N, |695 Mehrfache Ein Untersatz Beeintréachtigung
M671L Ablagerungen | aus Plaques, mit 2,8 Monaten
plus mit 3 Monaten |erscheinend von |bei C57 x C3H-
V717F einem Alter von |Stammbhintergrund
4-5 Monaten an

* cDNA-Kassette schloss Introns ein, um fir die Produktion von APP695, -751 und -770 gesplicten mRNAs zu
sorgen. 1Von Plaqueablagerungen wurden berichtet, dass sie mit Kongorot farben, aber das Alter wurde nicht
vermerkt. Farbung mit Thioflavin-S wurde mit 8 Monaten in PDAPP-Mausen und mit 354 Tagen in
Tg2576-Mausen berichtet.

Tabelle 2: Eigenschaften von Kreuzungen von mutiertem APP mit mutiertem Presenilin

Mutiertes Mutiertes Alter des Alter des Alter des
APP-FElter Presenilin-Elter Einsetzens fiir | Einsetzens fiir | Einsetzens fiir
Hippocampus reife Ap- Defizite bei der
AB- Amyloid- Version des
Amyloidplaques | plaques Wasserirrgartens
durch Immun- | (Kongo- mit verborgener
| firbung rotfiirbung) Plattform
Kein mutiertes PSI oder |Kein Kein Kein
PS§2
TgCRNDS Kein 3 Monate 4-5 Monate 12,8 Monate?
TgCRNDS PS1(L286V)1274 2 Monate nicht gemacht | nicht gemacht
TgCRNDS PS2(M239V)1379 2 Monate nicht gemacht | 2,8 Monate*
TgCRNDS PSI(MI46L+L286V) |1 Monat 1,5 Monate nicht gemacht
6500
Tg2576 PSI1(MI146L) 6 Monate, kein |7 Monate “nicht berichtet
bei 3 Monaten

+ Defizite wurden fir diese Mause berichtet in anderen Paradigmen (Y-Irrgarten) und in
zel-Tg-"Tg2576-Mausen wie durch Tabelle 1.
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* Das Testen von Mausen mit jingerem Alter wurden nicht routinemaRig durchgefiihrt, da die Mause ein Ge-
wicht von 25 g erreichen miissen und zwei Wochen Vortraining vor dem Testen im Wasserirrgartenparadigma
brauchen.

Patentanspriiche

1. Transgene Maus, herstellbar durch:
a) Kreuzen einer ersten transgenen Maus, deren Genom ein Transgen umfasst, welches eine Nukleotidse-
quenz umfasst, die an einen Promotor operabel gekoppelt ist und die ein menschliches Amyloid-Vorlauferpro-
tein-695- (APPg,.-)Polypeptid kodiert, worin der Lysinrest an Position 670 durch Asparagin ersetzt ist, der Me-
thioninrest an Position 671 durch Leucin ersetzt ist und der Valinrest an Position 717 durch Phenylalanin er-
setzt ist, und worin das Transgen exprimiert wird,
mit einer zweiten transgenen Maus, die ein Genom hat, welches ein Transgen umfasst, das eine Nukleotidse-
quenz umfasst, die an einen Promoter operabel gekoppelt ist und die ein menschliches Presenilin-2-Polypeptid
kodiert, worin der Methioninrest an Position 239 durch Valin ersetzt ist,
um Nachfahren der ersten Generation zu erzeugen; und
b) Selektieren aus den Nachfahren der ersten Generation einer transgenen Maus mit einem Genom, das we-
nigstens ein erstes Transgen umfasst, welches eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen Promo-
ter gekoppelt ist, und die ein menschliches Amyloid-Vorlduferprotein-695- (APP44.-)Polypeptid umfasst, worin
der Lysinrest an Position 670 durch Asparagin ersetzt ist, der Methioninrest an Position 671 durch Leucin er-
setzt ist und der Valinrest an Position 717 durch Phenylalanin ersetzt ist, und das wenigstens ein zweites
Transgen umfasst, welches eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen Promotor gekoppelt ist und
die ein menschliches Presenilin-2-Polypeptid kodiert, worin der Methioninrest an Position 239 durch Valin er-
setzt ist, und die sowohl das erste als auch das zweite Transgen exprimiert.

2. Transgene Maus, herstellbar durch:
a) Kreuzen einer ersten transgenen Maus, deren Genom ein Transgen umfasst, welches eine Nukleotidse-
quenz umfasst, die an einen Promotor operabel gekoppelt ist, und die ein menschliches Amyloid-Vorlauferpro-
tein-695- (APPg,.-)Polypeptid kodiert, worin der Lysinrest an Position 670 durch Asparagin ersetzt ist, der Me-
thioninrest an Position 671 durch Leucin ersetzt ist und der Valinrest an Position 717 durch Phenylalanin er-
setzt ist, und worin das Transgen exprimiert wird,
mit einer zweiten transgenen Maus, die ein Genom hat, welches ein Transgen umfasst, das eine Nukleotidse-
quenz umfasst, die an einen Promoter operabel gekoppelt ist und die ein menschliches Presenilin-1-Polypeptid
kodiert, worin der Leucinrest an Position 286 durch Valin ersetzt ist,
um Nachfahren der ersten Generation zu erzeugen; und
b) Selektieren aus den Nachfahren der ersten Generation einer transgenen Maus mit einem Genom, das we-
nigstens ein erstes Transgen umfasst, welches eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen Promo-
ter gekoppelt ist und die ein menschliches Amyloid-Vorluferprotein-695- (APPg,.-)Polypeptid umfasst, worin
der Lysinrest an Position 670 durch Asparagin ersetzt ist, der Methioninrest an Position 671 durch Leucin er-
setzt ist und der Valinrest an Position 717 durch Phenylalanin ersetzt ist, und das wenigstens ein zweites
Transgen umfasst, welches eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen Promotor gekoppelt ist und
die ein menschliches Presenilin-1-Polypeptid kodiert, worin der Leucinrest an Position 286 durch Valin ersetzt
ist, und die sowohl das erste als auch das zweite Transgen exprimiert.

3. Transgene Maus, herstellbar durch:
a) Kreuzen einer ersten transgenen Maus, deren Genom ein Transgen umfasst, welches eine Nukleotidse-
quenz umfasst, die an einen Promotor operabel gekoppelt ist und die ein menschliches Amyloid-Vorlauferpro-
tein-695- (APP,.-)Polypeptid kodiert, worin der Lysinrest an Position 670 durch Asparagin ersetzt ist, der Me-
thioninrest an Position 671 durch Leucin ersetzt ist und der Valinrest an Position 717 durch Phenylalanin er-
setzt ist, und worin das Transgen exprimiert wird,
mit einer zweiten transgenen Maus, die ein Genom hat, welches ein Transgen umfasst, das eine Nukleotidse-
quenz umfasst, die an einen Promoter operabel gekoppelt ist und die ein menschliches Presenilin-1-Polypeptid
kodiert, worin der Methioninrest an Position 146 durch Leucin ersetzt ist und der Leucinrest an Position 286
durch Valin ersetzt ist,
um Nachfahren der ersten Generation zu erzeugen; und
b) Selektieren aus den Nachfahren der ersten Generation einer transgenen Maus mit einem Genom, das we-
nigstens ein erstes Transgen umfasst, welches eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen Promo-
ter gekoppelt ist und die ein menschliches Amyloid-Vorlauferprotein-695- (APPg,.-)Polypeptid umfasst, worin
der Lysinrest an Position 670 durch Asparagin ersetzt ist, der Methioninrest an Position 671 durch Leucin er-
setzt ist und der Valinrest an Position 717 durch Phenylalanin ersetzt ist, und das wenigstens ein zweites
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Transgen umfasst, welches eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen Promotor gekoppelt ist und
die ein menschliches Presenilin-1-Polypeptid kodiert, worin der Methioninrest an Position 146 durch Leucin er-
setzt ist und der Leucinrest an Position 286 durch Valin ersetzt ist, und die sowohl das erste als auch das zweite
Transgen exprimiert.

4. Transgene Maus nach irgendeinem der Anspriiche 1 bis 3, worin die Maus eine (C3H X C57 BL6) X
C57-Maus ist.

5. Transgene Maus nach Anspruch 4, worin die Maus eine anormale AB-Ablagerung in ihrem Zentralner-
vensystem zeigt.

6. Transgene Maus nach Anspruch 4, worin die Maus ein beschleunigtes Auftreten von mit Alzheimerer-
krankung im Zusammenhang stehender Pathologie zeigt.

7. Transgene Maus, deren Genom das Folgende umfasst:

ein erstes Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promotor gekoppelt ist und die
ein menschliches Amyloid-Vorlauferprotein-695- (APP,4;)Polypeptid kodiert, worin der Lyinrest an Position 670
durch Asparagin ersetzt ist, der Methioninrest an Position 671 durch Leucin ersetzt ist und der Valinrest an Po-
sition 717 durch Phenylalanin ersetzt ist, und

ein zweites Transgen, umfassend ein Transgen, das eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen
Promotor gekoppelt ist und die ein menschliches Presenilin-2-Polypeptid kodiert, worin der Methioninrest an
Position 239 durch Valin ersetzt ist, und worin die Transgene exprimiert sind.

8. Transgene Maus, deren Genom das Folgende umfasst:

ein erstes Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promotor gekoppelt ist und die
ein menschliches Amyloid-Vorlduferprotein-695- (APP,4;)Polypeptid kodiert, worin der Lyinrest an Position 670
durch Asparagin ersetzt ist, der Methioninrest an Position 671 durch Leucin ersetzt ist und der Valinrest an Po-
sition 717 durch Phenylalanin ersetzt ist, und

ein zweites Transgen, umfassend ein Transgen, das eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen
Promotor gekoppelt ist und die ein menschliches Presenilin-1-Polypeptid kodiert, worin der Leucinrest an Po-
sition 286 durch Valin ersetzt ist, und worin die Transgene exprimiert sind.

9. Transgene Maus, deren Genom das Folgende umfasst:

ein erstes Transgen, umfassend eine Nukleotidsequenz, die operabel an einen Promotor gekoppelt ist und die
ein menschliches Amyloid-Vorlauferprotein-695- (APP,4;)Polypeptid kodiert, worin der Lyinrest an Position 670
durch Asparagin ersetzt ist, der Methioninrest an Position 671 durch Leucin ersetzt ist und der Valinrest an Po-
sition 717 durch Phenylalanin ersetzt ist, und

ein zweites Transgen, das eine Nukleotidsequenz umfasst, die operabel an einen Promotor gekoppelt ist und
die ein menschliches Presenilin-1-Polypeptid kodiert, worin der Methioninrest an Position 146 durch Leucin er-
setzt ist und der Leucinrest an Position 286 durch Valin ersetzt ist, und worin die Transgene exprimiert sind.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

354
304

20+

Latenz (s)

19 ~#~ yichi-Tg
10- —a— Tg(APP)B

5

T T
3 4

TAG/SITZUNG

-
o~
O =y

3004 —#— nicht-Tg
200+ & | —»— Tg{APP)8

(=]

T T T

1 2 3 4 S
TAG/SITZUNG

21/31



DE 60118913 T2 2007.01.25

Alter: 11 Wochen

WHI: Platzunterscheidung (verborgene Platiform) - Lermexrwerbphase
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Alter: 11 Wochen

W Platzunterscheidung (verborgene Plattform) - der Sondierungsversuch
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Alter: 2 Monaie

W Platmunterscheidung (vetborgene Plattform) - Letnerwerbphase
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Alter: 2 Monate

WM Platzunterscheidung (verborgene Plattform) - Lernumkehrphase
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Alter: 5 Monate

WM Platzunterscheidung (verborgene Plattform) - Lemerwerbphase
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Alter: 5 Monate

W Platzunterscheidung (verborgene Plattform) - Lernumkehrphase
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Latenz (5)

Latenz (s)
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Alter: 11 Wochen

mit Aflyy immunisierte Gruppen
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Alter: 11 Wochen

mit Af4s immunisierte Gruppen
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% Weg TQ

% Weg TQ
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Alter: 11 Wochen

mit Afqo immunisierte Gruppen
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Geschwindigkeit (cm/s)

Geschwindigleit (cm/s)

Alter: 11 Wochen

mit Afyy immunisierte Gruppen
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