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Forord

Dette speciale er udarbejdet pa baggrund af et empirisk studie, som blev gennemfort pa
Neurobiologisk Forskningsenhed, Rigshospitalet, hvor jeg var tilknyttet som
specialestuderende fra september 2005 til august 2006. Rent praktisk blev det empiriske
arbejde med grisene udfort p& den Kongelige Veteriner- og Landbohajskole i fordret 2006.

Jeg var tilknyttet Birgitte Rahbek Kormums Ph.d.-projekt, som omhandler en dyremodel for
Alzheimers sygdom i Gottingen minigrisen. Mit arbejde bestod i at overfare en velkendt

hukommelsestest til grisene, s den senere kunne benyttes til at validere dyremodellen.

Projektet er blevet gennemfert med stette, hj&lp og samarbejde med en r&zkke personer, som

jeg gerne vil takke:

Ferst og fremmest vil jeg geme takke mine vejledere Anders Gade og Gitte Moos Knudsen,
som primart har vejledt i de teoretiske aspekter i specialet, og ikke mindst Birgitte Rahbek
Kornum, som har veret en stor hjzlp og stette i bade det teoretiske og empiriske arbejde med
grisene. Desuden skal der lyde en tak til Anette Moustgaard og Nana Trier Lind, som med
deres ekspertise i griseadfzerd bidrog med hjzlp og vejledning i projektets begyndelse. Tak til
Jens Flesher for hans hjelp til konstruktion af mazen til adfardstestning af grisene og til det
pvrige personale pa den Kongelige Veterinar- og Landbohajskole, som har taget sig af de

praktiske forhold omkring grisene.

Projektet er stottet med et scholarstipendium fra Kebenhavns Universitets satsningsomrade

Krop og Bevidsthed.



English summary

This thesis is on cognitive testing of the Gttingen minipig as a part of validating an animal
model of Alzheimer’s disease. The minipig is increasingly being used as an alternative to the
monkey in brain research. The pig brain has a high degree of similarity to the human brain
compared to the rodent brain, and the minipig has further the advantage of a relatively large
brain compared to its body weight. The minipig has proved to be a valuable animal for the
modeling of human brain diseases, and the Alzheimer’s disease model may have several
advantages to the existing transgenic mouse models. Cognitive testing is, however, a central
part of evaluation of animal models of many human brain disorders. Very little is known
about the pig’s ability to learn the typical tasks used in neuropsychological testing of monkeys
and rats. In the present study the pig’s ability to learn the delayed non-match to sample task
was evaluated. Originally the delayed non-match to sample task was used for testing visual
recognition memory in amnesic patients or lesioned monkeys. The task has, however, proved

1o be sensitive to hippocampal lesions in a variety of species and modalities.

8 Gottingen minipig boars aged 12-14 months were trained on a spatial version of the delayed
non-match to sample task in a T-like Maze. Initially the pigs were trained with a 60 second
delay. After reaching a defined criterion for learning the task a scopolamine challenge was
introduced and tested with three different delays to evaluate the sensitivity of the test to
reduced hippocampal function and the effects of longer delay intervals. Scopolamine is an
anticholinergic drug that is known to result in memory dysfunction in both humans and
animals that is similar to the memory dysfunction associated with early Alzheimer’s disease.
The pigs had learning curves that are similar to macaque monkeys’, and the introduction of
scopolamine and longer delay intervals resulted in an expected decrease in the pig’s

performance on the task.

The introduction of this test is instrumental for the behavioural validation of pig models of
brain diseases that target the hippocampal formation, eg. neurodegenerative disorders like
Alzheimer’s disease. Both the delayed non-match to sample test and the Alzheimer’s disease

model can prove valuable for screening and validating new anti-dementia drugs.
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KAPITEL 1: INTRODUKTION 3

Kapitel 1

Introduktion

Dette speciale handler om kognitiv testning af @g&#n minigrisen som led i valideringen af
en dyremodel for Alzheimers sygdom. Alzheimers sygdAD) er en progressiv
neurodegenerativ sygdom, der medfarer en forsggraf den neurale funktion og en gradvis
forveerring af kognition, funktion og adfeerd (Pdaedt al., 2003). AD er den almindeligste
arsag til demens og tegner sig for omkring 65%lafdemenstilfaelde ved degenerative
sygdomme (Kolb & Whishaw, 2003). | Danmark er d&080-35.000 personer ramt af
sygdommen, og pa Rigshospitalets neurologiskeiafflbbr de 2-3 patienter med formodet
Alzheimers sygdom til SPECT skanning hver dag @@aig kommunikation). P& verdensplan
anslas mere end 30 millioner mennesker at veereabsygdommen (Nielsen et al., 2000).
Alder er en steerk risikofaktor for AD. Sygdommemraer ca. 8% af mennesker, som er
mere end 65 ar gamle og mere end 30% af dem, sonee85. Progressionen af AD er
gradvis, og gennemsnitligt overlever patienten &d6fter debutsymptomerne (Kolb &
Whishaw, 2003). Med den generelle stigning af gersmetslevealderen i I-landenes
befolkninger, bliver behandling og pleje af AD jeatier derfor ogsa i stigende grad en
samfundsgkonomisk problemstilling. Der findes enthgen effektiv behandling af AD, og
sygdommens eetiologi og patologi er ikke fuldt udsféet, hvorfor sygdommen repraesenterer
en af de stgrste udfordringer for den moderne nedi@yebati, 2005).

Det neuropsykologiske omrade har traditionelt f@kas pa kliniske beskrivelser og
psykometriske profiler af forskellige typer af meskade som stgtte til diagnosticering. Da
konsekvenserne af bestemte typer hjerneskade eetlaisesveaerdigt selektive, har
neuropsykologiske studier ogsa bidraget med etdimgrfor at lave antagelser om den
normale funktion i specifikke hjerneomrader. Sideliade med udviklingen i den

neuropsykologiske forskning har den kognitive pdggoogsa bidraget vaesentligt til vores
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4 KAPITEL 1INTRODUKTION

viden om psykologiske processer. Kognitionspsykielodnar undersggt komponenter i, og
organisering af, funktioner - sdsom hukommelsedetinfor en ramme af
informationsprocessering og repraesentationer. |&eret felt, som til stadighed vinder frem,
er den kognitive neurovidenskab. Den kognitive ogidenskab bygger pa udviklinger i det
psykologiske felt og pa udviklingen af nye teknikkiestudiet af informationsprocesser i
hjernen. Eksempler herpa er funktionel billeddas@elg metoder til at male sendringer i
enkelte neuroner eller grupper af neuroners fyriags Forskning fra disse
neuropsykologiske og kognitive neurovidenskabetigditioner har bidraget til udviklingen
af forskellige dyremodeller for neurale lidelsera{l@dgher & Rapp, 1997).

Baggrunden for udviklingen af en dyremodel for ABattingen minigrisen er, at de
nuveerende dyremodeller ikke pa tilfredsstillendekén gengive alle de karakteristiske
neuropatologiske og kognitive symptomer, som dodfadet med AD (Dodart et al., 2002).
Udviklingen af en palidelig dyremodel for AD vil der veere af stor veerdi i studiet af
sygdommens patogenese pa det molekyleere, cellogaadfeerdsmeessige niveau.
Dyremodellen i Gottingen minigrisen kan bidrage reedlternativ til de eksisterende
dyremodeller og kan forhabentlig give starre intlsitygdommens neuropatologiske
kaskade. Ved brugen af Gottingen minigrisen intoedes ogsa et starre forsagsdyr, hvis
neuroanatomi er mere lig den humane end mereitradile forsggsdyrs, f.eks. mus og
rotters. Dette er vaesentligt, da man ikke lsengengtber aber som forsggsdyr i Danmark.
Brugen af grise som forsggsdyr inden for neurosteben er stigende, og grisemodeller for
Parkinsons sygdom (Mikkelsen et al., 1999), muligkéerose (Singer et al., 2000) og
apopleksi (Sakoh et al., 2000) er allerede bledgiklet. Desuden ser det ud til, at grise
passer godt til neurovidenskabelige teknikker, sBgositron emissionstomografi (Sakoh et
al., 2000), malinger af event-relatede potenti@denfred et al., 2003) og akustisk startle eye-
blink (Arnfred et al., 2004). Kognitiv testning en vigtig del af evalueringen og valideringen
af dyremodellerne for humane hjernesygdomme. Dele dog kun begreenset viden om
grisens evne til at leere de opgaver, der typisk/tbes til neuropsykologisk testning af aber
og rotter. Indleering og hukommelse er i mindre gradersggt i grise (Klopfer, 1966;
Laughlin & Mendl, 2000), men farst for nylig (Mogstard et al., 2002; 2004; 2005; Kornum
et al., 2005; Lind et al., 2005) med det formaladersgge opgaver med mere direkte
relevans for neuropsykologisk testning. | dettelistwndersgges Gaottingen minigrisens evne
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KAPITEL 1: INTRODUKTION 5

til at leere en kognitiv opgave, der har en velksgageret neural basis i mennesker og andre

arter, og som er sensitiv over for neurale leesios@n er karakteristiske for AD.

For den kognitive test introduceres vil AD’s klikesbillede, neuropatologi og diagnose
opridses i afsnit 1.1. Herefter vil evidensen fgapmcampus’ rolle i hukommelse blive
gennemgaet i afsnit 1.2., da der synes at vassaramenhaeng mellem tidlig atrofi i dette
omrade og tidlige amnestiske symptomer i AD. Diskusen i disse to afsnit vil danne
baggrunden for introduktionen af den kognitive téstalidering af dyremodellen i afsnit 1.3.
og den efterfalgende diskussion i kapitel 4.

1.1. Alzheimers sygdom

AD defineres som en neurodegenerativdemens ak#btype, karakteriseret af et alvorligt
progressivt sygdomsforlgb med indgribende forstyerei hukommelsesfunktionen og andre
kortikale funktioner som sprog, praksis, m.m. (Hengeen & Kragh-Sgrensen, 2000).
Sygdommen er opkaldt efter Alois Alzheimer, en tgskkiater med ekspertise i
neuropatologi, hvis mgdepraesentation af patienteguste D. i 1906 medvirkede til et stgrre
paradigmeskift i, hvordan vi taenker om psykisk sygdAlzheimer 1907) Auguste D. var

en 51-arig kvinde, som var indlagt pa et sindssggpial for "delirium og rasende jalousi
overfor hendes mand”. P& baggrund af hendes relatge alder, blev hun diagnosticeret med
det, som vi i dag ville kalde "praesenil demens’stfaortem analysen af Auguste D.’s
hjerne afslgrede omfattende formationer af sertlkespog neurofibrilleere tangler (NFT).
Selvom AD associeret neuropatologi allerede vardilbeskrevet i den aldrende hjerne i de
to foregaende artier, var det dette studie, sonambdningen til, at Emil Kraepelin i 1910
opkaldte sygdommen efter Alois Alzheimer (Allen02Q Tanzi & Bertram, 2005).

AD kan undersgges og beskrives pa en reekke foigkeliveauer: Egenetisk niveathvor

der fokuseres pa arvelighed og de forskellige geswen praedisponerer for sygdommen, et

! | sin praesentation af Auguste D. kom Alzheimer mex dristige pastand, at hendes demens var foebund
med de grove neuropatologiske laesioner, som hatehahserveret i hendes obducerede hjerne. Dettiglgios
blev fremfart i de tidlige dage af det, som kanatigls som den "klinikopatologiske aera” for neurdlkg og
psykiatriske sygdomme, hvor videnskabsmaend forssdterrelere kliniske symptomer med patologiske
karakteristika. Den nye antagelse om, at "psykiskgldomme, sdsom praesenil demens, kunne skyldes
"biologiske” arsager, blev ikke vel modtaget pael¢tdspunkt, men var senere medvirkende til atreend
forstaelsen af psykisk sygdom (Tanzi & BertranQ=20
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6 KAPITEL 1INTRODUKTION

molekylaert niveamed fokus pa intracelluleer neuropatologicetulaert niveaumed fokus pa
neurotransmittorsystemer, @tatomisk niveamed fokus pa systematisk neuropatologi i
neurale strukturer og &inktionelt niveaumed fokus pa adfeerd og kognition. | dette studie
arbejdes der med kognitiv testning af en dyremduelket primeert placerer studiet pa det
funktionelle niveau, men ogsa pa det cellulaereragamiske. Den falgende gennemgang af

AD vil imidlertid bergre alle de naevnte beskrivaslseeauer.

Dette afsnit vil starte med en beskrivelse af sygah@ns kliniske billede og typiske forlgb.
Herefter fglger en gennemgang af sygdommens netadogake karakteristika og den
dominerende teori for sygdommens patologiske kaskaitlsidst beskrives nogle af de

diagnostiske problemstillinger, som er forbundet/A®.

1.1.1. Det kliniske billede

AD er karakteriseret ved en proces, som kan inddeda raekke kliniske stadier. Disse stadier
forlgber i et kontinuum med almindelige aldringspesser, men er kvalitativt forskellige fra
disse (jf.figur 1) (Reisberg & Franssen, 1999). Problemer med ejskduikommelse er stort
set altid det bade fgrste og sveereste symptome-ilifeh egentlige sygdom og i dennes
preekliniske fase. For overskuelighedens skyld otk kliniske stadier til patienternes Mini
Mental State Examination (MMSE) sco(&olstein et al., 1975). Dette er dog kun et
screeningsinstrument, hvorfor denne score ikkedeame grundlag for egentlig

diagnosticering.

2 MMSE er et af de mest brugte mental status redskaket er en screeningstest, som kun tager 5-fiQtter at
administrere, og den giver et objektivt mal for dgobale kognitive funktion (se bilag 1). Testedeholder 30
elementer, som kan scores, og med en cut-off gE0&8/24 bruges testen til at identificere patierter
misteenkes for at have AD eller anden form for desr(@regory, 2004).

1.1
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Antal ar
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»

Figur 1 Gennem Alzheimers sygdoms kliniske udvikling destrerer patienterne en progressiv nedseettelse af
funktionsevne, som korrelerer med MMSE scoren (&ehdra Petrella et al., 2003).

Mild cognitive impairment | den preekliniske fase, som ogsa kaldes mild cognit
impairment (MCI), vil patienter med en MMSE scasem typisk er hgjere end 23
demonstrere minimal forstyrrelse — generelt letntlderat amnesi — mens de ellers fungerer
normalt og uafhaengigt (Petrella et al., 2003).

MCI er pa flere mader et problematisk begreb, daedednu ikke er konsensus om, hvad
begrebet helt preecist deekker over. Der er stordgeitet i den aetiologiske og kliniske
forstaelse af MCI, men faelles for forstaelserndesr agede risiko for at progrediere til
egentlig demens (se Feldman & Jacova, 2005 foversimt). Prognosen for patienter med
MCI er sveer at fastsla, da ikke alle MCI patientgvikler egentlig AD. Over en arreekke pa
ca. 2-4 ar vil starstedelen dog udvikle klare syonmr pa demens, hvorefter den egentlige

diagnose for AD kan stilles (Reisberg & Franss&99).

Let Alzheimers sygdom | dette stadie bliver symptomerne pa demens tyeeRgtienterne
har en let grad af svaekkelse i bade hukommelsadg &ognitive funktioner, men er oftest
socialt velfungerende. Personlighedsforstyrrelgeletiere adfaerdsforstyrrelser kan ogsa

forekomme (Reisberg & Franssen, 1999; Hemmings&maygh-Sarensen, 2000).

1.1
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Begyndelsestidspunktet for let AD svarer til en M&Score pa 20-23, og stadiet har en
varighed péa 1-3 ar. Glemsomhed og gentagne spgrgsma primaere kendetegn, og den
daglige funktion begynder at blive forstyrret (& et al., 2003).

Moderat Alzheimers sygdom | moderat AD (MMSE score pa 10-19) sker der en mssjv
forveerring af kognitive funktioner, som nu ogsalirderer sveerere amnesi, f.eks. problemer
med at genkalde nylige samtaler, at huske aftgenanglende evne til at huske nylige
begivenheder. Desuden begynder patienterne atdglgme problemer, specielt med at huske
de korrekte ord (Petrella et al., 2003; Reisbergr&nssen, 1999). Sekundaere symptomer i
form af depression og emotionelle forstyrrelseekmmmer hyppigt. Patienterne har ofte
manglende sygdomsindsigt (anosognosi), men kasdbolevare en rimelig social tilpasning
(Hemmingsen & Kragh-Sgrensen, 2000). Nyere studiewnist, at denne anosognosi ogsa
kan opsta langt tidligere i forlgbet, idet mange INdatienter ogsa preesenterer dette symptom
(Vogel et al., 2005a). Typisk varer stadiet med ematlAlzheimers sygdom 2-6 ar
(Hemmingsen & Kragh-Sgrensen, 2000).

Sveer Alzheimers sygdom Det sveere stadie nds nar MMSE scoren falder titlineiend 10.
Pa dette tidspunkt er patienterne sveert invaliceeogger ude af stand til at klare deres egen
hverdag. Sevhmgnstret eendres, og patienterne hbligetst fuldsteendig afheengige af andres
hjeelp til pakleedning, madning og badning (Petredlal., 2003). Patienterne bliver tiltagende
inkontinente. Desuden er patienterne desorienteoeplder opstar ofte problemer med
vandren. Emotionelt er patienterne affladede, meiér aggressive eller agiterede, og der
kan optreede psykotiske symptomer i form af vraregbollinger og hallucinationer
(Hemmingsen & Kragh-Sgrensen, 2000). | nogle tdsdbrekommer psykotiske symptomer
imidlertid ogsa tidligere i sygdomsforlgbet. | $hgen er patienterne sengeliggende,
rullestolsbundne og plejekreevende dggnet rundermatne er ofte stumme og kontakten

med dem forsvinder (Reisberg & Franssen, 1999; Hegsen & Kragh-Sgrensen, 2000).

Den kliniske progression fra begyndelsestidspurikielet AD til begyndelsestidspunktet for
sveer AD er varieret, men tager gennemsnitligt ongkdio ar (Petrella et al., 2003).
Patienterne dgr af grundsygdommen, som oftesturidgaf komplikationer som pneumoni
(Hemmingsen & Kragh-Sgrensen, 2000).

1.1
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Det kliniske billede af AD varierer fra patient piaitient, men hukommelsessveekkelsen er i
alle stadier det primaere symptom, selvom andre ikegriorstyrrelser, sprogforstyrrelser og

adfeerdseendringer kan veere dominerende.

1.1.2. Neuropatologi

AD er karakteriseret ved en raekke neurobiologiskédraeger. Makroskopiske aendringer
inkluderer grov atrofi, med udvidede sulci og védér, som hovedsageligt afficerer den
parietale region og temporallapperne. Mikroskopewaringer inkluderer leesioner i form af
amyloide plaks og neurofibrilleere tangler, hvilkesggdommens neuropatologiske kendetegn
(Wiegel & Wisniewski, 1999; Morris & Worsley, 2003)

Amyloide plaks Alle patienter med AD udvikler amyloide senile pdakvilket er
ekstracellulaere aggregationer af amyloid protem sr omgivet af degenererede axoner og
dendritter, aktiveret mikroglia og reaktive astritey (Esiri, 2001). Aggregationer af amyloid
protein, som ikke samtidig har eendrede axoner, ritegrdog glia betegnes diffuse plaks og
kan findes ved normal aldring, savel som ved addgenerative sygdomme end AD (Esiri,
2001). Den primaere komponent i plaks er amyloic Ipeotein (4). Dette protein er
karakteristisk for AD og er strukturelt forskellifya de amyloid-dannende proteiner, som
findes i almindelig amyloidose (Wiegel & WisniewskB99; Esiri, 2001).

Frigivelse af A skyldes en abnormal klgvning af amyloid precumseteinet (APP), et
glycoprotein, som findes i hgje koncentrationegll@membranerne i stort set alle pattedyrs
celler, men i specielt hgje koncentrationer i neers cellemembraner. APP bliver normalt
udskilt i ekstracelluleervaesken af bade hjernekkg-hjerneceller gennem hele livet. @get
produktion af A3 farer til udfeeldning, aggregation og progressigjeahg i form af plaks.
Ophobning af plaks antages at seette en inflamnsitog/eller oxidativ respons i gang,
hvilket farer til en progressiv forstyrrelse af degurale funktion, specielt i den hippocampale

region og cerebral kortex (Esiri, 2001).

Nyere evidens antyder, at genetiske aendringer,esdraggrund for familiser AD, resulterer i

en gget produktion af(A Disse gener er involverede i den autosomale damténform af

1.1
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tidligt indseettende AD, som udggar mindre end 2 %llaf AD tilfaelde (jf.figur 2) (Saunders,
2001).

Alder ved begyndelses
Kromosom  Genetisk defekt tidspunkt (ar) Amyloid B faenotype
21 3 APP mutationer 50 Produktion af hele amyloifl peptider
eller af amyloid3 42 peptider
19 ApolipoproteinE4 >60 Koncentration af amyloifd plaks og
polymorfisme vaskuleere aflejringer
14 PS-1mutationer 40'erne og 50'erne Produktion af amyloi® 42 peptider
1 PS-2mutationer 50'erne Produktion af amyloi® 42 peptider

Figur 2 Genetiske faktorer som praedisponerer for AD: Fattdlil amyloidf feenotype (Gengivet fra Selkoe,
1997).

Mutationer i genet for APP, som fgrer til abnorrkiaivning, og som er lokaliseret pa
kromosom 21, er til stede i stagrstedelen af patremed den sjeeldne tidligt startende
familisere udgave af sygdommen (Wasco, 2001). Klpaihdisse mutationer har medfert
gget produktion af Bi cellekulturer, og 8 niveauet i plasma er gget i nogle baerere af
mutationen, selv preesymptomatisk. Mutationer i gea@resenilin 1 (PS-1) og presenilin 2
(PS-2), pa henholdsvis kromosom 1 og 14, er intidlergsa associerede med den tidligt
startende familieere udgave af AD (Citron, 2001; ¥8a2001). Studier af patienter med
trisomi 21 (Downs syndrom) og patienter, som badeeaindre genmutationer, som medfarer
AD har vist, at ophobning affhi kortex er en tidlig begivenhed i AD patologinsmogle

gange forekommer artier far symptomerne opstarq@;it2001).

Hovedparten af AD tilfeelde er imidlertid sporad@btreedende. En genetisk risikomarker,
der er beliggende pa kromosom 19 og koder for ppptotein E (APOE), menes at kunne
redeggre for mere end 50 % af den samlede risik@o(Saunders, 2001). Beerere af
APOEA4 allelet har vist sig at have en markant fet@piko for AD i forhold til beerere af de
andre APOE alleler - APOE2 og APOES3 (Saunders, 20Gisco, 2001).

Pa baggrund af ovenstaende evidens er den nutigiggbevisning, at AD ikke repreesenterer
én sygdom, men snarere en heterogen lidelse, sgdeskiorskellige genetiske
determinanter, der farer til en ensartet feenotypd amyloid aflejring og neural degeneration
i specifikke hjerneomrader (Wiegel & Wisniewski,9B9.

1.1
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Neurofibrillaere tangler Neurofibrilleere tangler (NFT) bestar af intrdatskre bundter af
parrede heliske filamenter, hvilket er en formti@gidformede proteinstrukturer, der er
associeret med proteinet tau (Wischik et al., 208f0rt set alle hjerner fra AD patienter
indeholder NFT, men i modsaetning til genet for Af?ler ikke nogen evidens for en defekt i
genet, som koder for tau, i patienter med den faand udgave af AD. Desuden findes der
NFT i andre, aetiologisk forskellige, sygdomme, sasobakut sclerose panencephalitis,
Hallervorden-Spatz sygdom, Parkinson-relateret dsmog dementia pugilistica, og NFT
forekommer ogsa i et begraenset omfang ved almmdédiring (Esiri, 2001). Mange NFT
beerende neuroner kan virke raske, selvom de hargaelt forskellige strukturelle aendringer.

Men NFT baerende neuroner er neuroner under shresdpr mange af dem dar (Esiri, 2001).

Pa nuveerende tidspunkt er det molekylzere og eessd®dorhold mellem plaks og tangler
ikke fuldt ud forstaet. Nuveerende data antyder lienfidi, at disse to leesioner kan veere formet
uafhaengigt af hinandeBistributionen og koncentrationen af bade diffugesenile plaks har
ikke konsistent vist sig at korrelere med tilsteme®lsen eller graden af demens. Det har den
totale koncentration af NFT til gengeeld (Wischilkagt 2001; Esiri, 2001). Desuden har nogle
aeldre uden demens lige s& mange plak udfeeldniogedem med sveer demens (Wishcik et
al., 2001). Den senile variant af plaks, som eo@isset med degenererede axoner og
dendritter, og med reaktive gliaceller, ser imitdteud til at veere et mere specifikt AD
karakteristikum end NFT. Samtidig har resultatdradlerein vitro ogin vivo studier vist, at
A er direkte toksisk for neuroner og farer til fosfiering af tau protein, den primeere
komponent i NFT (Esiri, 2001).

Patologiske stadier Den snigende begyndelse og gradvise progresssyngitomerne, som
blev beskrevet i afsnit 1.1.1., antages at folggmssionen af AD relateret atrofi i hjernen,
fra entorhinal kortex til hippocampus til neokor{®taak & Braak, 1999).

Der er blevet beskrevet tre stadier i den gradwisekling af plak udfeeldninger (Braak &
Braak, 1999). Stadie A er karakteriseret ved udiater i det basale neokortex, eller
entorhinal kortex. Der er en udvidelse til den loippmpale formation i stadie B, som med
tiden medfarer udfeeldninger i stort set alle katgkomrader, herunder de kraftigt

myeliniserede primaeromrader i neokortex i stadie C.
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Braak og Braak (1999) har beskrevet seks stadigviklingen af NFT, og Delacourts al
(1999) har senere beskrevet ti stadier. Delacatidk’s teori er en videreudvikling af Braak
stadieteorien, men Braak stadieteorien forbliver deminerende i litteraturen, hvorfor den
beskrives her. Stadie | er defineret ved, at neemaom indeholder NFT, dukker op i den
transentorhinale region, og i stadie Il er der ergpession til den entorhinale region og den
hippocampale formation. Disse stadier repraesensggetommens preesymptomatiske fase.
Yderligere progression af NFT farer til stadiedd IV, hvilke er karakteriserede ved en svaer
involvering af den entorhinale region, amygdaladeg hippocampale formation. Dette farer
til en forstyrrelse af det limbiske loop, som eswarligt for dataoverfgrsel mellem neokortex
og den hippocampale formation. Desuden er der ingsdvering af mange subkortikale
kerner med diffuse projektioner til kortex, herunden basale forhjernes kolinerge system,
inklusive nucleus basalis Meynert (Braak & Braag®99). Patienter med sygdommen i disse
stadier kan preesentere med symptomer pa MCI ekeklmisk AD, men symptomerne kan
veere skjult af en stor kognitiv reserve-kapacitstadie V er der en udvidelse til stort set alle
omrader i den cerebrale kortex, fra associationademe til primseromraderne. | stadie VI er
selv de primeere sensoriske omrader svaert afficeneele de motoriske omrader er fortsat
relativt upavirkede (Braak & Braak, 1999). Stadi®y VI er generelt karakteriserede ved
sveer demens (Esiri, 2001; Petrella et al., 2003).

Udviklingen af bade plaks og tangler synes altsstate i det entorhinale omrade, hvorefter
de spreder sig til den hippocampale formation bgjdst til neokortex. Denne progression
antages at afspejle udviklingen af symptomer odegraaf kognitiv forstyrrelse.

1.1.3. Amyloid hypotesen

Amyloid hypotesen blev praesenteret af Glenner ogd\ld 984 og er siden blevet
understgttet af evidens fra talrige studier. Anlsgeer, at udfeeldningen apA specifikke
omrader af cerebrum har en central rolle i initigen af AD’s patogene kaskade fifur 3).
Ifalge hypotesen er den neurodegenerative praddsisive udviklingen af NFT, en
konsekvens af en ubalance mellem genereringereagefsen af A (Tanzi & Bertram,
2005). Resultatet af denne proces er det klinisbsg/dningsfulde tab af synapser og
reduktionen i syntesen af diverse neurotransmit®ee har specielt veeret fokus pa

acetylkolin, da stoffet har betydning for mange kitige processer, herunder hukommelse og
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bevidsthed. Desuden synes udfeeldningenfagg@ecielt at ramme hjerneomrader, hvor
kolinerge neuroner findes i stort antal, f.eks.leus basalis Meynert (Hemmingsen & Kragh-
Sgrensen, 2000). Sygdommen er dog mere komplieaceblot at kunne karakteriseres som
en specifik kolinerg lidelse, idet tydelige eendenggsa findes i andre neurotransmitter-
systemer (Davies, 2001). Noradrenalin, dopaminesgtenin-systemerne er reducerede, og
NMDA og AMPA receptorer for glutamat er ogsa recede (Eastley et al., 2001; Kolb &
Whishaw, 2003).

AEndret proteoly:
d af APP

> Tiltagend:
aggregation af A

Ophobning af &
som diffuse plaks

Inflammatorisl
respons

Neuronskade
amyloide plaks

Neuronal dysfunktic
Neurotransmittor-tab

(RN

Figur 3 Skematisk fremstilling af amyloid hypotesen for ABPP: Amyloid Precurser Protein; PS1: Presenilin-
1; PS2: Presenilin-2. De store abne pile angivegmizlle interventionspunkter for antidemensmid{@engivet
fra Hemmingsen & Kragh-Sgrensen, 2000).

Hypotesen er baseret pa mange fund fra genetiskekyieere, biokemiske og
neuropatologiske studier. Som tidligere beskrewetdfie AD patienters hjerner mange senile

1.1 Thomas RiMielsen: Kognitiv testning af Gottingen minigrisen
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plaks med amyloid omgivet af degenererede nerveeadeantallet af senile plaks overgar i
hgj grad dem, som findes i almindelige aldrendenigjle Desuden korrelerer antallet af senile
plaks i specifikke hjerneomrader, i et vist omfamgd graden og typen af mental forstyrrelse.
Genetiske faktorer, som enten forarsager eller @gjikpen for AD er alle kendt for enten at
@ge A3 udfeeldningen og/eller Aproduktionen (jf. afsnit 1.1.2.). Yderligere kaemmesker,
som lider af Downs syndrom (med tre kopier af kreom 21 og dermed genet som koder for
APP) udvise B aflejringer allerede i 12 ars alderen, hvilketasg tid far de udvikler anden
patologi sasom NFT, og de udvikler som regel Alatezi-lignende demens (Howlett et al.,
2001; Esiri, 2001). Hos AD patienter med APOEA4lealler der en massiv ophobning & A

far symptomerne for AD opstar, og transgene musudeiser et muteret menneskeligt APP
gen udvikler diffuse, og senere fibrilleere} Adfeeldninger sammen med neural og mikroglia
skade og abnorm adfeerd. Desuden er aggregerefilaiibzer Ap toksisk for kultiverede
neuroner og neuronlignende cellelinier, men inhilgeaf aggregationen afveerger toksiciteten
(Howlett et al., 2001).

Dermed synes der altsa at vaere overbevisende svidean beskrivelse affAudfaeldninger
som veerende den afgarende forarsagende begiveAiedst problem for hypotesen er
imidlertid, at koncentrationen af plaks ikke kohsig har vist sig at korrelere med graden af
demens, hvorimod den totale koncentration af NHT(jhaafsnit 1.2.2.). Det antages derfor,
at plaks har noget med sygdommaénsagerat gare, hvorimod NFT har noget med
sygdommensnanifestatiorat gare.

Behandling Mange nyere forsgg pa behandling af AD er inspite af amyloid hypotesen. |
figur 3 er der markeret fire potentielle interventionspienkor forskellige
behandlingsstrategier: Transmitter-substitutiorkstéaktorer (neuronbeskyttelse), anti-
inflammatoriske midler og pavirkning af amyloidoneasgen (jf.figur 3) (Hemmingsen &
Kragh-Sgrensen, 2000). Den mest succesfulde ogedienmest benyttede strategi er
transmitter-substitution i form af kolinesterasehsmre (Eastley et al., 2001). Denne strategi
er imidlertid hovedsageligt inspireret af den kelige hypotese, som fokuserer pa den
kolinerge dysfunktion i forstaelsen af AD. Kolinesiseheemmere har vist signifikant
forbedring af den kognitive funktion hos 30-40 %bahandlede AD patienter. Men det er

endnu uvist hvor leenge denne forbedring vedvaretesmed hvor leenge sygdomsprocessen
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udseettes — formentlig 1-2 ar (Hemmingsen & KragheBgen, 2000). Dette har faet
Kaduszkiewiczt al (2005) til at stille spgrgsmalstegn ved, om detrbovedet kan betale

sig at behandle AD patienter med kolinesterasehaeenriikecause of flawed methods and
small clinical benefits, the scientific basis fecommendations of cholinesterase inhibitors
for the treatment of Alzheimer’s disease is quastite” (Kaduszkiewicz et al., 2005, p. 321).
Behandling med kolinesterasehaemmere hindrer &ksdsiygdommens progression, hvorfor
der er akut brug for nye og bedre antidemensmidler.

1.1.4. Diagnose

Som ved andre typer demens kan en sikker diageoisticaf AD ikke stillesn vivo. | stedet
bruges et seet af diagnostiske kriterier, som kflhg grad bestemmer sandsynligheden for,
at en patient har AD (Morris & Worsley, 2003). Bpiske differentialdiagnostiske
overvejelser ved AD inkluderer "normale aldersredatle kognitive sendringer”, subkortikal
vaskuleer demens, demens ved andre degenerativersyggelog depression (Hemmingsen &
Kragh-Sgrensen, 2000). En sikker diagnose for Abkun stilles ud fra en patologisk

undersggelse af hjerneveev fra en hjernebiopsiglRegt al., 2003).

Patologisk diagnose De mest udbredte patologiske kriterier for ARghosen er
Consortium to Establish a Registry for Alzheimddisease (CERAD), som er baseret pa en
semi-kvantitativ vurdering af teetheden af senilkpli kortex. Teetheden af plaks
klassificeres som "sparsom”, "'moderat” eller "svaag’ kombineres med patientens alder for
at fa en plak score (Esiri, 2001). Plak scorergirgees herefter med den kliniske information
for at kunne stille en sikker diagnose for AD (selenfor).

Klinisk diagnose De mest udbredte kliniske kriterier for diagnwetingen af AD bygger pa
National Institute of Neurological and CommunicatDisorders and Stroke/Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association (NINCD&BRA) (McKhann, 1984) kriterier

for "sandsynlig” og "mulig” AD (se bilag 2). Diagistic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-1V) (American Psychiatric Associatjd994) kriterier for demens af
Alzheimer type og International Classification at@ase (ICD-10) (WHO, 1992) kriterier for
AD anvendes ogsa hyppigt. Diagnosen stilles paaggaf en grundig klinisk undersggelse,
som omfatter en detaljeret optagelse af anamneseten fra patienten selv og/eller fra en
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pargrende - en generel fysisk og mental statusramadelse og en neurologisk undersggelse.
Desuden har neuropsykologiske undersggelser eneafdg placering i den kliniske
diagnostik, idet de bruges til at bestemme aendringegnitive funktioner, sdsom
orientering, sprog, eksekutive funktioner og ikkimast hukommelse (Jeffries & Burns,
2001). Alle diagnoseapparaterne kreever som detefdokumentation for demens, f.eks. pa
baggrund af MMSE og neuropsykologiske undersggélediries & Burns, 2001).

DSM-IV og ICD-10 kraever begge tydelige hukommelsebfemer i fraveeret af delirium og
eksklusion af andre sygdomme, som kunne veere éfsiggnensen. | DSM-IV skal patienten
udvise kognitiv forstyrrelse inden for flere kognt domeener og ikke blot en nedgang i
hukommelse og teenkning. Begge diagnoseapparatgetaegegt pa, at forstyrrelserne skal
pavirke patientens daglige aktiviteter og socialekfion, men kun ICD-10 kraever en
varighed af symptomer pa minimum seks manederigef Burns, 2001).

| NINCDS/ADRDA inddeles kriterierne i "mulig”, "saisynlig” og "sikker”, hvor den
sidstneevnte kraever en patologisk diagnose ved sid@et kliniske billede. Der kraeves to
eller flere kognitive deficits og en alder pa 40&0hvilket afspejler den diagnostiske
usikkerhed uden for denne aldersgruppe (Jeffriggigs, 2001). Fysiske undersggelser,
sasom blodprgver, og Computeriseret Tomografi (@Defales til at udelukke reversible
arsager til demensen (Scheltens & Korf, 2000).

| et valideringsstudie fandt Tierney et al. (1988)disse kriterier for den kliniske diagnose af
AD var 81-88% ngjagtige, med en sensitivitet pa86%% og en specificitet pa 89-91%.
Eksperimentelle forsgg pa at forbedre sikkerhedeleane diagnose inkluderer undersggelse
med funktionelle billeddannelsesteknikker (positemnissionstomografi (PET)ingle photon
emission computed tomograp8PECT) og funktionel magnetisk resonans-billecdedse
(fMR1)). Funktionel billeddannelse er stadig hovagksligt et forskningsredskab og er som
diagnostisk redskab begraenset til et lille, megestile antal klinikker (Fox et al., 2001;
Scheltens & Korf, 2000). Hvis den kliniske diagnes@pleres med en SPECT skanning, har
det vist sig moderat at kunne gge sikkerhedenagfrisen. Hvis en diagnose af "sandsynlig
Alzheimers sygdom” f.eks. resulterer i en 84% sgnlitghed for patologisk verificeret AD,

vil en negativ SPECT skanning reducere denne sahgbgd til 70%, hvorimod en positiv

1.1



KAPITEL 1: INTRODUKTION 17

SPECT skanning vil gge denne sandsynlighed til @28gust, 2004; Jagust et al., 2001;
Masdeu et al., 2005)

Selvom der forekommer variationer med atypiske featationer af AD, kraever den kliniske
diagnose altsd hukommelsesforstyrrelse, og desatdeatienten har forstyrrelse i et eller flere

andre kognitive domaener.

1.1.5. Opsummering

AD er en progredierende neurodegenerativ sygdomeankdrakteristisk forlgb. Det tidligste
og sveereste kliniske symptom er stort set altidagpsk hukommelsesforstyrrelse.
Neuropatologiske gendringer inkluderer ekstracetiilamyloide plaks og intracelluleere NFT,
som er neurobiologiske markarer for AD. Udbredelsgrkoncentrationen af disse
neuropatologiske andringer synes at afspejle grageypen af kognitiv forstyrrelse. En
raeekke gener praedisponerer for udviklingen af ardgl@laks, hvorimod der ikke er fundet
gener, der praedisponerer for NFT. Dette har veeeetvirkende til amyloid-hypotesen for
AD, som antager at[\har en central rolle i initieringen af AD’s patagekaskade. Amyloid-
hypotesen har dannet grundlag for farmakologiskebelingsforsgg. En sikker diagnose for
AD kan kun stilles ud fra en hjernebiopsi, hvortiniske diagnoser daekker over mulig eller
sandsynlig AD. Diagnosen kreever amnesi ved siddorstfyrrelser inden for andre kognitive

domeaener.

Pa baggrund af denne gennemgang af AD bgr en geddgel for AD have

neuropatologiske andringer i form af amyloide plag&eller NFT, og denne neuropatologi
skal forarsage en kognitiv dysfunktion. Tidlige kiteye dysfunktioner, som er forbundet

med AD, er bl.a. anosognosi (Vogel et al., 2008anantisk hukommelsesforstyrrelse (Vogel
et al., 2005b), visuspatiale forstyrrelser (Neld€82) og defekte eksekutive funktioner
(Baddeley et al., 1991). Men episodisk hukommetsssfrrelse er i stort set alle tilfeelde det
bade tidligste og sveereste symptom i AD, hvorfdrsyees oplagt at fokusere pa dette aspekt
i udviklingen af den kognitive test til validerired AD dyremodellen i Géttingen minigrisen.
Det er samtidig en kognitiv dysfunktion, som altbeer blevet undersggt i andre
dyremodeller (jf. afsnit 1.2.5.), hvorfor der firgleelvaliderede tests, der kan modificeres, sa

de passer til grise. Den tidlige forstyrrelse asegdisk hukommelse i AD
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haenger, ifglge de patologiske stadieteorier, sammexhden tidlige atrofi den hippocampale
region. Denne antagelse bygger pa viden fra hukdsesi@rskningen, hvor man leenge har
haft kendskab til den hippocampale regions impitat amnesi.

1.2. Hippocampus'’ rolle i hukommelse

Lige siden den farste rapport om svaer amnesi éfemilaterale fiernelse af den mediale
temporallap (MTL) pa patienten H.M. (Scoville & Mér, 1957), har en stor meengde
forskning veeret rettet mod at karakterisere amnssiatur og det hippocampale systems
funktionelle rolle i hukommelse - bade i menneskgdyr. Denne forskning har gennem
arene benyttet de tilgaengelige metoder, herundeopsykologiske studier af patienter med
hjerneskader (jf. afsnit 1.2.2.) eller dyr med ekapentelle laesioner (jf. afsnit 1.2.3.), og
malinger af event-relatede potentialer i mennesier udfarer forskellige
hukommelsesopgaver (jf. afsnit 1.2.4.). Efter utinden af funktionelle
billeddannelsesteknikker (specielt PET og fMRI) Hat ogsa vaeret muligt at studere aktivitet
i den hippocampale region pa raske mennesker,dfgrar forskellige hukommelsestests (jf.
afsnit 1.2.5.) (Cohen et al., 1999; Squire, et24104).

Det kendetegnende symptom efter lsesioner i MTLdésluglemsomhed. Der er tre vigtige
aspekter ved denne tilstand. For det farste etyloetsen multimodal, dvs. at hukommelsen
pavirkes, uanset hvilken sensorisk modalitet infation praesenteres i. For det andet er
korttidshukommelsen intakt. Eksempelvis har sebliepéer med store lsesioner i MTL en
normal talspeendvidde. For det tredje kan amnesiakdémme, selvom perceptuelle og
intellektuelle funktioner er intakte. Dette er mgteligt i patienter, hvis skade er begraenset
til den hippocampale formation (jf. afsnit 1.2.&Sguire et al., 2004). Disse amnestiske
symptomer er bade kendetegnende for patientehateamnesi pa baggrund af en leesion, og
for patienter med AD.

Dette afsnit vil begynde med en praecisering atkbuidel af langtidshukommelsen, der
rammes tidligt i AD, hvorefter hippocampus’ struktg funktioner vil blive beskrevet.
Derefter vil de forskellige metodiske tilgangesrhigl til forstaelsen af hippocampus’ rolle i

amnesi blive opridset.
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1.2.1. Deklarativ hukommelse

| den klassiske opdeling af langtidshukommelsentediggende hukommelsessystemer
differentieres der primaert mellem deklarativ (ek@plog nondeklarativ (implicit)
hukommelse. Deklarativ hukommelse involverer endst\genkaldelse af fakta (semantisk
hukommelse) og begivenheder (episodisk hukommeiseyjmod nondeklarativ
hukommelse ikke gar det. Nondeklarativ hukommetsenesamling af ikke-bevidste
indleeringsegenskaber, f.eks. procedural indleepnigying, klassisk betingning og
nonassociativ indleering (jfigur 4) (Poldrak & Packard, 2003).

Langtids mkommnelse

HNoxdeklamtiv (irplicit]

/\

Procedural  Priming Sinmpel kassisk Wonassociativ indLeanng
[fedigheder betinguns

og vaner

Dellaratir (elsplicit)

FA]«A_‘_H egventedear

Den mediale femporallap
Dnencephalon

Emctione] Skelet-
s rl:\ns muslulatr

Stnatum  Meokortex Amygdala Cerebellum Eeflelser

Figur 4 Taksonomi for langtidshukommelsens systemer mespdeifikke hjernestrukturer, som er
involverede i hvert system (Gengivet fra Sweat§40

Den rade cirkel figur 4 markerer den del af langtidshukommelsen, som dferkkes pa i
dette studie. Deklarativ hukommelse refererer h@enen til at huske tidligere personlige
oplevelser (episodisk hukommelse) og evnen tilegne sig viden om og huske fakta om
verden (semantisk hukommelse) (Suzuki & Clayto)@0Figuren viser ogsa, hvilke
omrader i hjernen, der er associeret med de fdigkdlukommelsessystemer. Mest
interessant for dette studie er, at MTL, mere sixediippocampus, antages at veere
involveret i deklarativ hukommelse.

Selvom den tidlige amnesi i AD hovedsageligt ramdesr episodiske hukommelse (jf.
afsnit 1.2.1.), benyttes denne bredere klassibkadifte i litteraturen (Gallagher & Rapp,
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1997) og vil ogsa benyttes i store dele af denmmeg. Baggrunden for dette er dels, at det
kan veere sveert specifikt at undersgge episodis@rhmielse i dyr (jf. afsnit 4.3.2.) (Aggleton
& Pearce, 2001). Desuden antyder nyere forskninggsé problemer med semantisk
hukommelse er en tidlig begivenhed i AD (Vogellet2005b). Det er dog vaesentligt at
pointere, at den episodiske hukommelsesforstyrrpBdaggrund af skader i MTL, i langt de
fleste tilfeelde er mere markant end den semantiskafor den brede klassifikation kan veere
problematisk (jf. afsnit 1.2.4.). Derfor falger baskrivelse af episodisk og semantisk

hukommelse.

Episodisk hukommelse Episodisk hukommelse bestar af enkeltstaendwédagigeder, som
en person genkalder. Denne form for hukommelseeaefe ogsa til som autobiografisk
hukommelse. Ifglge Tulving (2002) er episodisk hmkaelse et unikt neurokognitivt system,
som ggr mennesker i stand til at huske tidligeresqdige oplevelser. Det er hukommelse for

livserfaringer, der er centreret omkring persorei.s

Episodisk hukommelse afhaenger ifglge Tulving (2Cfi2je elementer: (1) en fornemmelse
af subjektiv tid; (2) autonoetisk bevidsthed, evtieat vaere bevidst om subjektiv tid; og (3)
et selv, som kan "rejse i subjektiv tid”. Han merarevnen til at rejse tilbage i subjektiv tid, i
kraft af den episodiske hukommelse, er noget unétineskeligt. Men dyr har, ligesom
mennesker, en evne til at producere deres egenfarhukommelse. Dyr har bevidsthed, de
er bevidste om deres omverden, og deres evnedjilatgge feerdigheder afheenger af
indleering og hukommelse. Dyr har imidlertid ikkends&amme evne til at rejse tilbage i
subjektiv tid og igen stifte bekendtskab med tidigoplevelser, som mennesker har. Dyr
besidder derfor ikke episodisk hukommelse. Da essohukommelse kreever en modning af
den menneskelige hjerne, besidder babyer og snméhiedler ikke denne evne (ibid.). Dette
kan forklare feenomenétfantil amnesi hvilket er vores manglende evne til bevidst at

genkalde oplevelser fra de fgrste ar af voresKini§ & Whishaw, 2003).
Semantisk hukommelse Viden om verden betegnes af Tulving (2002) semamntisk

hukommelse. Denne form for hukommelse inkluderderiom historiske begivenheder, og

historiske og litteraere personligheder. Den inkiedegsa evnen til at genkende
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familiemedlemmer, venner og bekendte og informatsmm er leert i skolen, sdsom kendskab

til fagsprog til brug i leesning, skrivning og matatik.

At den semantiske hukommelse er bedre end dendighsoi tidlig AD - og amnesi mere
generelt - kan haenge sammen med, at den geneiddi® $om semantisk hukommelse bestar
af, er baseret pa gentagen indleering og repethieorimod episodisk hukommelse per
definition er baseret pa en enkeltstaende begivk(Bguire et al., 2004).

Deklarativ hukommelse er altsa en del af langtitsmmelsen og kan underopdeles i
episodisk og semantisk hukommelse. | det fglgefsletavil de basale termer og
klassifikationer for hippocampus og de tilstadesattakturer i MTL blive beskrevet, da dette
danner grundlag for den efterfglgende diskussidngfocampus’ rolle i deklarativ

hukommelse.

1.2.2. Hippocampus og den mediale temporallap

| 1960’erne beskrev anatomen H. Chandler Elliopbgampus somquite archaic and
vestigial, possibly concerned with primitive fegdraflexes no longer emergent in méner
i Kolb & Whishaw, 2003, p. 461). Selvom denne stuulkan synes uanselig i forhold til
andre hjernestrukturer, spiller den i dag en markalte i diskussionen af hukommelse.

Figur 5 MR T1-veegtede billeder af en menneskehjerne. De gile viser hippocampus’s placering i
henholdsvis et aksialt (venstre billede), sagitaitterste billede) og coronalt (hgjre billede)t{Billede fra

The Whole Brain Atldsmww.med.harvard.edu/AANLIB/home.hdmn

Hippocampus er en del af MTL og kan anatomisk aggleto gyri: Gyrus hippocampus, der
ogsa kaldes cornu ammonis (CA), og den nedenfgetige gyrus dentatus (Moos & Mgller,
2002). Af strukturelle og funktionelle grunde er @Auronerne og neuronerne i gyrus

dentatus ikke lige sensitive over for anoksi ogstpfffer. Eksempelvis vil let anoksi
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hovedsageligt ramme neuronerne i CAl, hvorimod ereaanoksi ogsa vil ramme neuronerne
i CA3, og neuronerne i gyrus dentatus vil kun bliaet i tilfselde af svaer anoksi (jf. afsnit
1.2.4.) (Kolb & Whishaw, 2003). CA omraderne ogug/dentatus refereres sammen med
subiculum samlet til som ddmppocampale formatiofjf. figur 6) (Moos & Mgller, 2002,
Sweatt, 2004). Tilstedende kortikale omrader —rimal, perirhinal og parahippocampal
kortex — synes ogsa at spille en veesentlig rdiigkbmmelsesprocesser. De refereres samlet
til som denparahippocampale regio(Cohen et al., 1999). En anden veesentlig disonkti
findes mellem termen ddnppocampale regiong termen dethippocampale systeriermen
det hippocampale system referer til hippocampuar@agomisk relaterede strukturer i MTL,
hvorimod termen den hippocampale region er en fankt enhed, som bestar af det
entorhinale omrade, gyrus dentatus, cornu ammangibiculum (ibid.). Sensorisk
information fra de forskellige kortikale omradedéss til hippocampus via perirhinal,
parahippocampal, og entorhinal kortex, tre korgkainrader, der anatomisk er lokaliseret i
hippocampus’ umiddelbare omgivelser i temporallapfpie figur 6) (Sweatt, 2004; Squire et
al., 2004). Output fra perirhinal, parahippocanmggkntorhinal kortex projiceres derefter til
den hippocampale formation via de perforante f(iMeos & Mgller, 2002, Sweatt, 2004).
Perirhinal kortex modtager kraftigere projektiofrarunimodale visuelle omrader end
parahippocampal kortex, og parahippocampal kortedtager betydelige projektioner fra den
"dorsale strams” omrader. Det tyder derfor pa,istiel hukommelse afhaenger mere af
perirhinal kortex end parahippocampal kortex, hvid spatial hukommelse afthaenger mere
af parahippocampal kortex (Squire et al., 2004).
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Figur 6 Til venstre ses en aftegning af en tvaersnit gentemmrhippocampale formation, der illustrerer den
hippocampale formations vigtigste omrader (Billéwehttp://thalamus.wustl.edu/course/limbic. htrfl).hgjre

ses en skematisk fremstilling af de strukturer ilyy$om er vigtige for deklarativ hukommelse. S:ikulare
kompleks, GD: gyrus dentatus, CA1, CA3: Cornu Amisamraderne i hippocampus (Gengivet fra Squire et
al., 2004).

Hippocampus kan opdeles i fire anatomiske underdenrdCA1l, CA2, CA3 og CA4.
Omraderne CA1 og CAS er de starste og nemmestietificere. De dominerende celler i
CA omraderne er pyramideceller. De udgar omkring @0 alle neuroner i den hippocampale
formations CA omrader. Pyramidecellerne i CA1 udgigpocampus’ output neuroner. Deres
axoner er glutaminerge, og det er via disse ax@tenformation forlader cornu ammonis.
Axonerne fra CALl projicerer hovedsagelig til andede af den hippocampale formation og
entorhinal kortex (Sweatt, 2004). Men via nerveltahtbrnix har den hippocampale
formation ogsa forbindelse til corpora mammilaneglaus anterior i thalamus og gyrus
cingularis. Via nervebundtet cingulum, der lgbenrggam gyrus cingularis, og gyrus
parahippocampalis, er der igen forbindelse tilb@geen hippocampale formation. Disse
forbindelser danner ddPapez’ske neuronringMoos & Mgller, 2002). Dette system antages
at veere relevant for indprentningen af hukommegsmsdwilket er et af de farste stadier i

lagringen af langtidshukommelse (Markowitsch, 2003)

Hippocampus er altsa en struktur i MTL, som er ktderbundet med de omkringliggende
entorhinale, perirhinale og parahippocampale omrddelermed store dele af kortex og
strukturer dybere i hjernen. Derfor kan det ogséevsezert at vurdere, hvorvidt patienters

hukommelsesproblemer skyldes en skade i selve bgippus, en skade i dennes
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forbindelser, eller i de tilstadende strukturer K& Whishaw, 2003). Denne problemstilling

danner grundlag for forskellige teorier for dengapampale funktion i hukommelse.

1.2.3. Hippocampale funktioner

Hippocampus’s ngjagtige funktionelle rolle er ehkoversielt emne som fortsat er til debat.
Cohenet al (1999) konkluderede, at der nu findes fem follgkeldominerende redeggarelser

for den hippocampale funktion.

1. Novelty

2. Genkaldelsessucces

3. Eksplicit (vs. Implicit) hukommelse

4. Spatiale (kognitive) kort

5. Relationelle hukommelsesprocesser (deklarasiviendeklarativ) hukommelse)

Novelty Baseret pa fund fra et PET studie, hvor der t@nre aktivering af det (hgjre)
limbiske system ved nye, frem for tidligere praesesde stimuli, har Tulvingt al (1994)
foreslaet, at det hippocampale system er en detlirafvelty encoding netwoildet limbiske
system. Ifglge dette synspunkt er det hippocanmpatems rolle i hukommelse bl.a. at

opdage nye stimuli og indprente information omelissmuli i hukommelsen.

GenkaldelsessuccesPa baggrund af korrelationen mellem praestatigden
hukommelsestests og hippocampal aktivering i deEeE studie, har Nybergt al. (1996)
foreslaet, at det hippocampale system er invohiesetcesrig genkaldelse af tidligere lagret

information, altsa i reaktiveringen af lagrede eepentationer.

Eksplicit (vs. implicit) hukommelse Graf og Schacters (1985) kendte distinktion mellem
eksplicit og implicit hukommelse er baseret paatisationer mellem normale og amnestiske
patienters preestationer pa hukommelsestests. Ek$plkommelse involverer bevidst
genkaldelse af en tidligere indleeringsepisode, imaa implicit hukommelse tillader effekten
af tidligere indleering at udfolde sig, uden at eéttzever bevidst adgang til
indlzeringsepisoden. Det foreslas, at det hippocnmyatem spiller en afggrende rolle i

eksplicit hukommelse.
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Spatiale (kognitive) kort Oprindeligt baseret pa data fra malinger af bggmpale neuroner
og adfeerdsaendringer i rotter med hippocampale teesibar O’Keefe og Nadel (1978)
fremfart det velkendte synspunkt om, at det hippgzale system har en afggrende rolle for
spatial hukommelse og er grundlaget for evnert tlaamne, opretholde og bruge spatiale kort

over omgivelserne.

Relationelle hukommelsesprocesser (deklarativ (veondeklarativ) hukommelse)

Baseret pa distinktionen mellem deklarativ og nétatativ hukommelse, som blev
introduceret af Cohen og Squire (1980) for at kugpeee rede for mgnstret af nedsatte og
bevarede hukommelsesfunktioner ved amnesi, fordsidsat det hippocampale system er
kritisk involveret i at sammenbinde hukommelsesgpalationel hukommelse) (Eichenbaum,
2004). Hippocampus understgtter opbygningen afioeklle repraesentationer mellem
multimodale stimuli, hvilket gar det muligt at samnkoble elementer fra forskellige
oplevelser eller begivenheder. Dermed bidragendwiduelle strukturer i MTL til mange
aspekter af deklarativ hukommelse, herunder bagedipk og semantisk hukommelse
(Cohen et al., 1999, Suzuki & Clayton, 2000).

Disse redeggrelser for de hippocampale funktioewker ikke at udelukke hinanden (Cohen
et al., 1999). Den relationelle teori kan sigegaate en overordnet teori for hippocampal
funktion, som pa fornuftig vis kan rumme alle dskvevne redegarelser (Eichenbaum, 2004,
Suzuki & Clayton, 2000, Cohen et al., 1999). Saigtét det en teori, som er i god
overensstemmelse med fundene fra dyrestudier (§v2€@4, Suzuki & Clayton, 2000) og
skanningsstudier (Cohen et al., 1999). Nar betsgneadeklarativ hukommelse bruges i denne

opgave, kunne det derfor mere overordnet beskswasrelationel hukommelse.

Evidensen for at MTL, og ikke mindst hippocampusgteafggrende neuralt substrat for
deklarativ hukommelse stammer fra fire forskelligeskningsomrader: Casestudier af
amnestiske patienter, leesionsstudier i aber, stathel maling af event-relaterede potentialer
og funktionelle billeddannelsesstudier. | det falde afsnit beskrives amnestiske case-

studiers bidrag til vores forstaelse af hippocarhmlike i deklarativ hukommelse.
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1.2.4. Studier af amnestiske cases

De farste kliniske data, der forbinder MTL med hokoelsesfunktionen, blev preesenteret af
von Bechterew (1900) for mere end 100 ar sidennBgratient havde skade i den
hippocampale formation, amygdala og den omkringligte kortex. Omkring 50 ar senere
publicerede Grunthal (1947) og Glees og GriffitB%2) uafhaengigt af hinanden case-studier,
som forbandt hukommelsesforstyrrelser med MTL. Bedigse cases havde padraget sig
vaskuleere skader, som ramte hippocampus og denrwlgigende kortex bilateralt. Den
direkte sammenhaeng mellem MTL og hukommelsesfun&tidolev imidlertid farst solidt
bekraeftet efter Brenda Milners systematiske dokuatem af effekten af fjernelsen af MTL i
den nu kendte case H.M. (Scoville & Milner 1957Jlet falgende gennemgas nogle af de

vigtigste casestudiers bidrag til vores viden oppbcampus’ rolle i amnesi.

Patient H.M. | 1957 beskrev Scoville og Milner patienten HIMa H.M. var 27 ar gammel

fik han flernet MTL bilateralt for at afhjeelpe epptiske anfald. Dette indgreb farte til sveer
anterograd og lettere retrograd amnesi. Casereeetbyjrundigt studeret gennem de sidste 50
ar, og det antages, at mere end hundrede forskemeliaget i studierne af H.M. (Kolb &
Whishaw, 2003). Et nyligt MRI studie har afslgr@tH.M.’s leesion er bilateralt symmetrisk
0g begraenset til kortex ved MTL, det amygdaloidemgteks, entorhinal kortex og — i
modseetnng til den oprindelige antagelse - kun ledrdaf den rostrocaudale del af den
hippocampale formation (Corkin et al., 1997; Pureeal., 2001). Dermed antyder casen
H.M., at MTL er involveret i deklarativ hukommeld@ette stattes af case studiet af patienten
E.P.

Patient E.P. Som 70 arig padrog E.P. sig herpes simplex alitisf hvilket forarsagede
bilaterale skader i den mediale temporallap. En Blinning af E.P.’s hjerne afslgrede, at
denne skade inkluderede amygdala, hippocampughambkortex, perirhinal kortex og den
rostrale parahippocampale kortex bilateralt. Desude/de E.P. bilaterale skader i den
rostrale gyrus fusiformis, og den kortikale volunadnnsula, de laterale temporallapper og
den venstre parietallap var reducerede. Disse skare til sveer anterograd og retrograd
amnesi. E.P. havde imidlertid bevarede erindrifigesit tidlige liv (Stefanacci et al., 2000).
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Denne case stgtter ogsa antagelsen om, at MTlva@wvaret i deklarativ hukommelse. Men
det kan ikke bestemmes om hukommelsesproblemeytgeskden hippocampale lsesion
alene, eller om den skyldes en laesion af bade bgppus og de omkringliggende omrader.
Et tredje amnestisk casestudie giver imidlertidrstendsigt i relationen mellem udbredelsen
af leesionen i MTL og sveerhedsgraden af amnesien

Patient R.B. 11986 rapporterede Zola-Morgahal.om den amnestiske patient R.B. R.B.
udviklede hukommelsesproblemer i 1978, da han sdarig var ude for en iskeemisk
episode. Iskeemi rammer selektivt hippocampus ogieslp@euronerne i CAL (jf. afsnit
1.1.2.). I de fem ar far sin dgd udviste R.B. matlanterograd amnesi, med fraveer af andre
kognitive dysfunktioner. Efter hans dad afslgreddistologisk undersggelse af hans hjerne
en velafgreenset bilateral lsesion, der var begrathden rostrocaudale del af hippocampus’
CA1 omrade. Mindre patologi blev fundet i venstigbgs pallidus, hgjre gyrus postcentralis
og venstre capsula interna, men hukommelsesprobtenkan ikke pa fornuftig vis tilskrives
dette (Zola-Morgan et al., 1986). P& baggrund adiéme fra casen R.B. kan det konkluderes,
at hippocampus, i sig selv, er en afggrende struliTL’s hukommelsessystem, og at
bilaterale laesioner, som er begraensede til derob@ppale formations omrade CA1, er nok
til at forarsage amnesi. Desuden synes yderligipmohampale regioner, udover CA1, eller
strukturer uden for hippocampus, ogsa at spilleodle i deklarativ hukommelse, da R.B.’s
amnesi ikke var lige sa sveer som H.M.’s.

Denne konklusion stgttes af et nyere studie af R&@pweret al. (1996), hvor de beskriver
tre amnestiske cases: G.D., L.M. og W.H. Disseepé&tr har alle leesioner, der omfatter den
hippocampale formations CA1 omrade, og de har merderat amnesi end H.M. og E.P.

Patient G.D. Ligesom R.B. havde patienten G.D. en bilateraldegsom primaert var
begreenset til hippocampus’ CA1 omrade, hvilketefgittmoderat anterograd amnesi og svag

retrograd amnesi.
Patient L.M. Patienten L.M. havde en mere udbredt bilateraldeeaf den hippocampale

formation, hvilket involverede de hippocampale Qawrader, gyrus dentatus og et begraenset
omfang af celledad i entorhinal kortex. Ligesom RoB G.D. havde L.M. moderat
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anterograd amnesi. Men han havde sveerere og nireeitkende retrograd amnesi, der
strakte sig mindst 15 ar tilbbage. Denne amnesiemporalt gradueret, saledes at erindringer
teet pa leesionstidspunktet huskedes darligere émdriager leengere tilbage.

Patient W.H. Patienten W.H. havde en mere distribueret skdda hippocampale
formation, hvilket involverede alle de hippocamp@lk omrader, gyrus dentatus, subiculum
og entorhinal kortex’s lag Ill, V og VI. W.H. havéseerere anterograd amnesi end nogen af
de andre patienter, og han havde ogsa lang tempoaalueret retrograd amnesi straekkende
sig mindst 25 ar tilbage.

Sammen med de rapporterede fund fra R.B undenstattgene fra patienterne G.D.,
L.M. og W.H. altsa kraftigt teorien om, at den higampale formation er vigtig for deklarativ

hukommelse.

Pa baggrund af disse, og mange andre, cases k&ardduideres, at bilaterale leesioner
begreenset til hippocampus’ CA1 omrade er nok fibatrsage moderat anterograd amnesi,
og at bilaterale laesioner i og omkring hippocampuesn stadig begraenset til den
hippocampale region, kan forarsage svaerere antgt@nnesi. Case studierne viser ogsa, at
bilaterale leesioner begraenset til den hippocanmegien kan forarsage vidtreekkende
temporalt gradueret retrograd amnesi, straekkedésseller flere ar tilbage.

Patienterne H.M., E.P. og R.B. beskrives ofte sanehde amnesi for deklarativ
hukommelse, hvorfor det antages, at bade episedisiemantisk hukommelse afheenger af
den hippocampale region. Denne antagelse er imigli@roblematisk, da fundene fra af en
reekke studier af patienter madviklingsamnessynes atidggre en undtagelse fra denne regel
(Vargha-Khadem et al., 1997). Disse patienter @veil undersggt i deres tidlige voksenliv,
men har padraget sig bilaterale hippocampale skatitrfarste ar af deres liv, som

gennemsnitligt ramte ca. 40 % af hippocampus (Vaugadem et al., 2001).

Tilegnelse af viden pa trods af svaer amnesi modsaetning til de tidligere beskrevne
amnestiske patienter, har de udviklingsamnestiskieqter relativt bevaret semantisk
hukommelse, og de har tilegnet sig en imponereregagde viden om verden. De glemmer
til gengeeld ofte begivenheder fra hverdagen, hivégikeyder en udtalt episodisk
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hukommelsesforstyrrelse. Den mest studerede af dases er Jon, som har over
gennemsnitlig intelligens og praesterer normalrogfpge og skolastiske tests, selvom han har
haft udpreegede problemer med at huske begivenifradgag til dag siden den tidlige
barndom (ibid.). Det er muligt, at arsagen tilans) evne til semantisk indlaering er markant
bedre end hans evne til at huske begivenhedeafyailddag er, at den tidlige hippocampale
skade (i modseetning til den sene skade i de ganyeestiske patienter) giver mulighed for
funktionel reorganisering i hjernen eller for udingen af effektive kompensationsstrategier.
En alternativ forklaring er, at mennesker med uliivgsamnesi, med tilstraekkelig indsats og
repetition, kan tilegne sig en stgrre meengde sashanten. Dog kun set i forhold til, hvad
der kan forventes pa baggrund af deres episodisgkenhmelsesforstyrrelse (Squire et al.,
2004).

Hvad der yderligere problematiserer den genereltakterisering af, at deklarativ
hukommelse afhaenger af den hippocampale regiat selv de sveert amnestiske patienter
E.P. og H.M. ogsa synes at have en bevaret evee sikmantisk indleering, om end denne
evne er meget begreenset. Stark og Squire (200@dtaat E.P. kan indleere ordstamme
fuldendelses opgaver, og har udelukket at dettlelskypriming, og i et studie af Bayley og
Squire (2002) har de vist, at E.P. kan tilegnefahta-lignende information i cued-
genkaldelseg forced-choice opgaver. H.M. har ogsa vist endeeget evne til semantisk
indleering, idet han kan tegne gulvplanen over et han er flyttet ind i efter
leesionstidspunktet (Kolb & Whishaw, 2003) og hanleat betydningen af nye ord, som
ikke var aktuelle fgr hans operation i 1953. Detterd som "transistor”, "satellit”,
"manelanding” og "AIDS” (Andersen, 2005). Dette yater, sammen med de
udviklingsamnestiske cases, at selvom hippocampimv@lveret i semantisk hukommelse, er
den ikkengdvendigfor denne type hukommelse.

Selvom hippocampus’ specifikke rolle i deklaratukbmmelse er diskutabel, bidrager case
studierne med nogle vaesentlige konklusioner. Fofaiete synes de neurale mekanismer,
som understgtter anterograd og retrograd amnesed, i det mindste delvist, forskellige,

idet den anterograde amnesi i alle tilfeelde er sk@snd den retrograde. For det andet synes
hukommelse for autobiografisk materiale at veersideltig fra hukommelse for fakta
(episodisk vs. semantisk hukommelse), idet nogliepi@r har sveerere forstyrrelse i
episodisk end semantisk hukommelse. Der findes eggé&ns for, at hukommelse for tidlige
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livsbegivenheder er forskellige fra senere livstsegheder, da patienter med retrograd amnesi
har bevaret deres tidlige erindringer. Desuderssarantisk hukommelse ud til at veere
bevaret i patienter, som har veeret udsat for gdbgsioner i forhold til patienter, som har
veeret udsat for lsesioner senere i livet. Med trgeser det ud til, at, selv sveert amnestiske
patienter kan udvise en bevaret evne til semamdkering. De vaesentligste fund fra de

amnestiske cases er opsummetabel 1

Patient | Anterograd | Retrograd Skade pa den hippocampale formation
amnesi amnesi

H.M. Sveer Sveer amygdaloide kompleks, entorhinal kortex,
den hippocampale formation

E.P. Sveer Sveer amygdala, hippocampus, entorhinal kortex,
perirhinal kortex, parahippocampale kortex

R.B. Moderat Let CA1 omradet

G.D. Moderat Let (?) CA1 omradet

L.M. Moderat Sveer CA1, CA2, CA 3 omraderne, gyrus dentatus,
entorhinal kortex

W.H. Sveer Sveer CA1, CA2, CA 3 omraderne, gyrus dentatus, subikulum,
entorhinal kortex

Tabel 1 Opsummering af neuropsykologiske og patologiskel fisa amnestiske cases med bilaterale skader i
MTL.

Fundene fra de amnestiske cases synes i god osgramselse med de tidlige amnestiske
symptomer i AD, og de stgtter de patologiske stadigers antagelse om, at det er den tidlige
skade i den hippocampale region, specielt entorkoréex, som er ansvarlig for denne
amnesi (Braak & Braak, 1995). Da stort set al infation til og fra den hippocampale
formation gar gennem entorhinal kortex fifjur 6), resulterer denne skade i, at hippocampus

mere eller mindre isoleres fra resten af hjernen.

Siden det farste studie af H.M. har der veeret lsugnere systematisk at studere MTL'’s
anatomi og de forskellige strukturers mere spekafifunktion i hukommelse. Dette har fort
til etableringen af en eksperimentel dyremodekfomnesi.

1.2.5. En dyremodel for amnesi

| labet af de sidste to artier har arbejdet meé-kienneskelige primater resulteret i

etableringen af en dyremodel for amnesi og i idiéationen af det system af strukturer i
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MTL, som er essentielle for deklarativ hukommel&k/drez-Royo et al., 1992). Udviklingen
af denne dyremodel gjorde det muligt systematiskndersgge hvilke anatomiske strukturer,
der er vigtige for hukommelse. Forskningsstrategi@nligefrem: Aber blev pafart bilaterale,
kontrollerede laesioner, som var begreenset til stebd struktur eller bestemte strukturer i
MTL. Effekten af fijernelsen af disse strukturenbleerefter bestemt kvantitativt ved at
vurdere abernes praestation pa opgaver, som eiskiembed opgaver, der bruges til vurdere

hukommelsesforstyrrelse i mennesker.

En dyremodel inspireret af H.M. Udviklingen af dyremodellen for amnesi begynatied,

at man lavede bilaterale laesioner af temporallapgpam tilneermede sig skaden, som den
sveert amnestiske patient H.M. var udsat for (MishkB78; Squire & Zola-Morgan, 1988).
Disse leesioner blev pafart aberne gennem et kskiigdgreb gennem den ventrale overflade
af temporallappen, og det leederede omrade inkldeeden hippocampale formation og
amygdala. Dette er blevet kaldt e} lsesion. 'H’ refererer til hippocampus, 'A’ refeesr

til amygdala og™ til de kortikale omréder omkring hippocampus egygdala (Zola-Morgan
et al., 1993). HA" lsesionen i aber reproducerede mange af de vagsentli
hukommelsesproblemer som blev observeret hos pai¢hM. og andre amnestiske
patienter (jf. afsnit 1.2.4.). Ligesom amnestiskégnter var aberne alvorligt sveekkede i en
reekke hukommelsestests, men havde bevaret eatdikigne sig og opretholde feerdigheder
(Zola-Morgan & Squire, 1985, Alvarez-Royo et ab92).

Delayed (non)match to sample testning Siden disse farste studier har forskere sysisknat
undersgagt effekten af at leedere forskellige stmektuMTL. Studierne er baserede pa disse
leesioners forringelse af abernes praestation i speéelayed non-match to samgleNMS)
ogdelayed match to samp{PMS) testene, hvilket er tests, der bruges tieate visuel
hukommelse i mennesker og dyr (Alvarez et al., JOBAMS og DMS opgaver kreever, at
forsggsdyret skal holde et visuelt stimulus i hukeetsen over en delay periode, far det
responderer pa et valg-stimuli. Efter delay penogesesenteres forsggsdyret for to stimuli. Et
af dem er det stimulus, som blev praesenteret éitigsamplet), og det andet er et nyt
stimulus (non-matching). | DNMS paradigmet skakfmgsdyret nu veelge det nye stimulus,
og i DMS skal det veelge det tidligere preesentestidaulus. Disse opgaver klassificeres som
visuelle genkendelsesopgaver, da de kreever, @dedyret kan (1) genkende objekter og (2)
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genkende et givent objekt i en given kontekst. W&MS og DMS i aber praesenteres aben
farst for et objekt, og aben skal flytte dette &bjer at modtage en belgnning (mad). Efter et
delay praesenteres det samme objekt ved sidemgf ebjekt, og aben skal leere at flytte det
nye (DNMS) eller det tidligere praesenterede (DMSgkt for at modtage endnu en
belgnning (Kolb & Whishaw, 2003).

| modseetning til Mishkins oprindelige hypotese ambade amygdala og hippocampus er
involverede i, og ngdvendige for, at udfgre deype hukommelsestests (Mishkin, 1978),
har efterfglgende studier vist, at amygdala-skéderalenekompromitterer abernes evne til
at udfare testene (Zola-Morgan et al., 1989b). 8khdgraenset til den hippocampale region
(H) er nok til at forarsage signifikant forringelaBabernes praestation i testehlvarez et
al.,1995; Zola-Morgan & Squire, 1986; Beason-Heldle 1999). Men abernes praestation i
testene bliver darligere jo flere strukturer i MEliukommelsessystem, der skades.
Eksempelvis hvis den hippocampale region plus aekrimgliggende entorhinale og
parahippocampale kortex laederes)(@lishkin, 1978; Zola-Morgan & Squire, 1986; Zola-
Morgan et al.,1989a; Alvarez et al., 1994, Alvae¢al., 1995), eller endnu veerre, hvis den
hippocampale region plus alle de omkringliggendeikale regioner, altsa perirhinal,

entorhinal og parahippocampal kortex leeder€s)(EZola-Morgan et al., 1993).

En dyremodel inspireret af R.B. Inspireret af den amnestiske patient R.B. hda-Zo
Morganet al. (1992) ogsa udviklet en dyremodel for cerebradeski i aber, for pa denne
made mere systematisk at kunne undersgge effekiskeamisk hjerneskade pa
hukommelsesfunktionen. Aberne blev udsat for 15ubb@rs reversibel iskeemi gennem en
non-invasiv teknik, som involverede okklusion afge carotis-arterievg farmakologisk
induceret hypotension. Den iskeemiske leesion (1Dl resulterede i signifikant bilateralt
tab af neuroner i hippocampus’ CA1 og CA2 omradem ogsa i tab af neuroner i hilus og
gyrus dentatus. Disse abers praestation pa DNMé&ntesr sammenlignelige med aber med
H* laesioner. Men pa to andre hukommelsestests vas gesestation bedre end dé& H
leederede abers. At iskeemiske leesioner resultértteie overordnet hukommelsesforstyrrelse
end H laesioner indikerer, at de iskeemiske aber (og &fagelse af dette patient R.B.) ikke
har en mere diffus og omfattende neural dysfunktsom ikke blev opdaget ved den
histologiske undersggelse. Disse resultater bidrdgiemed med yderligere evidens for, at
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hippocampus er et centralt omrade for patologiskerager ved cerebral iskeemi, og at skade
begraenset til hippocampus er nok til at nedseeterhmelsen (Zola-Morgan et al., 1992). |
tabel 2er nogle af de vigtigste fund, der har fart til@yodellen for amnesi opsummeret.

Leesion af Forkortelse Referencer

Hippocampus H laesion / ISC leesion |[Zola- Alvarez-Royo, 1991, Alvarez et al., 1995;
Morgan & Squire, 1986; Zola-Morgan et al., 1992

Hippocampale formation & |H" laesion Mishkin, 1978; Zola-Morgan & Squire, 1986;

parahippocampal kortex Zola-Morgan et al., 1989

H" lzesion plus entorhinal & H™" leesion Zola-Morgan et al., 1993

perirhinal kortex

Hippocampale formation, H'A" laesion Squire & Zola-Morgan, 1988

amygdala, perirhinal &

parahippocampal kortex

Tabel 20psummering af nogle af de vigtigste fund, derflertil dyremodellen for amnestisk syndrom.

Fundene fra disse studier understgtter altsa gtdfippocampus’, og de omkringliggende
kortikale strukturers, centrale rolle i deklaratwkommelse. Der synes god overensstemmelse
mellem abestudierne og studierne af amnestiskes calet de amnestiske patienter, som har
laesioner i bade hippocampus og den omkringliggéodex, ligesom de leederede aber, har
en sveerere hukommelsesforstyrrelse end dem, soenHaesion, der er begraenset til
hippocampus alene. Desuden findes der evideng &yeanodellen, ligesom de amnestiske
patienter, kan have temporalt gradueret retrognaakai (jf. afsnit 1.3.4.) (Squire et al.,

2004). Pa samme made som de amnestiske casestattdedyremodellen for amnesi altsa
ogsa de patologiske stadieteoriers antagelse omendidlige skade i den hippocampale

region er arsagen til de tidlige amnestiske symptamAD.

Nar man undersgger MTL'’s bidrag til deklarativ hokuoelse, er et afggrende spgrgsmal
0gsa, hvordan MTL bidrager til mere specifikke hukoelsesprocesser. Deklarativ
hukommelsesforstyrrelse kan skyldes en forstyrr@lddTL's bidrag til indprentning,
konsolidering eller genkaldelse af hukommelsey @tekombination af alle disse
hukommelsesprocesser (Cameron et al., 2001). $toeie event-relaterede potentialer og
funktionelle billeddannelsesstudier med PET og fMRI det muligt separat at male
hjerneaktivitet i hukommelsesprocessens indkodriaoggyenkaldelsesstadie i mennesker, der

udfarer forskellige hukommelsestests.
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1.2.6. Studier med event-relaterede potentialer

Malinger fra patienter med implanterede elektradgernen giver en sjeelden mulighed for at
observere den humane hippocampus i aktion. Narwgpg neuroner inden for en passende
geografisk afstand aktiveres samtidig, kan de gereat ekstracelluleert elektrisk potentiale,
som kan males i event-relaterede potentialer (ERfPaller & McCarthy, 2002). De
undersggte patienter er epilepsipatienter, sonfaleaimplanteret dybdeelektroder som led i
den Kkliniske evaluering, der skal bestemme, onkdélsve foretaget et kirurgisk indgreb for
at lindre epilepsien (Cameron et al., 2001).

ERP’er blev fgrst malt i hippocampus pa en grupgtéepter, der udfarte en
kategoriseringsopgave (Halgren et al., 1980; Md@eet al., 1989). Der blev observeret et
mgnster af ERP’er i MTL, hvilket angiveligt er geaeet af den samtidige aktivering af
spatialt grupperede hippocampale pyramidecelletteDagnster var ens for bade tidligere
preesenterede begivenheder og mere sjeeldne begiegrilet simpelt
kategoriseringsparadigme (Halgren et al., 1980; Mty et al., 1989). Dette antyder, at
hippocampale pyramideceller er involverede i dedtlae hukommelsesprocesser, men det
siger ikke noget om hvordan. Et senere studie git@nre indsigt i, hvordan de hippocampale
pyramideceller er involveret i deklarativ hukomneels

Paller og McCarthy (2002) malte ERP’er i patiensemn udfgrte en DMS opgave, der
svarede til den, som er blevet brugt til at visklaiativ hukommelsesforstyrrelse i amnestiske
patienter og leederede aber (jf. afsnit 1.2.4. @p]). De fandt de hgjeste amplituder 300-500
millisekunder efter praesentationen af et stimubgsdisse var i alle tilfeelde starst ved
praesentationen af indleeringsstimuli frem for praeg@men af valg-stimuli. Mgnstrene af
ERP gradienter observeret mellem tilstgdende hipmpale elektroder og lokalisationen af
maximale amplituder antyder, at disse potentidiev produceret i den posteriore del af
hippocampus. Disse ERP’er indikerer, at hippocampgtamideceller har en
indprentningsfunktion for begivenheder, som sesked huskes (Paller & McCarthy, 2002).
Disse resultater stgtter altsa antagelsen omuapgr af hippocampale pyramideceller er
involverede i deklarativ hukommelse, og mere sjidcskr det ud til, at celler i den posteriore

del af hippocampus er involveret i indprentningédeklarativ hukommelse.

1.2.



KAPITEL 1: INTRODUKTION 35

Denne antagelse stgttes af et studie af Canedrain(2001), hvor de fandt, at de
hippocampale neuroners respons under indprenthiagsacierede ordpar kunne forudsige,
om forsggspersonerne senere ville huske ordpakianekt. De fandt desuden, at neural
aktivitet i entorhinal kortex var korreleret medngaldelsessucces. Disse data antyder derfor,
at hippocampus spiller en afggrende rolle i indpriewy af deklarativ hukommelse, hvorimod

entorhinal kortex spiller en mere afggrende rotienkaldelse.

Disse studier af ERP’er bidrager — helt ned pa keddee-niveau - med evidens for, at MTL
er involveret i deklarativ hukommelse, og desudaiyder de, at celler i forskellige strukturer
i MTL bidrager forskelligt til indprentning og geaklelse af denne hukommelse. Dette
stemmer i hgj grad overens med fundene fra PE™M&Y Btudier, som har impliceret
forskellige strukturer i MTL i indprentning og gealilelse af episodisk hukommelse.

1.2.7. Studier med funktionel billeddannelse

Der er en gget interesse i at bruge funktionelleddannelsesteknikker til at undersgge mere
specifikke funktioner i MTL og den mulige opdelia§funktioner i denne region. Mange

PET og fMRI studier af MTL'’s funktioner har fokus¢pa opdelingen i indprentning og
genkaldelse af hukommelse. Disse studier har bédnagd overbevisende evidens for, at
aktiviteten i MTL sendres under indprentning og gddilse af hukommelse (Lepage et al.,
1998; Schacter & Wagner, 1999; Greicius et al. 3200

| 1998 udfgrte Lepaget al. en metaanalyse over 52 publicerede PET studier om
hippocampus og dens aktivering under indprentnongenkaldelse af hukommelse. De
rapporterede at hippocampal aktivering, som vas@aseet med indprentning af episodisk
hukommelse, primeert var lokaliseret i den anterskeaf den hippocampale region,
hvorimod aktivering associeret med genkaldelsea&ioelisk hukommelse primaert var
lokaliseret i den posteriore del. De refereredddite mgnster af anterior
indprentningsrelateret og posterior genkaldelsaszedt PET aktivering, som HIPER
modellen (Hippocampal Encoding/Retrieval Model)gage et al., 1998). Modellen antyder
en opdeling af hukommelsesfunktioner i den anterag posteriore del af den hippocampale

formation.
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| 1999 udfarte Schacter og Wagner imidlertid enesmnchetaanalyse over MTL'’s aktivering i
indprentning og genkaldelse af episodisk hukommélsegennemgik data fra f/MRI og PET
studier og interessant nok fandt de, i modseetilihgpageet al, at de fleste fMRI studier
viste stgrst aktivitet i den posteriore del af Mihder indprentning. Dette er i
overensstemmelse med fundene fra Paller og McGa(#02) ERP studie (jf. afsnit 1.2.6.),
men det er i direkte modstrid med Lepagel.’s fund. Efter at have overvejet evidensen fra
Lepageet al's metaanalyse og andre studier, konkluderede derdat PET studier af
indprentning afslarebadeanterior og posterior aktivering af MTL, hvilkemiddelbart
overvinder de modsatrettede fund (Schacter & Wadr#99). fMRI studierne stgtter
imidlertid konklusionen om, at den posteriore d&Vid L er associeret med indprentning af
episodisk hukommelse. For fa fMRI studier af MThigivering under genkaldelse er
rapporteret til at drage faste konklusioner om pleacise lokalisering af denne
hukommelsesproces (Schacter & Wagner, 1999).

Selv om der ikke kan drages faste konklusionergofjhund af disse metaanalyser af PET og
fMRI data, ser det altsa ud til, at bAde den amterdog posteriore del af MTL er involveret i
indprentningen og genkaldelsen af episodisk hukolsenévilket ogsa er konklusionen i et
nyere fMRI studie af Greiciust al (2003). Der findes imidlertid andre fMRI studiegm
stgtter HIPER modellens opdeling af funktionern dateriore og posteriore del af den
hippocampale formation (Zeineh et al., 2003; Prigical., 2005). Baggrunden for de
blandede resultater kan veere, at lokaliseringdarddttioner i en posterior og anterior region
er for grov, og at denne forklaringsmodel dermetbesimpel (Squire et al., 2004).
Yderligere studier, der benytter mere fglsommeitddan, som kan lave en bedre anatomisk
opdeling af MTL, synes afggrende for videre forakniDette vil ogsa veere relevant for
forstaelsen af den tidlige amnesi i AD, da derdim@videns for, at denne amnesi skyldes
indprentningsvanskeligheder (Dick et al., 1989;dBeeet al., 1996), mens
genkaldelsesdefekter ikke bidrager veesentligietiithnestiske symptomer (Delis et al.,
1991).

Mange billeddannelsesstudier har ogsa fokuserdepdpraefrontale kortex’s (PFC) rolle i

indprentning af deklarativ hukommelse. Selvom fure&a neuropsykologien ikke
oprindeligt har peget pa PFC som et grundlag fdprientning af deklarativ hukommelse, har
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billeddannelsesstudier gentagne gange implicer€tiRlenne proces (Paller & Wagner,
2002). Dette har medfart en lang debat om PFCls raleklarativ hukommelse — specielt set
i forhold til den veletablerede viden om MTL’s ®ll denne type hukommelse. | et studie af
Reberet al. (2002) foreslar de imidlertid, at PFC ikke skaistds som et neuralt grundlag for
deklarativ hukommelse, men derimod som havendeagtulerende rolle pa den indprentning
af deklarativ hukommelse, som foregar i MTL. PF@agas at veere impliceret i forskellige
indprentningsstrategier, som gger den korrekte @dalse af hukommelsesstoffet. Dette
stemmer umiddelbart bedre overens med fundenesfreopsykologien og ger antagelsen om
PFC’s implikation i deklarativ hukommelse mindrenkoversiel.

1.2.8. Opsummering

Hippocampus og de omkringliggende strukturer i Msflller en afgagrende rolle i deklarativ
hukommelse, og en skade i disse strukturer kangnedmnesi. Denne viden stammer bl.a.
fra casestudier af amnestiske patienter. Dissemati har alle anterograd og forskellige
grader af retrograd amnesi for deklarativ hukommdis undtagelse er dog
udviklingsamnestiske patienter, som tilsyneladematebevaret semantik hukommelse pa
trods af udtalt episodisk amnesi. Fundene fra deestiske cases stgttes af eksperimentelle
leesionsstudier i aber, som ligefrem har resuliezatdyremodel for amnesi. Dyremodellen
har gjort det muligt eksperimentelt at undersggaeaigale strukturer og systemer i MTL,
som understgtter deklarativ hukommelse. Undersegeisde mere specifikke funktioner i
deklarativ hukommelse og deres lokalisering i MTlblevet foretaget ved hjeelp af ERP
studier og studier med funktionel billeddannelsenKlusionerne fra disse studier er endnu
uafklarede, men de kobler bade indprentning og ajdekse af deklarativ hukommelse til
MTL.

Pa baggrund af denne gennemgang af evidensempfaoddampus’ rolle i amnesi bar den
kognitive test til validering af dyremodellen foDA Géttingen minigrisen veere en test, der
er sensitiv over for deklarativ hukommelsesforsilge pa baggrund af hippocampal skade.
Dette er relevant for valideringen af dyremodelléa,den tidlige atrofi i den hippocampale
region, ifalge de patologiske stadieteorier, eages til de tidlige amnestiske symptomer i
AD.
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1.3. Studiets formal

Der findes en raekke neuropsykologiske tests, sosrresitive over for hippocampale skader i
dyr. De fleste af disse tests er imidlertid aldrigvet benyttet i studier med grise. Sa for at
kunne bruge en af testene til validering af dyreelled for AD, ma det farst undersgges,
hvorvidt det er muligt at overfare denne test titfigen minigrisen.

| dette speciale forsgges det at overfgre en @&t neuropsykologisk test til Gottingen
minigrisen, som er sensitiv over for episodisk hmkeelsesforstyrrelse og hippocampale
leesioner. DNMS testen er den mest benyttede téshifor den dyreeksperimentelle
hukommelsesforskning (Gallagher & Rapp, 1997), forader arbejdes med en modificeret
udgave af denne test, som passer bedre til grigsiksog preeferencer. Testen antages at
male et korrelat for episodisk hukommelse og epbgampus-afheengig i lang raekke
modaliteter og dyr - herunder mennesker.

Der benyttes en T-lignende maze til DNMS testningenGottingen minigrise i tidligere
studier har vist en preeference for spatiale opg@eustgaard et al, 2005) og en villighed til
at lgse maze-baserede opgaver (Mendl et al., 12Righlin et al., 1999; Bolhuis et al., 2004,
Hagl et al., 2005). Denne type opgave kan - soattedstudie - karakteriseres som en spatial
DNMS opgave (Shaw & Aggleton, 1993), men andre lkargserer opgaven som en delayed
forced alternation opgave (Dudchenko, 2001; 20D4hne type opgave har vist sig at veere
meget sensitiv over for hippocampale laesionerterphvorfor den ligefrem benyttes som
"adfeerdshistologi” til vurdering af effekten af @mderede hippocampale laesioner
(Dudchenko, 2001). Den benyttede maze er en foestaersion af en maze, som Ladieu
(1944) tidligere har benyttet i studier med rott@rsggsdyrene var 8 Gottingen minigrise,
som alle var udvoksede orner. De skulle alle indlBXXMS opgaven, hvorefter de blev delt
op i en testgruppe, som blev injiceret med skopoidar at skabe en reversibel dysfunktion i
hippocampus, og en kontrolgruppe, der blev injicered saltvand. De to grupper blev
derefter testet med forskellige delays for at usdge skopolamins effekt pa
hukommelsesfunktionen (dette beskrives detaljetapitel 2.)
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Det forventedes at grisene ville indleere den slgallNMS opgave ud fra en

indleeringskurve, som ligger pa et niveau mellerterstog abers, at delayets laengde ville
have en indflydelse pa grisenes praestation pa epgag at de skopolamin-behandlede grises
praestation ville forringes signifikant i forhold kiontrolgruppens.
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Metode

Den kognitive test til Gottingen minigrisene er duat pa DNMS paradigmet, som blev
beskrevet i afsnit 1.2.5. | modsaetning til det ogelige paradigme, som er baseret pa den

visuelle modalitet, testes grisene i dette studien spatiale modalitet.
2.1. Forsggsdyr

Forsggsdyrene bestod af 8 eksperimentelt naiver@étt minigrise (Ellegaard Gottingen
minigrise, Dalmose, Danmark), som alle var ornexd ¥orsggets begyndelse var de 12-14
maneder gamle og vejede i gennemsnit 20 kg., mexprexining pa 15-27 kg. For at kunne

kende forskel pa grisene, blev de gremaerket medemeni-8.

Figur 7 Billeder af Géttingen minigrisen.

Grisene var opstaldet i to grupper & fire i adeKilise pa 2 m. x 3 m. med et underlag
bestaende af savsmuld og strd. Basene var bereggekaynitiv stimulation i form af bolde og
nogle gange en tom fodersaek. Stalden var oplystaieddiisk lys fra kl. 7.00 om morgenen
til kl. 15.00 om eftermiddagen, men naturligt lysnke ogsa komme ind gennem staldens
vinduer. Grisene blev foderdepriveret pa et 70%aivi forhold til den anbefalede daglige
maengde foder, hvilket er et normalt depriveringeau i studier med feademotiveret
indleering i grise (Klopfer, 1966; Moustgaard et 2004). Ud over deres standard diget blev
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grisene belgnnet med foder opblgdt i vand, somaldtag i sma doser i forbindelse med den

daglige treening.

Grisene blev fodret om morgenen og eftermiddaggrnraningssessionerne blev altid udfert
der imellem. Grisene blev fodret i grupper, og fedélev spredt ud over basens gulv. Vand
var altid tilgaengeligt. Forsgget er godkendt afddgrsggstilsynet under tilladelse 2003/561-
745.

2.2. Apparatur

Grisene blev treenet i en T-lignende maze, som @astkueret af traeplader i markebrunt

finer. Mazen var 1.20 m. hgj og havde et gulvap@aB m. x 4 m. (jffigur 8). Gangene var 1

m. brede, og startboksens areal var 1 m. x 1 nse@ei blev lukket ind i mazen via en dar |
startboksens bagende. Startboksen havde tre qelitetre, som hver isaer kunne abnes ved at
treekke i et reb. Begge mazens arme kunne aflukleelsem svingdgr. | mazens venstre arm
var der indsat en dar, sa eksperimentator havdengdi) mazen. Der blev taget tid pa
grisenes test trials med et stopur. Valgkriterignualkriterier var markeret med streger i
gulvet (jf. figur 8), og omradet omkring valgkriteriet blev overvagetd et videokamera, som

var tilsluttet en monitor.

. 3m >
/ \ ‘L / \

Valg-

kritermum
4m

T L MAL

J L kriternum
} } I ¥ } 4 1 [
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Figur 8 lllustration af mazen til den spatiale DNMS procesiUTil venstre ses en skitse af mazen med mal og
dare markeret. Til hgjre ses en illustration af emmed markering af valgkriterier, malkriterier,
belgnningsomrader og eksperimentators positionvbdgstartboksen.

Mazen blev opbevaret i samme stald, som grisenepstaldet i. Grisenes base var imidlertid
lokaliseret bag mazens bagende, sa eventuelletotiske og/eller auditive cues fra basene
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skulle veere udelukket. Mazen var aben, men varsddupj at den hindrede udsynet til
stgrstedelen af stalden. Grisene havde imidlertididsyn til staldens veegge og loft, hvor der
var placeret tydelige ekstra maze cues i form edkiellige mgnstre, der var klippet ud af sorte

affaldssaekke (jftigur 9).

Figur 9 Billede der illustrerer eksperimentators udsyn til [ ,--.o -
den faktiske maze fra hans position bag startbokReh ;P ¢ |
til at heeve startboksens guillotinedgre og ledrmitigenonitoren
ses i forgrunden. | baggrunden kan mazens omgivelsd
ekstra maze cues svagt skimtes.

2.3. Procedure

Traeningsproceduren er opsummerfegur 10.

Figur 10 Oversigt over forsggets treenings

faser. Oversigt over treeningsfaser

1. Habituering til eksperimentator
20 min. pr. session

2. Habituering til mazen
10 min. pr. session

3. Shaping — fgrste fase
Grisene treenes til at g& ned ad mazens arme
10 trials pr. session

4. Shaping — anden fase
Grisene treenes til at ga ind i startboksen
10 trials pr. session

5. DNMS procedure
5 treeningstrials pr. dag
Kriterium: 80% korrekte trials

6. Test af skopolamins effekt pA DNMS opgaven
med forskellige delays (60 s, 300 s og 900 s)
Opdeling i test og kontrolgruppe
5 treeningstrials pr. dag
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2.3.1. Habituering til eksperimentator

Grisene blev farst habitueret til eksperimentated at eksperimentator opholdt sig i basene
og spredte sma doser foder omkring sig, sa grigammede sig til eksperimentators
tilstedevaerelse og forbandt ham med foderbelgniginglaglig session pa 20 minutter i 10

dage).

2.3.2. Habituering til maze

Grisene blev herefter habitueret til at ga fra bad#enazen og ind i startboksen (de blev ledt
med foder). Herefter blev de habitueret til at dgacsig i mazen. Foder var spredt ud over
mazen som reinforcere, og alle mazens guillotinedgrsvingdare var abne. Hver gris fik lov

til at eksplorere i mazen 10 minutter pr. dag e@el

2.3.3. Shaping — fgrste fase

Den farste shaping-fase bestod af, at grisenettdenet til at ga ned ad mazens arme. Der
udfartes 10 trials pr. dag i 2 dage, hvor griseleg treenet til at ga ind i den dbne arm (den
anden arm var lukket med en svingdgr). Hver triibutes ved at placere grisen i startboksen
og med det samme abne guillotinedgren. Grisenaeiafedes (1 spsk. opbladt foder), nar
den kom frem til enden af den dbne arm. Dereftev glisen ledt ind i startboksen og
reinforceret igen (% tsk. opbladt foder). Om denstre eller hgjre arm var dben, besluttedes

ud fra et pseudorandomiseret skemayv.random.org/sform.html

2.3.4. Shaping — anden fase

| den anden shaping-fase blev grisene treenetdé and i startboksen, nar de kom frem til
enden af den abne arm. Proceduren var den sammefgste shaping-fase, men grisene
blev nu farst reinforceret (1 spsk. opbladt fodedy, de af sig selv var gaet ind i startboksen.

Der udfgrtes 10 trials pr. dag i 2 dage.
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2.3.5. DNMS procedure

Hver treeningstrial bestod af en samplefase ogstfase. Under disse faser var
eksperimentator altid positioneret bag ved stagbaokhvorfra han kunne betjene startboksens
guillotinedgre og belgnne grisen. Treeningsprocedbiey initieret ved at lukke grisen ind i
startboksen, abne den midterste guillotinedgr agevimdtil den gik ind i mazen. Under
samplefasen blev grisen tvunget til at ga ned aaf émazens arme ved at lukke svingdgren til
den anden arm. Om det var den ene eller den amderdar var lukket, varieredes ud fra et

pseudorandomiseret skema (se bilagd8@y.random.org/sform.htrjpl Grisen blev herefter

lukket ind i startboksen med guillotinedgrene Iukkénder delay-perioden gik
eksperimentator ind i mazen og abnede begge marzews Desuden gik han ned ad begge
mazens arme og spulede mazens "T-kryds” med kaldld ¥or at forhindre eventuelle
olfaktoriske cues. Efter delay-perioden abnedestetksens midterste guillotinedar, sa grisen
kunne ga ind i mazen.

Nar grisen tradte over en af stregerne for valgkigt med begge forben, blev den
noteret for at have valgt den pagaeldende arm, titastéasens videre forlgb (figur 8).
Dette blev overvaget af et videokamera tilslutteh®nitor, sa eksperimentator kunne holde
opsyn med grisens valg uden at flytte sig fra sisifion bag startboksen. Eksperimentator var
altid positioneret bag startboksen, i samme afstanthazens venstre og hgjre arm, for at
udelukke eventuelle visuelle, auditive og/elleakitbriske cues pa baggrund af
eksperimentators placering. Nar grisen tradte stregen for malkriteriet i den arm, den ikke
havde veeret i under samplefasen, blev den reinfetr¢& spsk. opblgdt foder) og tiden blev
noteret. Denne reinforcering blev farst praesentaggtgrisen naede frem til malkriteriet,
hvilket yderligere var med til at udelukke olfakike cues fra foderet. Grisen fik hgjest lov
til at opholde sig i mazen i 180 sekunder. Hvis itkke ndede frem til malkriteriet inden for
denne tidsramme, fik den noteret maksimum tid ey kdt til enden af den rigtige arm og
reinforceret (jf. Bolhuis et al., 2004). Dereftdewgrisen lukket ind i startboksen, hvor den
ventede indtil nzeste trial. Grisene blev altid f@iceret nar de gik ind i startboksen (¥ tsk.
opblgdt foder).

Der blev foretaget 5 treeningstrials pr. dag ucefiayklus med 5 dages treening efterfulgt af 2
dages pause, indtil grisene opnaede kriterietnfdlegring af opgaven (80% korrekte
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gennemlgb pa 25 trials) med en 60 sekunders deldgee indsat mellem sample og testfase.
Dette delay blev valgt pa baggrund af et studie m&er som viser, at et delay af denne
leengde er tilstraekkeligt til at udelukke, at forsgyget benytter en "arbejdshukommelses-
strategi” til at lase opgaven, hvor det blot holgennemlgbet fra samplefasen aktivt i
korttidshukommelsen, uden at der foregar nogentbgdagring af dette i
langtidshukommelsen (Clark et al., 2001). Reekkeiwligr testning af grisene blev varieret,
sa det ikke var den samme gris, der blev testst Femholdsvis sidst pa testdagene. Denne
variation blev foretaget ud fra en latin squaredamisering. Baseret pa et tidligere abestudie
(Murray et al., 1989) blev der foretaget korreksieening med de grise, som ikke havde
opnaet kriteriet indenfor 150 trials. Efter et ferkgennemlgb fik nu grisen lov til at gentage
gennemlgbet — bade samplefase og testfase - igigewgndtil den valgte den korrekte arm.
Pa disse korrektionstrials blev der ikke preesentgkladt foder i startboksen under
samplefasen eller ved forkerte valg under valgfatan den ssedvanlige reinforcering af
opbladt foder blev praesenteret nar grisen valgbekderekte arm. Efter hver enkelt gris
havde opnaet kriteriet for indlaering af opgaverylen stadig treenet regelmaessigt for at
opretholde dens preestationsniveau, indtil den skabites med skopolamin.

2.3.6. Test af skopolamins effekt pA DNMS opgavenead forskellige delays

Efter alle grisene havde opnaet kriteriet for initkgg af DNMS opgaven med et 60 sekunders
delay indsat mellem sample- og testfasen, blevakopins effekt pA DNMS opgaven
undersggt med delays pa 60 sekunder, 300 sekugdsekunder. Skopolamin er et stof,
som har vist reduceret indleering og hukommelselélraske forsggspersoner og forskellige
arter dyr (Ogasawara et al., 1995) (skopolaminskéfia hukommelse beskrives mere
detaljeret i afsnit 4.1.2.). Grisene blev tilfeetdagpdelt i to grupper med fire grise i hver. Den
ene gruppe udgjorde testgruppen, som hver testdagrijiceret med skopolamin. Den anden
gruppe udgjorde en kontrolgruppe, som hver tesbiaginjiceret med saltvand.
Eksperimentator havde ikke kendskab til hvilke grider tilhgrte henholdsvis testgruppen og
kontrolgruppen, hvorfor dette studie kan karakeras som et dobbeltblindt studie. Fgrst blev
de to grupper testet 25 trials med 300 sekunde&bdgals 60 sekunders delay, hvorefter der
blev byttet om pa, hvilken gruppe der fik skopolamg saltvand og testet 25 trials med hver
af de to delays igen. Disse to delays blev tesglei@bende, saledes at der blev testet med 300

sekunders delay om formiddagen og 60 sekunderg deleeftermiddagen. Herefter blev de
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to grupper testet 25 trials med 900 sekunders dblayefter der igen blev byttet om p3,
hvilken gruppe der fik skopolamin og saltvand fiur 11). Dermed blev alle grisene testet
bade med og uden injektion af skopolamin pa deetays. Dette er afgarende for testens
statistiske styrke, da grisene dermed kunne vioke lsontrolgruppe for dem selv (jf. afsnit
2.5.). For at sikre en tilstreekkelig udvaskelsstaffet fik grisene lov til at hvile i to dage, far
der blev byttet om pa hvilken gruppe, der fik skiapain (Rosier et al., 1999).

N
Q
@ Ca aneder
N
Q
=
(]
© T () o) o)
25 529 g Z 8232 ¢ ¢
Yo oo = n8 vl 9O (e}
o= 255 < o k) T O k)
e £ 35 5 » = 2o 29 o =}
58 g2&a 3 5 25 23 3 3§
@3> 31 | o > <3 <3 3 3
S@Q 9 - g o 21 =] 5 5 5
g =3 5 o R I I I I
3 v &
] = = ® c 35 w w (o) [(e]
3 ® 5 @ 5 o o O o
> E)h —n @ o o o o
N 0 % %] [ (7] 7))
~ ® o o o =} o
e @ o a
2 &
Figur 11 Tidslinie over eksperimentets forskellige fa: r. Injiceret med saltvand®  : Injiceret med

skopolamin@ : Traeningsprocedurer uden ingekti

2.4. Administration af skopolamin

Under testningen med skopolamin blev grisene laderget, og dosis injiceret skopolamin
blev reguleret efter eventuelle veegteendringer ifag B). Hver testdag blev grisene 15-30
minutter for adfaerdstestningen begyndte injicered B,05 mg./kg.skopolamin

(scopolamine hydrobromide, SIGMA) eller saltvankdaahgigt af, om de tilhgrte testgruppen
eller kontrolgruppen. Injektionerne blev givet aruskulzert af personalet pa den Kongelige
Veterineer- og Landbohgjskole (KVL) og foregik udsksperimentators tilstedeveerelse for at
undga, at grisene uhensigtsmaessigt blev bangeafor Ba der ikke findes farmakokinetiske
data for skopolamin i grise, er injektionstidspwetkiaseret pa humane data, hvor den
maksimale serum koncentration findes efter cail BD tminutter, og hvor stoffets

% Dette blev nedreguleret til 0,04 mg./kg. i fors@getartfase (jf. afsnit 3.2.).

Thomas Rune Nielsen: Kognitiv testning af Gottinganigrisen 2.4.
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halveringstid er ca. 220 minutter. Der blev deifgiceret 2-3 gange hver testdag, med
intervaller pa ca. 120 minutter. Den valgte dosigeledes baseret pa humane data, hvor en
dosis pa mellem 0,04 og 0,08 mg./kg. har resulidogstyrrelse af hukommelsesfunktionen
(Ebert et al., 1998). Desuden har et studie af Koret al. (2005) ikke fundet nogen effekt af
en 0,03 mg./kg. dosis skopolamin pa Géttingen misgg praestation i en spontan
objektgenkendelses opgave, hvorfor denne dosigient vaere for lille. P& baggrund af
disse data blev det antaget, at en dosis pa 0,0&gngar tilstreekkelig til at bibringe den
gnskede kognitive dysfunktion uden samtidig atfeage uhensigtsmaessige bivirkninger (jf.
afsnit 4.1.2.).

2.5. Data analyse

Beregninger i forbindelse med grisenes indlserinDMMS opgaven blev udfgrt i Microsoft
Excell regneark. Tidskurver og indleeringskurvewbliistreret med punktkurvediagrammer,
som ligeledes blev udarbejdet i Microsoft Excell.

Statistiske analyser af resultaterne fra skopoltorswget blev foretaget i
statistikprogrammet SPSS. Da alle grisene varttbétte med og uden skopolamin pa de tre
delays, kunne der udfgres statistiske analysergaathgne malinger (to-vejs ANOVA) for at
vurdere parametrene gruppe og delay, og gruppéay deeraktionen — bade med hensyn til,
hvor lang tid det tog grisene at komme frem til @abg hvor mange korrekte trials de havde.
Desuden blev der lavet tohalede parrede t-test¢prgennemsnit skulle sammenlignes.
Resultaterne blev illustreret i sgjlediagrammem sdev udarbejdet i Microsoft Excell.
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Resultater

3.1. Indleering af DNMS opgaven

Stort set alle grisene lzerte hurtigt, at opgavkndipa at komme frem til malet i den
reinforcerede arm. En gris (mg6) naegtede imidlextigd ned ad mazens venstre arm i de
farste trials — bade i samplefasen og testfasdar Béssion 7 modtog mg6é derfor 5 ekstra
shaping trials, hvor den blev shapet til at gaaganazens venstre arm, hvilket lgste
problemet. Tidskurver for de enkelte grise er tHaset ifigur 12, og en samlet tidskurve for
alle grisene er illustrerefigur 14.

Indleeringskurver for de enkelte grise er illusttefeggur 13, og en samlet
indlzeringskurve for alle grisene er illustreréigur 15. Grisenes praestation var pa chance-
niveau de fgrste 10 sessioner, hvorefter deresatiessgradvist ggedes. Grisene kreevede
gennemsnitligt 144 trials (spredning 51-220 trialg)60 fejl (spredning 19-94 fejl) for at
opna kriteriet. Halvdelen af grisene opnaede keténden for 150 trials, hvorimod den anden
halvdel kreevede 175 eller flere trials {jur 13). Fire grise (mg2, mg4, mg7 og mg8)
modtog korrektionstreening. En gris (mg7) opnaedsteaemed det samme kriteriet med den
nye procedure, og kun en gris (mg4) kreevede met@@@ trials for at opna kriteriet. Efter
opnaelse af kriteriet praesterede alle grisene ptakilt niveau. De havde gennemsnitligt 89%

korrekte trials i de farste 25 trials efter opnéedgteriet (spredning 76-96 % korrekte trials).
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Figur 12 lllustration af hvor lang tid de enkelte grise gemsnitligt brugte pa at komme frem til malkriteriet
hver session. Hver kurve illustrerer tidskurvenderfarste 150 trials, eller til og med 25 tridigeopnaelse af
kriteriet for de grise, som modtog korrektionstmagniKurven for mgé har en y-akse, som gar op @l 70

sekunder frem for 250 sekunder som i de andre kuDette skyldes, at mg6 nsegtede at g& ned ad mazen
venstre arm i studiets begyndelse. mg: minigris.
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Figur 13 lllustration af de enkelte grises indlgeringskur¥érer kurve illustrerer indleeringskurven for desher
150 trials, eller til og med 25 trials efter oprs&ehf kriteriet for de grise, som modtog korrekstogening. mg:
minigris; *: opnéelse af kriteriet.
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Figur 14 lllustration af den samlede tidskurve for alle gnie.
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Figur 15 lllustration af den samlede indleeringskurve foe gitisene. Den fede streg markerer chance-niveau.

3.2. Skopolamins effekt pa DNMS opgaven med forskigle delays

Efter der var blevet testet én session med 60 skdrardelay og én session med 300
sekunders delay, blev det tydeligt, at grisene &dwud store bivirkninger fra skopolamin.
Dosis blev derfor nedreguleret til 0,04 mg./kg. éftar fik grisene det bedre, og der blev
endnu observeret tydelige tegn pa skopolamin-paiigkhos de injicerede grise, idet de
smaskede hgjlydt og havde formindsket interessdarfsom falge af mundterhed (jf. afsnit
4.1.2). Den reducerede dosis blev derfor benyteniresterende del af forsgget.

3.2. Thonkasne Nielsen: Kognitiv testning af Gottingen mimsgin
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Grisenes preaestation med delays pa 60 sekundesek@®der og 900 sekunder indsat mellem
sample- og testfasen er illustrerélbel 3 Kontrolgruppen havde i gennemsnit 64% korrekte
trials med de to leengere delays, hvorimod de skopiolbehandlede grise preesterede
omkring chance-niveau. En to-vejs ANOVA test afsti, at der var en signifikant effekt af
parametrene gruppe (F = 77,042< 0,001) og delay (F = 77,94% < 0,001), og at der var
en signifikant gruppe x delay interaktion (F = 358 < 0,05).

Der var en markant forskel pa, hvor lang tid kolgimappen og skopolamingruppen brugte pa
at komme frem til malkriteriet i hver session fijur 17). En to-vejs ANOVA test afslarede,
at der var en signifikant effekt af parametererpgeu(F = 38,16/ P < 0,001), hvorimod der
ikke var signifikant effekt af hverken parametedatay (F = 1,315 P = 0,279) eller gruppe

x delay interaktionen (F = 0,57 = 0,570). Denne markante forskel pa, hvor lang tid
kontrolgruppen og skopolamingruppen brugte pa atrke frem til malkriteriet kan ikke

alene forklares ud fra de to gruppers antal koerélidls, men ma ogsa tilskrives skopolamins
bedagvende effekt (jf. afsnit 4.1.2.)

Kontrol
Forsggsdyr Korrekte trials Tid til malkriterium

60 s 300 s 900 s 60 s 300 s 900 s
mgl 23 (92 %) | 16 (64 %) | 15 (60 %) 58 72 62
mg2 23 (92 %) | 16 (64 %) | 19 (76 %) 175 108 50
mg3 24 (96 %) | 16 (64 %) | 15 (60 %) 40 152 42
mg4 22 (88 %) | 17 (68 %) | 12 (48 %) 172 106 73
mg5 21 (84 %) | 16 (64 %) | 15 (60 %) 76 133 70
mg6 23 (92 %) | 21 (84 %) | 11 (44 %) 45 59 84
mg7 22 (88 %) | 16 (64 %) | 12 (48%) 53 97 120
mg8 22 (88 %) | 15 (60 %) | 13 (52%) 37 107 65
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Skopolamin
Forsggsdyr Korrekte trials Tid til malkriterium

60 s 300 s 900 s 60 s 300 s 900 s
mg1 18 (72 %) | 17 (68 %) | 12 (48 %) 161 201 134
mg2 15 (60 %) | 14 (56 %) | 13 (52 %) 281 256 207
mg3 22 (88 %) | 15 (60 %) | 12 (48 %) 66 64 109
mg4 12 (48 %) | 11 (44 %) | 12 (48 %) 366 388 149
mg5 15 (60 %) | 12 (48 %) | 14 (56 %) 317 298 118
mg6 16 (64 %) | 14 (56 %) | 12 (48 %) 497 401 470
mg7 14 (56 %) | 16 (64 %) | 11 (44 %) 332 243 254
mg8 16 (64 %) | 15 (60 %) | 11 (44 %) 218 211 172

Tabel 3 Oversigt over hvor mange korrekte trials griseneleaog hvor lang tid de gennemsnitligt brugte (pd a
komme frem til malkriteriet i hver session (afrujd®er blev foretaget 25 trials med hvert af dedelays.
@verst er resultaterne fra kontrolgruppen, og retderresultaterne fra skopolamingruppen.
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Figur 16 lllustration af hvor mange korrekte trials kontnelgpen og skopolamingruppen havde med delays pa
60 sekunder, 300 sekunder og 900 sekunder. *gniftkant forskel P < 0,001), * : Signifikant forskelR <
0,05). Ved delayet p& 300 sekunder tilneermedé&dtien sig signifikant nivealP(= 0,058).
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Figur 17 lllustration af hvor lang tid det gennemsnitliggtgrisene i kontrolgruppen og skopolamingruppen at
komme frem til malkriteriet i hver session med gielpa 60 sekunder, 300 sekunder og 900 sekunder. *
Signifikant forskel P < 0,005), * : Signifikant forskelR < 0,05).
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Kapitel 4

Diskussion

Diskussionen i dette kapitel vil primzert veere baspa studiets empiriske resultater, men vil
ogsa omhandle teoretiske problemstillinger vedmigadyremodellen og DNMS testen. For at
kunne vurdere, om testen overhovedet kan benyttasvalideringsredskab for AD
dyremodellen, vil grisenes preestation pA DNMS tefdtest blive diskuteret. Derefter vil
fordele og ulemper ved forskellige AD dyremodelbéive gennemgaet, og til sidst vil den
spatiale DNMS tests evner som valideringsredskabyoemodellen i Gottingen minigrisen

blive vurderet.

4.1. DNMS testen

Som beskrevet i afsnit 1.3. forventedes det, aegeg ville indleere den spatiale DNMS
opgave ud fra en indleeringskurve, som ligger pévetau mellem rotters og abers, at delayets
laengde ville have en indflydelse pa grisenes ptastpa opgaven, og at de skopolamin-
behandlede grises praestation ville vaere signifikaniigere end kontrolgruppens. Studiets
resultater viser imidlertid, at grisenes praestatiokke i alle tilfeelde kunne leve op til disse

forventninger.

4.1.1. Indleering af DNMS opgaven

Det primeere mal med dette studie var at vise, #irg@n minigrise kunne leere at lgse en
spatial DNMS opgave i en T-lignende maze. Dette biekreeftet. Det forventedes ogsa, at
grisene havde en indleeringskurve, som var pa eanivnellem abers og rotters. Dette viste
sig imidlertid ikke at veere tilfeeldet. Alle griselzerte at lgse opgaven i lgbet af 220 trials,
hvilket svarer nogenlunde til abers praestationpilgvarende DNMS opgave i en T-maze
(Murray et al., 1989), hvorimod rotters praestaBomarkant bedre (jfigur 18) (Markowska
et al., 1989). Ligesom det var tilfeeldet med makbkrne i Murrat al’s studie, var det
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ogsa ngdvendigt at foretage korrektionstraening Inadbielen af grisene i dette studie,
hvorfor grisenes evner pa den spatiale DNMS opgawgere grad minder om makak-abers

end rotters.

100
80

60 - //‘\/

40 T
1 2 3 4 5 6 7 8

Blokke a 3 sessioner

—&— Makak

—— Rotte
f Gris

% korrekte trials

Figur 18 Indleeringskurver over de fgrste 120 trials forenttmakak-aber og Gottingen minigrise. Den fede
streg markerer chance-niveau. Data for makak-abmrgengivet fra Murragt al. (1989). Data for rotterne er
gengivet fra Markowskat al. (1989).

Rotter har en naturlig tendens til at alternerered valg i spatiale opgaver (Dudchenko,
2001; 2004), og ifglge Markowsla al. (1989) er dette sandsynligvis baggrunden for
rotternes signifikant bedre indlseringsniveau. Altdr fra trial 1 praesterer rotterne langt over
chance-niveau (jfigur 18). Niveauet for grisenes indlaeringskurve var deofegrraskende,

da et tidligere studie af Laughlin & Mendl (200@vde vist, at grise ogsa har en tendens til at
alternere i deres valg i spatiale opgaver. Resulatfra dette studie indikerer imidlertid, at
grisene ikke har denne tendens, idet de ikke uglgigbntan alternering i deres valg af arm i
mazen i den spatiale DNMS opgave, men skulle ireldenne strategi i lgbet af treeningen.
Da grisene blev reinforceret ved korrekt valg ah ahver trials testfase kan resultaterne dog
ikke bruges som et direkte mal for "spontan” alegimg. Men det faktum at grisene
praesterede pa chance-niveau de farste 10 mndseinforcering af korrekt valg af arm
antyder kraftigt, at de ogsa ville have preestedaethmnce-niveaudenreinforcering.
Overensstemmelsen mellem grisenes og makak-alzestaiion pa den spatiale DNMS
opgave kan derfor skyldes, at disse arter ikkeeharaturlig tendens til at alternere i deres
valg, som det er tilfeeldet med rotter (Murray et 8989). Der synes ikke at veere evidens for,
at grisenes indleeringsniveau skyldes manglendevat@n, da de var foderdepriverede (jf.
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afsnit 2.1.). Desuden viser tidskurvefigur 13, at de blev hurtigere og hurtigere til at komme
frem til malet i den reinforcerede arm, uanset @red oprindelige valg af arm var korrekt
eller forkert. Dette antyder god motivation forkamme hurtigt frem til foderbelgnningen.
Tendensen til naturligt at alternere — eller mamgepa - synes dermed at veere arsag til den
store forskel pa rotters, makak-abers og grisestptan pa opgaven. Rotter har imidlertid
vist gode evner til at lgse spatiale opgaver i reaogskellige eksperimentelle situationer,
hvorfor deres praestation pa den spatiale DNMS apgadske afspejler mere generelle
spatiale feerdigheder (Dudchenko, 2004). Detteest@tt teorien om hippocampus’ rolle i
spatiale kort, som blev beskrevet i afsnit 1.213.rotter har meget store hippocampi relativt
til deres hjernes stagrrelse. Aber har til gengasitisig at veere rotter overlegne i mere visuelle
opgaver, hvilket ikke er overraskende pa baggrdnitees veludviklede visuelle system
(Markowska et al., 1989). Pa baggrund af dissetarsastyrker i forskellige modaliteter

kunne det veere interessant for fremtidige studiendersgge, om grisene ogsa skulle have en
modalitet, som de vapecieltstaerke i. Eksempelvis kunne man teste DNMS i den
olfaktoriske modalitet, da grise har hgjt udviklexfaktoriske evner. Desuden har et tidligere
studie vist, at grise er i stand til at diskrimiaenellem lugte i en opgave, hvor de skulle finde
frem til en foderbelgnning (Croney et al., 2003).

Bade rotter og makak-aber benyttes som traditiematideller for kognitive funktioner, og
der er komplementerende fordele og ulemper vea disarter. Aber har hjerner, som minder
om menneskers, men de er dyre og sjeeldne. Rottiegengaeld relativt billige og
tilgeengelige, men deres hjerner er mere forskeft@enenneskers, i hvert fald hvad angar
udviklingen af neokortex (Markowska et al., 1989jisens hjerne minder i hgjere grad om
abens end rottens, og mange af de ulemper, soonemidet med aber, er ikke i samme grad
forbundet med grise (dette vil blive diskuteretdere i afsnit 4.2.4.). Da Gottingen
minigrisene er i stand til at lgse den spatiale DNdMpgave, synes de derfor med fordel at

kunne benyttes som laboratoriedyr til at underspgeial indlsering og hukommelse.

4.1.2. Test med skopolamin

Baggrunden for at veelge skopolamin som psykoaktoftvar, at det specifikt heemmer
indprentningen af ny information i langtidshukomse®ai, mens det efterlader genkaldelsen af
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lagret information intakt (Rosier et al., 1999).tleestemmer overens med den tidlige
hukommelsesforstyrrelse i AD (jf. afsnit 1.2.7.pdDden er det i tidligere studier blevet
pavist, at stoffet reducerer preestationen pa emraakke hukommelsesopgaver i bade dyr og
mennesker (Taffe et al., 1999), herunder mennesigabers praestation pa visuelle DNMS
opgaver (Schon et al., 2005; Taffe et al., 1999%attgrs og hundes praestation pa spatiale
DNMS opgaver (Ogasawara, et al., 1995; Araujo.etab5).

Skopolamin er et kraftigt antikolinergt stof, somder til de muskarine receptorer. Inhibition
af den kolinerge transmission ved administratioaeantagonister, sdsom skopolamin,
reducerer preestationen pa hukommelsesopgaverniaacetylkolinesterase-heemmere
gger preestationen pa hukommelsesopgaver (Rosiér £099). Den forstyrrende effekt af
skopolamin pa DNMS opgaven skyldes en af forstyeralf forhjernens store kolinerge
systemer, der udspringer i nucleus basalis magintarés, septum og de diagonale band.
Systemerne har forbindelser bulbus olfaktoriustéqrhippocampus og relaterede strukturer i
MTL (jf. figur 19) (Mesulam et al., 1983).

Fornix (to hippocampal formation)

Nucleus basalis

Basal

Pt Medial septal nucleus

and nucleus of

diagonal band ~ Ilippocampus
(under the Pedunculopontine

surface) nucleus and laterodorsal
tegmental nucleus

Cerebellum

Figur 19 Midtsagitalt snit som viser det kolinerge systemenneskehjernen. De nuclei der indeholder grupper
af neuroner, som frigiver acetylkolin er vist i gr@g projektionerne fra disse neuroner er markesst grgnne
pile (Gengivet fra Rosenzweig et al., 2002).
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Da muskarine receptorer findes udbredt i store aditeeokortex, striatum, hippocampus og
amygdala, og da blokering af den kolinerge transimisogsa vil pavirke andre
neurotransmitter-systemer, har administrationeskapolamin en udbredt effekt i hjernen.
Derfor pavirker skopolamin ogsa andre funktionat Emgtidshukommelsen. Skopolamin
kan inducere en dosis-afhaengig bedgvende effekangnedfare slgret syn. Desuden er en
kendt bivirkning udtarring af munden (Ebert & Kirct998). For at modvirke disse
bivirkninger blev der injiceret den lavest muligests, som ville medfere den gnskede
reduktion af hukommelsesfunktionen, altsa 0,04 kag./

Injektionerne med skopolamin resulterede i en batgdorringelse af grisenes praestation,
hvis omfang var afhaengig af delayets leengddigjiir 16). Dette resultat er i
overensstemmelse med resultaterne fra tidligeestuandre arter, som har undersggt
skopolamins forstyrrende effekt pA DNMS opgaveih(®cet al., 2005; Taffe et al., 1999;
Ogasawara, et al., 1995; Araujo et al., 2005). Kigtuppens praestationen forringedes
ligeledes gradvist med forggelsen af delayets l&fgdo0 sekunder til 300 sekunder og 900
sekunder. Den tidsafhaengige forringelse af praesiati under et delay-interval antages at
indikere nedsat hukommelse frem for andre typ@ralblemer, sdsom aendringer i

motivation, perception, motoriske feerdigheder, @tarkowska et al., 1989).

Selvom der var signifikant forskel pa, hvor lard) grisene i testgruppen og kontrolgruppen
gennemsnitligt brugte pa at komme frem til maléem rigtige arm i hver trials testfase (jf.
figur 17), kan testgruppens reducerede preestation ikkedathidrt tilskrives stoffets
bedgvende effekt, da grisene stadig lgste opg@ette antyder ogsa, at grisene godt kan
huske reglerne i den eksperimentelle situation, iklekan huske, hvilken arm de lgb ned ad
i samplefasen. Selv hvis grisenes syn skulle véarets kan dette ikke i sig selv forklare den
reducerede praestation, da grisene ikke udelukkieisge opgaven pa baggrund af visuelle
cues (jf. afsnit 4.3.2.). Den steerkeste evidensabden reducerede praestation skyldes en
forstyrrelse af hukommelsesfunktionen er imidleréitito af grisene (mgl og mg3) lgste
opgaven pa et niveau omkring indleeringskriterieti met korte delay pa 60 sekunder.
Dermed kan forstyrrelser i den visuelle spatialeggtion, i motivation eller i motoriske
feerdigheder ikke umiddelbart gare rede for dencerkde praestation. Resultaterne ma derfor

demonstrere en forstyrrelse i hukommelsesfunktionen
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Da blokeringen af de centrale muskarine recepiarege raske forsggspersoner giver
hukommelsesforstyrrelser, som ligner hukommelsdsdpnaatikken hos aeldre mennesker, og
da en af arsagerne til hukommelsesforstyrrelserARbpatienter menes at veere de sveere tab
af neuroner i nucleus basalis Meynert (jf. afsrit3.), er behandling med skopolamin —
inspireret af den kolinerge hypotese - blevet fidetssom en model for AD (Sunderland et
al., 1986; Ebert & Kirch, 1998; Gallagher & RapP9Y). Dette har fart til etableringen af en
skopolamin dyremodel for AD i hunde (Araujo et 2D05). Dyremodellen i Géttingen
minigrisen, som testen er udviklet til, er imidldrikke baseret pa den kolinerge hypotese,
men derimod pa amyloid-hypotesen. Studiets resulia@n derfor ikke bruges til direkte at
forudsige, hvordan grisemodellen vil klare sig @stén, da patologien i dyremodellen
fokuserer pa sygdommens amyloide komponent. Ifatggloid hypotesen vil det kolinerge
system imidlertid ogsa blive pavirket undervejggdommens patogene kaskade (jf. afsnit
1.1.3.), hvorfor forstyrrelsen i det kolinerge ®ystbliver aktuel, hvis modellen udvikler en

tilstreekkelig grad af neuropatologi.

4.1.3. Opsummering

Pa baggrund af studiets resultater synes der &t eaittens for, at grise er i stand til at lase en
spatial DNMS opgave i den T-lignende maze. Grideween indleeringskurve, som i hgj grad
ligner makak-abers, hvorimod rotter klarer sig naatkoedre. Denne markante forskel pa
indleeringskurver kan skyldes, at grise og makak-abhienodsaetning til rotter — ikke har en
naturlig tendens til at alternere i deres valgatgge opgaver. Goéttingen minigrisenes
praestation pa den spatiale DNMS opgave minder dehisjere grad om makak-abers, end
det var forventet. Dette kan skyldes den stgriteelibi disse to arters neuroanatomi. Dette vil
blive yderligere beskrevet i naeste afsnit.

Skopolamin er et stof, som pavirker hukommelsegfankn ved at inhibere den
kolinerge transmission fra de store nuclei i forhgn.Ved administrationen af skopolamin i
en dosis pa 0,04 mg./kg. blev der fundet en beitydetringelse af grisenes preaestation, hvis
omfang var afhaengig af delayets lsengde. Kontrofggnp praestationen forringedes ligeledes
gradvist med forggelsen af delayets leengde, hvitkbkerer en delay-afhaengig forringelse af
hukommelsesfunktionen. Der var signifikant forgk&) hvor lang tid grisene i testgruppen og
kontrolgruppen gennemsnitligt brugte pa at komraenftil malet i den rigtige arm i hver
trials testfase ved alle delays, hvilket til dekgldes stoffets bedgvende effekt. Testgruppens
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reducerede praestation kan imidlertid ikke tilsksiekenne bedgvende effekt, da grisene stadig
lzste opgaven. Det er dermed blevet pavist, asgatiale DNMS test er sensitiv over for
skopolamin induceret hukommelsesforstyrrelse i B@én minigrisen, som er forarsaget af

en neurotransmitter-dysfunktion med relation til ADette er vaesentligt, da testen skal
bruges til at validere dyremodellen for AD, somafisrventes at udvikle AD relateret
hukommelsesforstyrrelse. Denne AD model vil veeraetnfor diskussionen i det fglgende

afsnit.

4.2. Dyremodeller for AD

Selvom AD er en specifik menneskelig sygdom, briedeperimentelle dyremodeller til at
reproducere udvalgte dele af de neuropatologisk&emiske og adfeerdsrelaterede
aendringer, som er forbundet med sygdommen. D&kermuligt at sammenligne data fra
dyremodeller for AD direkte med den menneskeliggdsyn, men lighederne mellem
mennesker og aber, rotter og andre forsggsdyr €088, at disse modeller alligevel kan yde
vigtige bidrag til forstaelsen af AD. Dyremodellergar det muligt at fglge patogenesen

vivo og bidrager med modeller, hvori terapeutiske stiat kan efterprgves (Kolb &
Whishaw, 2003). Det er imidlertid ikke lykkedesoigte af de eksisterende modeller at
reproducere hele spektret af patologiske, neuraitenog adfeerdsmaessige aendringer, som er
typiske for AD (Tayebati, 2005; Wischik et al., 20odart, 2002; Duff, 2001). | fraveeret af
gode dyremodeller stammer vores viden om AD'’s patege derfor hovedsageligt fra studier
af menneskeligt hjerneveev, som er indsamlet pakatwhstidspunktet, hvor patologien har
udviklet sig gennem mange ar eller ligefrem arfiz@nne problemstilling er en af grundene
til, at vi endnu ikke har indgaende kendskab tivemsen af de patologiske begivenheder,
som forarsager AD (Dodart et al., 2002).

4.2.1. Tidlige dyremodeller

De farste dyremodeller for AD var aldrende dyr aggionsmodeller, som stgttede sig til den
kolinerge hypotese for AD. Selvom nogle fa artevikigr nogle af AD’s neuropatologiske
karakteristika ved aldring, har studier af aldredglevist sig ikke at veere realistiske modeller
til brug i mere udbredt forskning, da de flesteliste dyremodeller har brug for at seldes
gennem mange ar (Duff, 2001).
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Leesionsmodellerne er blevet brugt til at undersdfgkten af kolinerg forstyrrelse pa
den kognitive funktion og dennes genoprettelsefasdakoterapi. Uheldigvis har mange af
de undersggte stoffer, som genopretter forstymrelsederede dyr ikke vist sig at have den
samme effekt pad AD patienters kognitive funktiorlv®m mange af disse dyremodeller ikke
har veeret brugbare i udviklingen af antidemens anedhnar de imidlertid veeret veerdifulde
for neurokemiske studier (Duff, 2001; Tayebati, 200

4.2.2. Non-transgene dyremodeller

Baseret pa amyloid-hypotesen har adskillige forghkgaper undersggt effekterne af
intracerebral eller intraventrikuleer injektion ghsetiske A3 peptider i almindelige gnavere.
Disse studier udsprang fra en idé om, at skabelsehgget niveau affhi gnaverens hjerne
ville fare til patologiske begivenheder og neurcategation i det limbiske omrade og dermed
fare til adfeerdsforstyrrelser, som er relatereAl. De farste studier fandt imidlertid
modsatrettede histologiske og biokemiske datahdtoktil den neurotoksicitet som induceres
af peptidet. Selvom nogle studier rapporteredgpesk mgnster af neurodegeneration
omkring injektionsomraderne, kunne ingen af disadier skabe B aflejringer pa afstand af
injektionsstedet (Stéphan & Phillips, 2005). Setv modellerne ikke reproducerer hele
kompleksiteten af den humane patologi, har manggiestrapporteret om neurodegeneration
og udbredt mikroglia aktivering teet p@Aflejringer i hjernen. Rationalet bag fokuseringen
pa den specifikke effekt af amyloid er, at man se@olere denne neuropatologiske
begivenhed gennem de successive strukturelle d@iiske sendringer i AD kan identificere
de begivenheder, som farer til neural og adfeerdsigadgsfunktion (ibid.). Siden
identifikationen af patogene mutationer i forslgaligener (jf. afsnit 1.1.2.) har de
dominerende modeller for AD imidlertid veeret dentgene dyremodeller (Duff, 2001).

4.2.3. Transgene dyremodeller

Kaplgbet om at udvikle en transgen (tg) dyremodelAD begyndte i 1991, da den farste
APP mutation blev opdaget. Siden da er mange foiggkeilgange blevet forsggt til at
producere en tg model med AD’s kendetegn. Selv ermd er udviklet mange tg modeller,
er det endnu ikke lykkedes at skabe en model, somalle feenotypens egenskaber, herunder
ophobning af amyloid, tangel-formation, neurontgtkognitiv forstyrrelse. Der er primaert

udviklet tg dyremodeller i gnavere - specielt musom udgar en praktisk model, da de er
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hurtige at lave og billige at opretholde (Duff, 200Andre tg tiltag foretages bl.a. pa Institut
for Molekylaer Genetik p& Arhus Universitet, hvor degjeblikket arbejdes p& at udvikle en tg
model for AD i Géttingen minigrisen. Det skulle \veanuligt at fa succes med denne model,
da den farste tg minigris allerede er blevet lagiceir biomedicinsk forskning i Huntingtons
sygdom (Uchida et al., 2001).

APP transgene mus Hovedparten af tg modellerne bygger pa amylgidebesen (jf. afsnit
1.2.3.).De farste tg modeller udviklede amyloid plak-pagplog blev skabt ved at udtrykke
humant APP indeholdende mutationer, som er assbererd familiser AD. Game= al.

(1995) lancerede den farste tg mus (PDAPP), sonkledamyloid plak-patologi. PDAPP

mus udvikler robust amyloid plak-patologi i korteg hippocampus efter 6-9 maneder. Hsiao
et al. (1996) lancerede lidt senere Tg2576 musemodedtam,udvikler lignende amyloid
plak-patologi. Denne er desuden alders-afthaengkpaglerer med reduceret
hukommelsesfunktion i kognitive tests (Duff, 200lcGowan et al., 2006). Der er senere hen
blevet lanceret adskillige muselinier, som udtrykikeiteret humant APP. Disse muselinier
udvikler lignende amyloid patologi og kognitiv foyselse (jf.tabel 4.

PS transgene mus Presenilin mutationer er, som beskrevet i afsdit2., ogsa implicerede i
den tidligt indsaettende familizere udgave af AD. Breblevet pavist et ggef3iniveau i
hjernerne pa tg mus, som overudtrykker muteredé Bir PS-2 gener (Duff, 2001;
Tayebati, 2005). Pa trods af det hgjere niveaufaifdisse mus’ hjerner udvikler de
imidlertid ikke signifikant AD-lignende patologi @lart et al., 2002Hvis APP tg mus
derimod krydses med PS-1 tg mus (PSAPP) accelatetier amyloid-aflejringen markant
(Holcomb et al.,1998). Patologien i APP og PSAPRtg inkluderer diffus amyloid aflejring
og plaks, som ligner de senile plaks ved mennagskdl. Disse plaks er omgivet af dystrofe
neuritter og er associeret med gget gliose. P& tbden robuste amyloid aflejring, som kan
observeres i APP og PSAPP tg mus, udvikler ingetisse modeller imidlertid et udbredt
neurontab. Tau patologi i form af NFT og parredéske filamenter er ogsa fravaerende i
disse mus, selvom fosforyleret tau ophobes i dérafgsneuritter, som omgiver de amyloide
plaks (McGowan et al., 2006).
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Tau transgene mus Selv om tau mutationer ikke er direkte knyttieAD (jf. afsnit 1.1.2.),

kan tau dysfunktion alligevel spille en vaesenttitieri sygdommen — ikke i forhold til
sygdommens arsager men nok snarere i forholdr# deanifestationer (Duff, 2001). For at
undersgge tau’s rolle i AD og andre tau-lidelsederderfor blevet udviklet musemodeller,
som udtrykker muteret tau eller wild-type transgeigsse mus kan reproducere stgrstedelen
af den menneskelige neurofibrilleere patologi (NFgTparrede heliske filamenter). Tg
muselinier der udvikler robust neurofibrilleer patgl som reproducerer bade de strukturelle
og biokemiske egenskaber ved menneskelige NFTsedeigsa et signifikant neurontab i de
afficerede hjerneregioner (McGowan et al., 2006 \igtigt nyere eksempel pa dette er
rTg4510 modellen, som udtrykker tau med FTDP-17atimer (en tau mutation som er
forbundet med frontotemporal demens) (Santa-Crai. ,€2005). Denne tg mus udvikler
massiv neurodegeneration i AD-relevante kortikajdimbiske strukturer i en grad, hvor der
kan observeres global atrofi i forhjernen, og hgeiveegt er signifikant reduceret. Desuden
er progressionen af neurofibrilleer patologi konrelened nedsat hukommelsesfunktion i
kognitive tests. Denne og andre tau tg musemodgiléabel 4 bidrager derfor med evidens
for, at udviklingen af NFT og neurodegeneratioteatt forbundet. Resultaterne fra tau musene
er ogsa i overensstemmelse med den veletableredsadtimn mellem NFT patologi og
progressionen af kognitiv forstyrrelse i den mekeége sygdom (jf. afsnit 1.2.2.)

(McGowan et al., 2006).

Dobbelt og trippel transgene mus Selvom APP og PS-1 forarsager AD med udbredt NFT
forekomst i den menneskelige sygdom (jf. afsnit2.)2er det endnu ikke lykkedes at udvikle
muterede APP og PS1 transgene mus, som udvikleiledeRT patologi. Dette kan skyldes,
at faktorer som er ngdvendige for tau fibrillisgrieller fosforylering er enten fraveerende
eller begreensede i musehjernen (Phinney et al3)200

For at forsta hvordan, og i hvilket omfangf3 Ag tau patologierne interagerer under
udviklingen af AD, er der derfor pabegyndt ekspertelle tiigange, som involverer
krydsninger af mus med muteret APP, PS-1 og taaseDmodeller kan bruges til at
undersgge denne interaktion. Lewisal. (2001) har krydset muterede APP og tau mus og har
derved skabt en dobbelt tg TAPP mus, som udvikdet Bmbisk neurofibrillser patologi
sammenlignet med enkelt tg mus fra samme kuld. @&ser den ggede NFT patologi i

TAPP musene ogsa associeret med neurontab i embKairtex. | nyere studier som
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involverer lignende kryds af APP og tau tg musarflemkommet en lignende forgget tau
patologi (jf.tabel 4. Ligeledes har Gotet al. (2001) fundet, at intrakraniel administration af
AB i muterede tau mus resulterer i udvikling af NFAmygdala. Resultaterne fra disse studier
antyder kraftigt, at ophobning af3faccelererer udviklingen af neurofibrilleere lsesiopne
selvom den preecise mekanisme i denne interaktidnwear ukendt (McGowan et al., 2006).
Oddo et al. (2003) har udvidet de ovenstaendeestudd at skabe en trippel tg
musemodel (3xTg-AD), der indeholder PS-1, APP agtansgener. | denne model ophobes
der intracelluleert B, som efterfglgende danner alders-afthaengige aneyuaks og tau
leesioner. Niveauet og udbredelsen af tau patolagiemdnu ikke blevet fuldsteendig kortlagt
i denne model. Det er derimod klart, at ophobnihgkatracelluleert & forekommer
adskillige maneder forud for tau patologien, hvileatyder, at et ggetfAniveau forsteerker
udviklingen af tau patologi i denne model. 3xTg-Aidsen udvikler ogsa alders-afhaengig
synaptisk dysfunktion og hukommelsesforstyrrelse &orrelerer med ophobningen af
intracelluleert A. Der er endnu ikke blevet foretaget en vurderingeairontab i disse mus
(McGowan et al., 2006).
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Overudtrykte Neuropatologiske Hukommelses- |Alder ved debut

Navn gen(er) plaks F-tau NFT |Neurontab [orstyrrelse af patologi Primeere reference
PDAPP mus APP Ja Ja |Nej |Nej Ja 6-8 maneder Games et al., 1995
Tg2576 mus APP Ja Ja |Nej |Nej Ja 9-11 maneder Hsiao et al., 1996
APP23 mus APP Ja Ja |Nej Pa(CAl) Ja 6 maneder Sturchler-Pierrat et al., 1997
TgCRND8 mus  |APP Ja ir Nej |ir ir 3 maneder Dudal et al., 2004
APPSwe TgC3-3

mus APP Ja Ja |ir ir ir 18 maneder Borchelt et al., 1997
PSAPP mus Tg2576 og PS1 Ja Ja |ir Lidt Ja 6 maneder Holcomb et al.,1998
Tg478/1116/11587

rotte APP og PS1 Ja ir ir ir ir 9 maneder Flood et al., 2003
ALZ7 mus tau Nej Ja |Nej |Nej ir - GOtz et al., 1995
ALZ17 mus tau Nej Ja |Nej |Nej ir - Probst et al., 2000
7TauTg mus tau Nej Ja [Ja |ir ir 18-20 maneder |Ishihara et al., 2001
JNPL3 mus tau Nej Ja [Ja Ja Ja 5 maneder Lewis et al., 2000
pR5 mus tau Nej Ja [Ja Ja ir 8 maneder Gotz et al., 2001
rTg4510 tau Nej Ja Ja |Kraftigt Ja 1 maned Santa-Cruz et al., 2005
TAPP mus Tg2576 og JNPL3 @ Ja  [a |ir ir 6 méneder Lewis et al., 2001
3xTg-AD mus APP, PS1 og Tau [Ja Ja [Ja |ir ir 3 méneder Oddo et al., 2003
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Begraensninger ved de transgene modelletJdviklingen af tg mus, der overudtrykker et
eller flere gener, som forarsager den tidligt inisaele familizere udgave af AD, har veeret -
og er til stadighed - yderst veerdifulde i studiessy@dommens patogenese pa det molekyleere,
celluleere og adfeerdsmeessige niveau (Tayabati,) 2868 det kan uddrages af det
ovenstaende har tg tilgange til at udvikle dyrentiedéor AD udviklet sig markant i lgbet af
de sidste ar, og de kan nu palideligt benyttest kabe mus, som udvikler mange af de
faenotypiske egenskaber ved AD. Man ma imidlertiskieupa, at APP og PS generne er
forbundne med den tidligt indseettende familieereandgaf AD, som kun udggr ca. 2% af alle
tilfeelde. De resterende AD tilfeelde er primaert e dporadiske udgave (Phinney et al.,
2003). Det stgrste genetiske bidrag til sent intds@é familiser- og sporadisk AD kommer
fra APOEA4 allelet, som er til stede i mere end i%lle AD tilfeelde (jf. afsnit 1.2.2.). Til
gengeeld ser APOE2 allelet ud til at veere beskydgedd der er en reduceret forekomst af
dette allel hos AD patienter (Spires & Hyman, 200&)gle fa studier har undersggt, hvordan
APP tg mus interagerer med APOE. Disse studievisgrat krydsninger med APOE
knockout mus medfarer reduceret amyloid aflejrimgns krydsninger med mus der
udtrykker APOE4 medfarer et gget antal plaks ()bid.

Selv om der er skabt et stort antal tg musemodfelteAD, er det endnu uklart hvilken - om
nogen - af disse modeller, der bedst reproduceDep@tologi og adfeerd. Afhaengigt af hvilke
metoder der er benyttet til at skabe tg mus, karedelterende mus adskille sig kraftigt fra
hinanden - bade med hensyn til neuropatologi ogeedi{jf.tabel 4 (Dodart et al., 2002). P&
trods af denne problemstilling afspejler tg mus geneuropatologiske karakteristika, som er
informative om AD. Disse tg mus har resulteretn & stein vivo demonstration af, at
mutationer i APP genet kan medfare aendringeB spntese, aflejring og amyloidose péa en
made, som stemmer overens med den, som kan okeei&D. Som konsekvens heraf har
disse mus bidraget med vigtige indsigter i, hvorddius AR og amyloid aflejringer formes

in vivo (ibid.). Det ser imidlertid ikke ud til, at dissengloid aflejringer er seerligt
neurotoksiske i musehjernen. Dette demonstrerdstaheget begraensede neurontab, pa trods
af en substantiel amyloidbyrde, i flere tg muselinDet er dog muligt, at den amyloid som
formes i musene er kvalitativt forskellig (maskeden mere oplgselig) fra den, som er til
stede i AD hjerner. Denne forskel kan veere arséijdan markante mangel pa
neurodegeneration, som kan observeres i de figsteiselinier (Stéphan & Phillips, 2005;
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Dodart et al., 2002). Pa baggrund af forskelle $hmg menneskers immunsystemer er
mulighederne for at benytte tg mus til at studerenflammatoriske aendringer, som
forekommer i AD hjerner, ligeledes begraensede (&té@ Phillips, 2005). En anden
kendetegnende egenskab ved alle APP tg mus, sekaler og karakteriseret til dato, er, at de
ikke udvikler NFT pa trods af, at fosforyleret tatil stede i hjernerne pa de fleste af disse
modeller. Den manglende dannelse af parrede hdllakeenter i hjernen pa disse mus kan
skyldes, at muse-tau, i modseetning til humantikde, har evnen til at samles i fibriller. Dette
stattes af, at NFT kan findes i hjernerne pa JNfL8us, som udtrykker en muteret udgave
af humanttau (Stéphan & Phillips, 2005; Dodart et al., 20@&h stor del af tg musenes
problemer skyldes altsd, at musehjernen er megshdtig fra menneskehjernen. Mange af
disse problemer vil derfor muligvis kunne overviaded at benytte et starre forsggsdyr, hvis

neuroanatomi er mere lig den humane.

4.2.4. En dyremodel for AD i Géttingen minigrisen

En dyremodel for amyloid patologi (og eventuelt pafologi)in vivo med udgangspunkt i
grisen preesenteres som en komplementerende alkem@del til de eksisterende tg
musemodeller. Den vil kunne bruges til at studereelluleere og molekylaere processer, som
induceres af amyloid, der med tiden kan blive earfsagende faktor for
kognitionsforstyrrelse (Stéphan & Phillips, 2008)isen er valgt som forsggsdyr af flere
grunde. Men primeaert da der kraeves en relativthgeone, hvis man vil benyttia vivo studier
med PET til at felge udbredelsen af neuropatolgdilat undersgge forholdet mellem
forskellige neurotransmittere og AD relaterede ad$ézndringer. Abestudier opfylder kravet
om en stor hjerne, men har de ulemper, at abeferesat handtere og opstalde, og at de er
dyre at kabe og opretholde. Grisen har en langigsinden for biomedicinsk forskning og er
ikke forbundet med mange af de ulemper som abeshealer forbundet med. Grisehjernen er
relativt stor (ca. 100 g) og har starre struktligtled med primaters neuroanatomi end
gnaveres hjerner (se nedenfor). Desuden er grddgmatisk lighed mellem grises og
menneskers genomer stgrre end mellem mus og mamagdkhansson et al., 1995).
Gottingen minigrisen er valgt til fordel for griséer avles til kedproduktion, da Gottingen
minigrise avles formalsspecifikt til at veere forsggse med ngje kontrolleret helbredsstatus,
lav voksen kropsveegt og en lille daglig veegtforsgéLind, 2005).
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Gottingen minigrisens neuroanatomi Minigrisen benyttes i stigende grad som et aitgy

til aben i hjerneforskning, og grisemodeller forlasons sygdom (Mikkelsen et al., 1999),
multipel sklerose (Singer et al., 2000) og apopléBakoh et al., 2000) er allerede blevet
udviklet. Grisen er et rimeligt intelligent dyr dwgr vist en villighed til at arbejde med en lang
reekke forskellige kognitive opgaver (Croney, 1999)isehjernen har en stor lighed med
menneskehjernen i forhold til gnaverhjernen, ogegrihar yderligere den fordel, at den har en
relativt stor hjerne i forhold til dens kropsvadgtge som mennesker har grise gyrificerede
hjerner (Hofman, 1985). Grisehjernens overordneddatogi er derfor mere lig
menneskehjernens end den glatte rottehjerngiit 20) (Hofman, 1985).

Menneske Abe Gris Rotte
Homo sapiens Macaca mulatta Sus scrofa Rattus norvicus

P

..23»

Figur 20 Sammenlignende neuroanatomi mellem mennesker, gis®,0g rotter. Figuren illustrerer tydelige
forskelle i starrelsen pa de forskellige artersrige og i graden af hjernernes gyrificering. Gradggyrificering
antages generelt at veere et udtryk for kognitivakitpt (Zilles, 2005). Mange af de strukturellesfalle pa
hjernerne (f.eks. mgnstret af kortikale gyri ogcButar imidlertid kun en begraenset betydning rgenes
organisering. Selvom anatomiske analyser har afshmgle basale artsforskelle, synes der at vagensie
evidens for, at hjernerne i et bredt spektrum &grdrar en feelles "bauplan” (Mogensen, 2003) (Baiefra
Brain Biodiversity Bankwww.msu.edu/~brains//).

Den striatale del af grisehjernen har, lige sommaskehjernen, adskilte caudatus og putamen
strukturer, som er opdelt af capsula interna (Féflial., 1999). Caudatus-putamen regionen i
rottehjerner anses derimod for at veere én overbsinetur, der repreesenterer det
"sensomotoriske striatum”. Adskillige cytoarkitekiske beskrivelser af grisehjernens neo-

og allokortikale omrader er tilgeengelige (Lind, 3D0Disse kortikale opdelinger er delvist
blevet understgttet af elektrofysiologiske stu@i®polsey & Fairman, 1946; Palmieri et al.,
1987). Desuden er den primaere motoriske kortexnadgex i grise (Stephan, 1951) og
primater, hvorimod den er granuleer i gnavere (U4diet al., 2003), og der er
cytoarkitektoniske ligheder mellem grise og meneeskliencephale kerner (nucleus
subthalamicus) (Larsen et al., 2004), dopamineggeek i den ventrale mesencephalon
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(Ostergaard et al., 1992) og - hvad der er veegéfli dette studie - i hippocampus
(Dilberovic et al., 1986; Holm, 1995). Hippocamgmes ud til at veere en evolutionaert
konservativ region i pattedyrhjernen. Dens prirgipiregioner Cornu Ammonis (CA1-4) og
gyrus dentatus (jf. afsnit 1.3.2.) udviser den sa@negtoarkitektur og de samme principielle
celletyper i alle arter. Der findes dog forskellegional laminger fordeling og i vigtige
signalmolekyler, hvorfor minigrisens hippocampuseiler en perfekt model af den humane
hippocampus (Zilles, 2005).

Grisehjernen er blevet beskrevet i adskillige higiske anatomiske atlas (Sisson &
Grossman, 1965; Yoshikawa, 1967; Félix et al., }@@pfor nylig ogsa i et MRI-baseret
statistisk atlas over Goéttingen minigrisehjernera{@viabe et al., 2001).

Pa baggrund af ligheder i den overordnede udforgynigyrificeringsmanster og i
fordelingen af grat og hvidt hjerneveev er grisatgerudbredt blevet benyttet til at modellere
den humane hjernes udvikling (Pond et al., 2000ptey hjerneskade (Lyng et al., 2006).
Grisehjernens udvikling ligner menneskehjernenfiraer hovedsageligt sted i det sene
praenatale liv til det tidlige postnatale liv (Dicken & Dobbing, 1966; Pond et al., 2000),
hvorimod neurogenesen i gnavere hovedsageligtifisigel i den postnatale periode
(Davidson & Dobbing, 1968; Dobbing & Sands, 19 ) nyere studie af Jelsireg al (2006)
antyder, at dette i hgjere grad ggr sig geeldendalfundelige slagtesvin frem for Gottingen
minigrise, hvorfor slagtesvin umiddelbart udgemedre model for den humane hjernes
udvikling. Begge racers hjerner modnes imidlertidem menneskelignende made med hensyn
til myelinisering, biokemisk sammensaetning (Dickers Dobbing, 1966; Flynn, 1984;
Mayhew et al., 1996; Thibault & Margulies, 1998) @gktrisk aktivitet (Pampiglione, 1971).
Desuden er den cerebrale blodgennemstramning ogegulering som fglge af hypoksi i
overensstemmelse med den, som kan observeres bhapsf@uckley, 1986).

Selvom karakteriseringen af grisehjernen endnu éddeomplet, ser det ud til at grisehjernen
afspejler primathjernen med hensyn til morfologgtdlogi og hjerneudvikling. Pa baggrund
af disse ligheder er der grund til at tro, at devaere fordelagtigt at benytte Gottingen
minigrise - frem for gnavere - i studiet af menredgle hjernesygdomme, og at minigrise
udger en passende art til at udvikle en alterrmabtdel for AD 1.
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En alternativ AD model Den sygdomsmodel i Géttingen minigrisen, dergerskeres her,
benytter sig af bade non-transgene og transgeneimper. Som i de non-transgene modeller
vil AD patologi blive forsggt induceret i normaler§aggsdyr ved hjeelp af intracerebrale
injektioner. Hvor de non-transgene modeller bassigepa injektioner af peptider, vil denne
model derimod benytte virale vektorer, der vil vaestand til at transfektere neuroner, med
gener baerende humane AD mutationer. Pa denne riiadan/som i de transgene modeller
fa et permanent udtryk af et specifikt gen, hedetrblot i et mindre omrade af hjernen. Den
virale vektor som benyttes er den adeno-associefiagetype 5 (AAV5). Denne virale

vektor inficerer pyramideceller med hgj affinit€ayvidson et al., 2000; Tenenbaum et al.,
2004). Vektoren vil blive injiceret enten uni- ellalateralt i entorhinal kortex eller
hippocampus, da disse strukturer afficeres somenafglie farste i sygdomsforlgbet (jf. afsnit
1.2.2.). Injektionerne vil blive foretaget ved hyealf stereotaktiske koordinater for Gottingen
minigrisehjernen, som for nyligt er blevet udarle¢jdf Anderseset al ( 2005). Den
unilaterale injektion har den fordel, at det vilreeenuligt at undersgge kontralaterale effekter,
men for at skabe adfeerdsmaessige effekter kanidetriddvendigt at foretage bilaterale

injektioner.

Denne model for AD vil blive evalueret ved hjeelpP&ET, som er et veerdifuldt redskah i
vivo billeddannelsesstudier, og som specielt er velegriengitudinelle studier med
gentagne skanningssessioner. For nylig er adskithglioaktive sporstoffer, som er selektive
over for senile amyloide plaks, blevet evaluereadékai et al., 2002) og et af disse
sporstoffer ¥'C-PIB) er blevet efterprgvet i humane studier. ®stof ophobes i
hjerneregioner, hvor der er amyloide plaks i ADigiater, hvorimod der ikke finder nogen
kortikal binding sted i raske eeldre forsggspersadette sporstof vil blive benyttet tit vivo
monitoreringen af sygdommens udvikling i minigrisedellen for AD. Yderligere vil der
blive foretaget kvantitative analyser med det MB&éxrede atlas over Gottingen
minigrisehjernen (Watanabe et al., 2001), og imnmistokemi vil blive benyttet til

evalueringen af neuropatologiske aendringer.
For at undersgge om udtryk af muteret APP pavigkisenes adfaerd, vil DNMS testen blive

benyttet sammen med en spontan objektgenkendelste®enne test er oprindeligt udviklet
af Ennaceur og Delacour (1988) til rotter, men ligesom det er tilfeeldet med DNMS testen
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i det herveerende studie - blevet overfart til Giggin minigrise (Moustgaard et al., 2002;
Kornum et al., 2005). Den spontane objektgenkerddksst maler ligesom DNMS testen et
korrelat for episodisk hukommelse, men er i modsegtiil DNMS testen en test af
hukommelsesstof, som ikke er indleert. Evidens liiestudier antyder, at disse to opgaver
ikke kan sidestilles, da aktivt indprentet stimwn DNMS opgave kraever neurale strukturer,
som er forskellige fra dem, som kreeves til denigasadprentning af stimuli i en spontan
objektgenkendelses opgave (Dudchenko, 2004).

| den spatiale DNMS opgave vil det vaere mest hésisigessigt at teste dyremodellen
med et 60 sekunders delay indsat mellem sampletagésstfasen, da det var ved dette delay,
at skopolamin havde starst effekt pa preestatiojfiefiguur 16). Det forventes derfor, at det
samme Vil ggre sig geeldende ved den hippocampaiernadyremodellen. Det korte delay er
samtidig det mest praktiske, da det er det mindskitsevende. Dette er ikke uvaesentligt.

Det primeere problem ved tg musemodellerne for Alxem tidligere beskrevet, at de APP
og/eller PS tg modeller ikke udvikler NFT, som detilfeeldet i den humane sygdom. Dette
problem kan muligvis overvindes i AD modellen i @Gidgen minigrisen, da grisevarianten af
AB - i modsaetningn til gnavervarianten - er identiedd den humane peptid (Johnstone et al.,
1991). Desuden er det blevet vist, at ophobning(abg tau finder sted efter diffus
hjerneskade i grise (Smith et al., 1999), hvilkeit@/erensstemmelse med den humane

reaktion pa diffus hjerneskade.

Hvis modellen viser sig ikke at reproducere hekekset af neuropatologi er det ikke
nadvendigvis et problem. Partielle modeller som fakuserer pa et enkelt aspekt af den
humane sygdom, har vist sig at veere veerdifuldeléorgradvise opbygning af en bedre
forstaelse af sygdommen og dens mekanismer. Sademaeller kan ligefrem veere et bedre
grundlag for nye opdagelser end de modeller, deiap@me tid praver at reproducere alle
sygdommens aspekter. Desuden er komplette modelteralt kun mulige i bedre forstaede
sygdomme (Mogensen, 2003).

Nogle veesentlige fordele ved den her beskrevnartggr, at man kan administrere de virale

vektorer til specifikke neurale strukturer og derfislge den amyloide patologis udbredelse i
hjernen. Hvis modellen udvikler en vis grad af m@atologi vil den ogsa kunne udggare en
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god model, hvori antidemensmidler kan afprgveswadueres. Dette vil vaere en vaesentlig
forbedring i forhold til de tg musemodeller, sonmiaées i gjeblikket, da grisen er et stagrre
dyr, som evolutioneert ligger teettere pa mennesket.

Den intracerebrale injektion af virale vektorer maidlertid ogsa visse begraensninger
som model for amyloid induceret patologi. Injekstilgangen involverer uundgaeligt
leesioner, der er forbundet med den invasive praeedom er ngdvendig for at kunne indfare
vektorerne i hjernen. Dette problem vil sgges merehved at justere injektionsraten,
injektionens starrelse og hviletiden far undersggehlf grisene.

4.2.5. Opsummering

Mange forskellige modeller for AD er blevet afprgivkwbet af de sidste 15 ar, men tg
modeller er klart de dominerende modeller i gjeddik Tg modellerne har veeret yderst
veerdifulde for forstaelsen af AD’s patogenese agefableringen af amyloid hypotesen. Et
problem for alle tg modellerne er imidlertid, attamionerne i APP og PS generne ikke fagrer
til udbredt NFT formation, som det er tilfeeldeterdmenneskelige sygdom. Forskelle i mus
0g menneskers hjerner synes at veere en afggrektde fiar mange af tg musenes
begraensninger som model for AD. Der er grund tit@tat grisehjernen ligner den
menneskelige hjerne bedre end gnaverhjernen, hvdefosynes at veere store perspektiver i
at prgve at indfgre AD-relaterede mutationer igrjernen. Desuden er grisehjernen relativt
stor, hvilket gor den velegnet til PET studier. Beventes, at man fra en AD model i grisen
kan leere mere om, hvordan sygdommen udvikler ssgnmennesket. Hvis modellen udvikler
en vis grad af neuropatologi, vil den ogsa udgarmarkant bedre model til evalueringen af
farmakologisk behandling af AD end de nuveerendaugemodeller. PET studier vil
sammen med immunohistokemi blive benyttet til dearopatologiske evaluering af
modellen, mens DNMS testen vil udgere det primaedskab i evalueringen af patologi-
relaterede adfeerdseendringer. Selvom grisene hagigisstand til at lase DNMS opgaven,
og testen er falsom overfor hukommelsesforstyrneésbaggrund af skopolamin-injektioner,
er der alligevel forbundet forskellige metodisketegretiske problemstillinger med testen.
Disse problemstillinger er afggrende for testemseegom valideringsredskab, hvilket er
emnet for diskussionen i det fglgende afsnit.
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4.3. DNMS testens evner som valideringsredskab

DNMS testen bliver almindeligvis omtalt som en telgr er sensitiv over for episodisk
hukommelsesforstyrrelse og over for hippocampaludhjgion (jf. afsnit 1.3.). Dette gar
umiddelbart testen ideel som valideringsredskatA@modellen. Denne forstaelse af testens
egenskaber kan imidlertid veere problematisk. Satftledgmme testens evner som
valideringsredskab for dyremodellen, vil jeg vuelegstens reliabilitet og validitet og
revurdere det neurale grundlag for den tidlige @gliske amnesi i AD.

4.3.1. Testens reliabilitet

Reliabilitet refererer til testens evne til at vaeomsistent i sine malinger og forstas bedst som
et kontinuum fra minimal konsistens i maleresuliaetil nsesten perfekt gentagelighed af
resultaterne (Gregory, 2004). Der er ikke foretafatlier, som direkte undersgger DNMS
testens reliabilitet, men resultaterne for det sarfonsggsdyr har vist sig at veere konsistente
over tid i aber (test-retest reliabilitet) (Murratyal., 1989), og det samme geelder for grisene i
dette studie, idet de alle preesterede pa et stipilau pa testen efter opnaelse af kriteriet (jf.
afsnit 3.2.). Dette er veesentligt, da den acceptgtad af reliabilitet er mere end blot en
akademisk problemstilling. Det ville vaere bade feotatisk og uetisk at basere den
adfeerdsmaessige validering af AD dyremodellen péemastater, der ikke kan gentages eller
eftervises (Gregory, 2004). Det ser altsa ud tiDEMS testens resultater er reliable. Men er
testresultaterne et udtryk for den hippocampalé&tian og for episodisk hukommelse? Dette

synes afggrende for testens validitet.

4.3.2. Testens validitet

Validitet refererer til, hvad en testscore betyd&liditetsbegrebet udvikler sig stadig,

hvorfor det er noget mere kontroversielt end dégtablerede reliabilitetsbegrebet. En simpel
definition af validitet er, i hvilken grad en tesfiler, hvad den haevder at male (Gregory,
2004). For at vurdere DNMS testens validitet ma miés& overveje, om testresultaterne
faktisk er udtryk for det, som vi antager. Der &sdstaerk empirisk evidens for DNMS testens

validitet som en test af den hippocampale funktion.
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Hippocampal dysfunktion DNMS testen er blevet benyttet i en lang reekker axge
modaliteter, og har konsistent vist sig at veersisigroverfor hippocampal dysfunktion pa
baggrund af en raekke forskellige neuropsykologmkdlemstillinger (jf.tabel 5. Afheengig

af hvilken modalitet der testes i, er der er nijui$ forskel pa hvilke neurale strukturer, som
er involveret i lgsningen af DNMS opgaven. Eksemigdindes der evidens for, at de neurale
strukturer, som primaert er involveret i visuel DNM# perirhinal kortex, preefrontal kortex
og nucleus dorsalis medialis i thalamus, hvorimedtlukturer, som primaert er involveret i
spatial DNMS er hippocampus, corpus mamillare, ewslanterior i thalamus og praelimbiske
frontale omrader. Selvom der er uenighed om gradiémvolvering, synes DNMS testning i
forskellige modaliteter dog altid at have den hipgrmpale formation som et feelles neuralt
grundlag (Aggleton & Pearce, 2001). Dette statteedasesionsstudier og patientstudier, som
er opsummerettabel 5 og desuden af studier med funktionel billeddasen@Monk et al.,
2002) og studier med ERP (Hampson et al., 2002dwgler et al., 1996). Det er dog den
spatiale version, som er mest hippocampus-afheebDegigie kan skyldes, at spatiale
hukommelsesopgaver har noget til feelles med frkglelelsesopgaver. At etablere en
repraesentation som kan understgtte fri genkaldkdseyaere mere kraevende for det
hippocampale system end at etablere en repreesentdéir er tilstraekkelig til at understogtte

genkendelse af objekter (Squire et al., 2004).
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Art Problematik/ laesion af Modalitet Referencer
Rotte Fornix & den mediale praefrontallap|Spatial / visuel |Shaw & Aggleton, 1993
Amygdala & fornix Visuel / spatial |Aggleton et al., 1990
Hippocampus & Spatial (position)/Aggleton et al., 1991
anterior thalamus
Hippocampus & amygdala Spatial / visuel / |Painado-Manzano, 1990; Aggleton
visuo-spatial et al., 1989
Hippocampus & fornix Spatial (position)|Aggleton et al., 1992
Hippocampus Visuel Clark et al., 2001; Aggleton et al., 1986
Demensmodel med specifik Spatial Ando, et al., 202
entorhinal synaptisk laesion
Fornix & den cingulate kortex Spatial Markowska et al., 19¢
Hund Rhinal kortex & hippocampus Auditiv Kowalska et al., 2001
Abe* Hippocampus & amygdala Visuel / spatial |[Murray & Mishkin, 1998
Hippocampale formation Visuel / spatial |Alvarado et al., 2002; Beason-Held
et al., 2001; Bachevalier et al., 1999
Fornix og den cingulate kortex Spatial Murray et al., 1989
Menneske |Parkinson patienter Visuel Blanchet et al., 2000

Downs syndrom

Spatial / visuel

Nelsen et al., 2005

Amnestiske patienter

Visuel

Squire et al., 1988

Korsakoff patienter

Visuel / auditiv

Oscar-Berman et al., 1992

Alzheimer patienter

Visuel

Irle et al., 1987

Tabel 5 Oversigt over nogle af de arter der er testet mEWB, hvilke neurale problematikker eller lsesioner
der er testet med DNMS og hvilke modaliteter DNM$estet i. Ved rotter testes der hovedsageligtridze i
den spatiale udgave af paradigmet og i operant leamden visuelle udgave. Ved aber og mennesktstes
bade den visuelle og spatiale udgave hovedsagetigten modificeret udgave af Wisconsin Generalifigst
Apparatus (WGTA). * Se ogsa referencermabiel 2for testning i den visuelle modalitet.

| dyrestudier er det primeert forskellige typer t@asrr af den hippocampale region, der er

blevet evalueret med DNMS testen (jf. afsnit 1)2.&g i patientstudier er det primaert

forskellige neurale lidelser, der rammer den epsgdadhukommelse. Da testen konsistent har

vist sig sensitiv over for hukommelsesforstyrreldesse studier, bidrager de i hgj grad med

empirisk evidens for testens validitet som en &ésken hippocampale funktion. Det er

imidlertid mere problematisk at vurdere testengtat som en test af episodisk

hukommelse. Som tidligere beskrevet er DNMS teidiem et direkte mal for episodisk

hukommelse, men derimod en test af genkendelsestmktse (jf. afsnit 1.2.5.), som anses

for at veere ekorrelat for episodisk hukommelse.

GenkendelseshukommelseDet er ikke muligt direkte at teste genkaldekepisodisk

hukommelse i dyr, da dette kreever en sproglig karapbi kommunikationen af det
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genkaldte hukommelsesstof. | stedet testes oftkegeielseshukommelse, hvilket deekker
over evnen til at identificere et stimulus, som rtidhgere er stadt pa (objekter,
lokalisationer, idéer, personer, situationer, n(fquire et al., 2004). Denne type
hukommelse sidestilles ofte med episodisk hukomenelg i overensstemmelse med dette
udviser amnestiske patienter stort set altid erfudision i genkendelseshukommelse (jf.
tabel 5. Derfor ser man ogsa ofte klinisk undersggt dysfion i genkendelseshukommelse
beskrevet som en episodisk hukommelsesforstyr(Alggleton & Pearce, 2001).

For genkendelseshukommelse i dyr diskuteres, eradedifuldt at overveje genkendelse i
mennesker. Hvis forsggspersoner mentalt "rejdesdi i tid” pa en bevidst eller aktiv made
for at genkende noget, som tidligere er blevet pnéeset, sa kan tests af
genkendelseshukommelse antages at veere testsadlisgihukommelse (jf. afsnit 1.2.2.).
Den humane genkendelseshukommelses natur er itiddd¢ikontroversielt emne. Det
primezere tema i debatten er, hvorvidt genkendelé@shmelse bestar af en enkelt proces,
som er direkte koblet til andre former for episédienkaldelse, eller om den er en todelt
proces, hvori genkendelse kan stamme fra to (#dlex) uafheengige processer. Den ene af
disse processer ser ud til at veere episodisk, alangelverer en bevidst genkaldelse
(recollection) af den tidligere begivenhed, hvordraen anden blot involverer oplevelsen af
bekendthed (familiarity) (Squire et al., 2004; Agipin & Pearce, 2001). Genkaldelse af et
stimulus antages at afhaenge af hippocampus, hvdrimptevelsen af bekendthed antages at
afhaenge af den omkringliggende kortex (Suzuki &€a, 2000). Denne dikotomi hjeelper
til at belyse et fundamentalt problem for testrafigienkaldelseshukommelse i dyr.
Distinktionen mellem genkaldelse og bekendthedraars hvis ikke umulig - at overfgre til
forsggsdyr, da der ikke findes metoder til at uadge dyrenes evne til at "rejse” i mental tid,
hvilket er centralt for den episodiske genkaldé&guire et al., 2004). | den spatiale DNMS
opgave reinforceres grisen for at vaelge at ga daedka arm, den ikke var i under sample
fasen. Grisen skal derfor treeffe et valg baserdidtigere tilegnet information. Selv om dette
umiddelbart ligner en test af genkaldelse, kreepgawgen imidlertid ikke, at grisen bevidst
genkalder episoden, hvor den blev tvunget til abg ad mazens ene arm. Selv om
amnestiske patienter typisk er h&emmede pa opgdeeer sammenlignelige med DNMS
opgaven i dyr, betyder dette ikke ngdvendigvi®MMS opgaven undersgger episodisk
hukommelse. Hvis valg baseret pa den relative tked (familiarity) med et stimulus
effektivt kan lase DNMS problematikken, s& demaarstr dyrenes praestation pa denne
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opgave ikke ngdvendigvis episodisk hukommelse (étggl & Pearce, 2001). Denne
problematik geelder imidlertid ikke i samme grad dpatiale udgave af DNMS testen som
den visuelle udgave, hvor der praesenteres nye tebjelver trial. | den spatiale DNMS
opgave i den T-lignende maze er det de samme stisouh er til stede i hver trial (mazens
hagjre og venstre arm), hvilket udelukker valg baspa det relative bekendtskab, idet begge
stimuli er lige bekendte. Desuden kan grisene ke opgaven ud fra en fast association
mellem en belgnning og en enkelt respons ellerikd#on, da den reinforcerede arm skifter
fra trial til trial. Derfor ma grisene huske, hvder skete i samplefasen for at kunne vaelge
rigtigt i testfasen (Dudchenko, 2001).

Et fundamentalt problem for den spatiale DNMS testser som valideringsredskab er
imidlertid, om det overhovedet er muligt at undgesepisodisk hukommelse i grisene.
Hukommelse for en given episode kraever genkaldglsdormation om hvad der skete,
hvornar det skete og hvor det skete. At understigeliase facetter ved hukommelse i en
enkelt adfeerdstest har vist sig at veere meget gmudiisk. Selv hvis det skulle lykkes at
frembringe en sadan test, vil den alligevel ikker@ demonstrere episodisk hukommelse i
grisene, da den ikke kan pavise en bevidst ellév gknkaldelse, som er associeret med en
mental "tidsrejse” tilbage til begivenheden, dealskenkaldes (jf. Tulvings definition af
episodisk hukommelse i afsnit 1.2.1.) (Aggleton &aFRce, 2001). Ifglge Tulving (2002) er
tilstedevaerelsen eller fravaeret af episodisk hukemenimidlertid ikke et spgrgsmal om alt
eller intet, og dette geelder savel spgrgsmalet isodisk hukommelse i forskellige arter
som i det enkelte forsggsdyr. Det synes derforghali bryde episodisk hukommelse op i
nogle simplere komponenter og undersgge dem separa&n begivenhed i episodisk
hukommelse kan ses som et "mentalt snapshot’ndehblder information angaentbead?
hvornar?oghvor?, er disse komponenter oplagte mal for dyresty@erzuki & Clayton,

2000; Aggleton & Pearce, 2001). | den spatiale DNitS fokuseres der pa spgrgsmalet om
hvor? Denne komponent har ikke blot vist sig at veerafate letteste at undersgge i dyr, men
der findes ogsa teoretisk baggrund for at meneogle former for spatial hukommelse er
specielt egnede til at studere episodisk-lignendeimmelse (Aggleton & Pearce, 2001).

Allocentrisk hukommelse Allocentrisk hukommelse refererer til brugerjafne cues’
relative positioner som stgtte til spatial lokalisa og navigation. Antagelsen om at episodisk

hukommelse for en begivenhed kan ses som et "mamabshot” understreger vigtigheden af
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at sammenkoble eller binde forskellige elementerkiommelsen. For at skabe et "snapshot”
er det ikke tilstreekkeligt blot at indprente de eltéc komponenter. Det er ogsa ngdvendigt at
arrangere dem i en unik spatial ramme. Pa en ldmemide skal de cues, som bruges til
allocentriske spatiale processer kombineres pagtensom ikke blot identificerer de
forskellige cues, men ogsa deres positioner i flortibhinanden. Ud fra dette synspunkt
bestar episodisk hukommelse ikke blot af en optiegrever begivenheder eller stimuli, men
ogsa af hvordan disse er sammenkoblet eller bigadeimen (Aggleton & Pearce, 2001).
Dette er i overensstemmelse med den relationalle fir den hippocampale funktion, som
blev beskrevet i afsnit 1.2.3. Pa baggrund af dattes det derfor afggrende for testens
validitet, at grisene benytter en allocentrisk tetgatil at lase den spatiale DNMS opgave. Nar
grisene lgser opgaven kan de imidlertid gare detseret pa hukommelse for en reekke
forskellige typer information. Typisk antages ddtdyr som lgser DNMS i en T-maze gar
dette ved at huske lokalisationen af den sidstdiesarm baseret pa dennes spatiale forhold
til cues uden for mazen (ekstramaze cues). Dega aflocentrisk spatial strategi. Grisene
kan imidlertid ogsa treeffe deres valg baseret pdgeentrisk spatial strategi, hvor de
navigerer ud fra deres krops position i mazen.gaedreeffer dermed deres valg af arm
baseret pa en indre fornemmelse af retning (Dudahe2004; Aggleton & Pearce, 2001).
Alternativt kan grisene benytte en respons-strategir de husker, hvilken vej de gik og
drejer den modsatte vej i efterfalgende trial,redie kan benytte en strategi, hvor de benytter
svingdgrens lokalisation under samplefasen tibadeyderes valg i testfasen (Duchenko,
2001). Endelig kan grisen opdage, hvilken arm dest fiar veeret i ved hjeelp af olfaktoriske
cues, som er efterladt pa mazens arme (Dudchefkd,)2Denne strategi skulle imidlertid
veere udelukket, da mazens "T-kryds” blev spulet k@dt vand far hver testfase (jf. afsnit
2.3.5.). Yderligere kan grisenes adfaerd under dedmipden ogsa have indflydelse pa deres
valg af arm i testfasen. Det kan ikke udelukkegresene benytter medierende strategier
under delay-perioden, som bedre ggr dem i staiatl ¥delge den rigtige arm i testfasen.
Eksempelvis kan de orientere deres hoveder imo#atemende korrekte valg eller
positionere sig i startboksen pa en made, somegmrictand til at veelge den rigtige arm.
Denne form for adfeerd er blevet observeret hosmoder lgser en spatial DNMS opgave i et
operant kammer (ibid.).
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Minigrises adfeerd i en T-maze er ikke blevet undgtsmen studier med rotter antyder, at
rotter bruger det spatiale forhold mellem mazenseang tydelige ekstramaze cues til at lgse
spatiale DNMS opgaver, nar sadanne pejlemeerkédgaargelige. Rotterne praesterer
imidlertid ogsa pa et niveau bedre end chance,detispatiale forhold mellem mazen og
ekstramaze cues manipuleres, hvilket antyder, &kaebenytter allocentrisk information
alene til at guide deres valg. Ikke-kontrollereateamaze cues ser ikke ud til at blive benyttet
af rotter. Det ser derfor ud til, at rotter undémiadelige forhold vil benytte bade ekstramaze
cues (nar de er tilgeengelige) og indre repreesentatiaf deres sidste valg til at lgse spatiale
DNMS opgaver (Dudchenko, 2001). Som beskrevetnita®s2. udggar forskellige magnstre,
som er klippet ud af sorte affaldssaekke, tydelkgtramaze cues for grisene. Dette skulle,
baseret pa rotters adfeerd i T-mazen, tilskyndedlecemtrisk lgsningsstrategi. Dermed
tilskyndes grisene til at benytte en lgsningsstriasom har teoretisk betinget validitet som et
udtryk for episodisk-lignende hukommelse. Samtetiglenne lgsningsstrategi i
overensstemmelse med den relationelle teori forngdgrocampale funktion, hvorfor
testresultaterne ogsa har teoretisk validitet sbutyk for den hippocampale funktion.

Pa trods af de dbenlyse problemer ved at male @gipishukommelse i grisene synes det altsa
muligt at undersggevor? aspektet af episodisk hukommelse med den sp&ildMS test.

Hvis grisene enten bevidst genkalder, hvilken aengid ned ad under samplefasen, eller hvis
de benytter en allocentrisk lgsningsstrategi, Snder teoretisk baggrund for at benytte
testresultaterne som et validt korrelat for episbdiukommelse. Dette stattes af klinisk
evidens for, at hippocampale skade i menneskeralee kan resultere i amnesi, men ogsa i
et selektivt tab af spatial allocentrisk hukommeékeggleton & Pearce, 2001). Mere generelt
kan testens validitet vurderes ved at overvejeydd@mme og leesioner, som er ansvarlige for
episodisk amnesi i mennesker - herunder ADijbel 5. Dette viser tydeligt, at der er en klar
overensstemmelse mellem de omrader i hjernen, samsearlige for episodisk amnesi, og
dem, som er kritiske for tests af spatial hukommeldyr (ibid.). Testen synes dermed at have
validitet som en test af episodisk-lignende hukoilsmeg som en test, der er sensitiv over for
hippocampale skader. Dette gagr umiddelbart tedtehfordelagtigt valideringsredskab for
dyremodellen for AD, idet dyremodellen forventesidvikle AD relaterede hippocampale
leesioner, som resulterer i amnestiske symptomeaf§hit 4.2.3.). Et studie af Iré al

(1987) statter yderligere testens evner som vatigeredskab for dyremodellen, idet det blev
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vist, at en gruppe AD patienter preesterede pa elniveau pa en visuel DNMS opgave og
tilsvarende var haemmet pa en opgave, hvor de shudlke lokalisationen af de objekter, som
var blevet preesenteret i DNMS opgaven. Sa selvarerdetodiske og teoretiske problemer
med testens validitet som et mal for episodisk nukelse, synes grisenes preestation pa
DNMS testen alligevel at veere et mal for en typkdmimelse, som er direkte relevant for
AD. Specielt da skopolamin er et stof, som inducerehukommelsesforstyrrelse, som kan
relateres til AD’s patogene kaskade (jf. afsnit2.J1 Hvis AD grisemodellen udviser en
reduceret praestation pa den spatiale DNMS testssy@stresultaterne derfor at veere et validt
mal for en AD-relateret hukommelsesforstyrrelsee Kynd fra AD forskningen udger
imidlertid et potentielt problem for dyremodelleg for testens evner som valideringsredskab,
idet de antyder, at det ikke er den isolerede skagwocampus eller MTL, der forarsager
den tidlige amnesi, som er forbundet med AD.

4.3.3. Revurdering af det neurale grundlag for denidlige amnesi i AD

Som beskrevet i afsnit 1.1.2. antages det, atelatafe grundlag for den tidlige amnesi i AD
er den tidlige atrofi i MTL og specielt i entorhirertex. Denne struktur er derfor ogsa
udgangspunktet for induktionen af den AD relateneai®logi i dyremodellen (jf. afsnit
4.2.3.). Samtidig er lokalisationen af denne tellgatologi baggrunden for at veelge DNMS
testen som valideringsredskab. Nye fund fra ADKorrsgen problematiserer imidlertid
antagelsen. Nestet al (2005) fandt i et strukturelt billeddannelsessuded PET og
volumetrisk MRI, at den tidlige atrofi og hypometdibme i MTL ikke kunne ggre rede for
den tidlige episodiske hukommelsesforstyrrelse i BBnne konklusion blev baseret pa, at
graden af atrofi og hypometabolisme i MTL i en grapAD patienter — som alle havde
klinisk dokumenteret episodisk hukommelsesforstgere ikke adskilte sig fra en
kontrolgruppes, som bestod af semantisk demenienpat uden episodisk
hukommelsesforstyrrelse. At atrofi og hypometalmods MTL ikke ngdvendigvis medfarer
en episodiske hukommelsesforstyrrelse kan umiddetiyaes i modstrid med den tidligere
beskrevne evidens for hippocampus’ rolle i amnjésafsnit 1.2.). Men man ma huske, at
neurodegeneration ikke er det samme som en ladsaesioner medfgrer normalt et totalt
neurontab, hvorimod neurodegeneration resultezemniere gradvist neurontab over tid,
hvilket ikke ngdvendigvis medfagrer en kognitiv figrselse i de tidlige stadier (ibid.). Dette
afspejles i de patologiske stadieteorier, hvoraisté stadier er sakaldt "klinisk tavse”, hvilket
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vil sige, at de er mere eller mindre symptomfri gfsnit 1.1.2.). Gruppen af Alzheimer
patienter adskilte sig til gengeeld fra gruppenemhantisk demente ved en hypometabolisme i
MTL’s limbisk-diencephale forbindelser — speciethkring den posteriore del af gyrus
cingularis (det retrospleniale omrade), hvilkeeeomrade, som rammes tidligt i AD
sygdomsforlgbet - nogle gange flere ar far de ézsgmptomer opstar (ibid.).

Pa baggrund af deres fund foreslar Nestal. (2005), at den tidlige skade i MTL ikke
isoleret set kan forklare den episodiske hukommsédsstyrrelse, som er karakteristisk for
tidlig AD. Dette stgttes af dyrestudier, som hardet, at kognitionsforstyrrelse i aldrende
rotter og aber ikke er forbundet med celletab i bippocampale formation (Gallagher &
Rapp, 1997; Shamy et al., 2005). Nestbal's data antyder derimod, at den episodiske
hukommelsesforstyrrelse farst opstar, nar adskilligader rammer et funktionelt integreret
netveerk bestdende af MTL og dens limbisk-diencepfuabindelser — den Papez’ske
neuronring som blev beskrevet i afsnit 1.2.2. disge nar op over en greenseveaerdi. At der
skulle findes en sadan greenseveerdi stattes o, farste stadier i de patologiske stadieteorier
er klinisk tavse stadier, hvgraden af atrofi ikke er nok til at medfgre funkismedsaettelse.
Desuden har Vargha-Khadeshal. (2001) i deres arbejde med udviklingsamnesi furatet
det kreever 25-30% atrofi i hippocampus, far detapspisodisk amnesi i disse patienter. At
skader pa den Papez’'ske neuronring kan fare tieaiar veletableret, idet der er
dokumenteret amnesi i patienter efter bilateraselsk i MTL (jf. afsnit 1.2.4.), diencephalon
(Parkin, 2001), retrosplenium (Valenstein et #817) og fornix (Gaffan & Gaffan, 1991), og
der er ikke umiddelbart nogen kvalitativ forskelggnne amnesi, idet alle patienterne har
forskellig grad af anterograd og retrograd amnessepisodisk hukommelse. Der er ligeledes
dokumenteret hukommelsesforstyrrelser i rotter elesperimentelle leesioner i de Papez’ske
strukturer og forbindelserne imellem dem (Aggleg€oRearce, 2001).

Disse fund er altsa i modstrid med de patologishdisteoriers antagelse om, at den tidlige
amnesi, som er forbundet med AD, alene skyldedidbge atrofi i entorhinal kortex.

Metoden i Nestoet al’s studie kan imidlertid siges at veere steerkerereetbden i de
patologiske stadieteorier. Kognitiv funktion afhaengandsynligvis af, hvordan de
underliggende strukturer fungerer, hvorfor hyporbetiame kan siges at veere et mere direkte
korrelat for dysfunktion end atrofi, der er et merdirekte mal for den nedsatte funktion.

4.3.
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Hypometabolisme afspejler nedsat synaptisk aktjvitglket bade kan skyldes neural leesion
og synaptisk dysfunktion, hvorimod atrofi alenepaijter strukturelle sendringer (Chételat et
al., 2003).

Pa baggrund af Nestet al’s fund ser det altsa ud til, at de patologiskel&teorier for AD
ikke har ret i deres antagelse om, at den tidligaesi, som er forbundet med AD, skyldes
den tidlige atrofi i entorhinal kortex. Da atrofieden hippocampale region ikke i sig selv kan
gere rede for amnesien, ma man i stedet se paaddade funktionsnedseettelse i det neurale
netvaerk, som hippocampus er en del af — alts& dpazke neuronrifgDette kan muligvis
veere en mere generel betragtning, som ikke kunegad&h tidlige episodiske
hukommelsesforstyrrelse, som er forbundet med Amndsi forarsaget af akut hypoksi er
nemlig ogsa forbundet med bade atrofi i MTL ogteital hypometabolisme i retrosplenium
og thalamus (Reed et al., 1999), og yderligeraveresi pa baggrund af herpes encephalitis
associeret med hypometabolisme i retrosplenium &g [Reed et al., 2005). Dette stemmer
godt overens med, at den Papez’'ske neuronringmrcenet i indprentningen af
hukommelsesspor (jf. afsnit 1.2.2.), og at indpméngsvanskeligheder er den primeere arsag
til den tidlige amnesi i AD (jf. afsnit 1.2.7.).

At det er den samlede funktionsnedseettelse i dpaz%ke neuronring, som er ansvarlig for
den tidlige episodiske hukommelsesforstyrrelse iukgar et potentielt problem for DNMS
testens evner som valideringsredskab for dyremewlefor hvis ikke testen er sensitiv over

* At der ikke tidligere har veere fokus pa dette nieunatveerk i AD forskningen afspejler en klassisk
problemstilling inden for kognitiv neurovidenskalerkognitive funktioner lokaliserede i bestemtenage
strukturer eller er de distribuerede i neurale ssk? Kognitive processer afspejler generelt aktivineurale
netveerk frem for specifikke regioner isoleret (Demed et al., 2005). Men forskere bliver ofte forfar
korrelationer mellem nedsat kognitiv funktion ogieat aktivitet i en neural struktur. | hukommeleestningen
har dette ligefrem fert til en bias, idet fokusgi lgrad er pa den hippocampale region. Denne biagearet med
til rette AD forskningen i samme retning, da deopigiske stadieteorier i hgj grad har veeret styedod hvilke
neurale strukturer der har veeret fokus pa i undetsen af de tidlige stadier af AD. Denne biasejfep ogsa i,
at sghesten er et yndet logo for hukommelsesklatikig AD konferencer. Arsagerne til denne bias ange:
F.eks. er H.M. den farste beskrevne amnestiskergatnan mgder flest amnestiske patienter med itasio
MTL i klinikken, og "Californienskolen” omkring Lay Squire har veeret dominerende i

hukommelseslitteraturen.
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for skader i hele dette system, men blot over fppdcampale skader, kan den vise sig at
veere for specifik. Der findes imidlertid en klaresgnsstemmelse mellem de omrader i
hjernen, som er ansvarlige for anterograd episaaliskesi i forskellige patientgrupper og
dem, som er kritiske for tests af spatial hukommetbyr, idet begge typer hukommelse netop
afhaenger af strukturerne i den Papez’ske neurolfiggleton & Pearce, 2001). Sa selv efter
revurderingen af det neurale grundlag for deng@lhmnesi i AD, synes den spatiale DNMS
test stadig at veere et anvendeligt valideringsiaa$ér dyremodellen.

4.3.4. Opsummering

DNMS testen har en rimelig god reliabilitet, ogttesultaterne har vist sig at veere
konsistente over tid i bade aber og grise. Testahditet som en test, der er sensitiv over for
hippocampal dysfunktion er veletableret, idet deids empirisk evidens for, at testen er
sensitiv over for hippocampale problemstillingenilang reekke arter og modaliteter. Der er
imidlertid en reekke metodiske og teoretiske prolelewed at benytte DNMS testen som en
test af episodisk hukommelse. Eksempelvis er det muligt direkte at teste episodisk
hukommelse i dyr. DNMS testen er derfor heller ikkelirekte mal for episodisk
hukommelse men derimod for genkendelseshukommnsxse er et korrelat for episodisk
hukommelse. Denne type hukommelse er imidlertid éuvalidt korrelat for episodisk
hukommelse, hvis grisene bevidst genkalder haendetssmplefasen til at lgse opgaven. |
kraft af den spatiale modalitet, hvor grisene tifsttes at benytte en allocentrisk
lgsningsstrateqi til at lgse opgaven, har testediemid teoretisk validitet som en test af
hvor? aspektet af episodisk hukommelse. Samtidig erel&sningsstrategi i
overensstemmelse med den relationelle teori fornggrocampale funktion, hvorfor
testresultaterne ogsa har teoretisk validitet somé for den hippocampale funktion. Pa
trods af de metodiske og teoretiske problemer vduliage DNMS testen som en test af
episodisk hukommelse synes testen at have godslegmr som valideringsredskab for
dyremodellen, idet det er blevet vist, at AD pagempraesterer pa chance-niveau pa en DNMS
opgave.

Et nyere skanningsstudie udggr imidlertid et prabfor dyremodellen og DNMS
testens evner som valideringsredskab, idet deedrdidens for, at det ikke er den tidlige
atrofi i entorhinal kortex og MTL, som er det eregtundlag for den tidlige episodiske
amnesi i AD. Det er derimod den samlede funktiodsesttelse i den Papez’ske neuronring,

4.3.
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som er baggrunden for amnesien. | kraft af at eldes | den spatiale modalitet, udger dette
imidlertid ikke et stgrre problem for testens vatidgsevner, da spatiale tests har vist sig
sensitive over for laesioner i alle den Papez'skeaings strukturer og forbindelserne

imellem dem.

4.3.
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Konklusion

Dette speciale handlede om kognitiv testning ati@@n minigrisen som led i valideringen
af en dyremodel for AD. Da det bade farste og sstergymptom ved AD som regel er
problemer med episodisk hukommelse, fokuseredekliniyen af den kognitive test pa dette
aspekt af sygdommens symptomologi. Episodisk hukelserkan imidlertid ikke testes
direkte i dyr, da kommunikationen af denne typedmiknelse kraever en sproglig komponent.
DNMS testen er en veletableret kognitiv test, sofitemgenkendelseshukommelse - et
korrelat for episodisk hukommelse. Denne test blearfart til Gottingen minigrisen, sa den
passer til grisens fysik og preeferencer. Griseae tastet i den spatiale modalitet i en T-
lignende maze, hvor der var tydelige ekstramazs tilggengelige. Dette er afggrende for
testens teoretiske validitet som en test af epsgslifinende hukommelse.

Alle grisene leerte den spatiale DNMS opgave in@er220 trials med et 60 sekunders delay
indsat mellem samplefasen og testfasen, hvilkeeswvegenlunde til makak-abers
indlzeringsniveau pa en tilsvarende DNMS opgavesdédg klarede sig imidlertid markant
darligere end rotter pa opgaven, hvilket kan skyjde grise — i modsaetning til rotter — ikke
har en naturlig tendens til at alternere i derdg pa spatiale opgaver.

Efter alle grisene havde opnaet kriteriet for inithge af opgaven, blev de testet med
forskellige delays. Skopolamin er et stof, somdraveletableret effekt pa hukommelsen, der
minder om den dysfunktion, som ses ved tidlig Ardduktionen af de lsengere delays
resulterede i en forventet tidsafhaengig reduktignsenes praestation, og der var en
signifikant effekt af en 0,04 mg./kg. dosis skopoila ved delays pa 60 sekunder og 900
sekunder, hvorimod effekten ved det 300 sekundeles/dilneermede sig signifikant niveau.
Da der var signifikant effekt af skopolamin med@tsekunders delay, vil det veere mest
hensigtsmeessigt at teste AD dyremodellen med Kette delay, da det er det mest praktiske

med hensyn til, hvor lang tid det vil tage at tesgeemodellen.
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AD modellen i Gottingen minigrisen introduceres seinsupplement til eksisterende tg
musemodeller. Musemodellerne har veeret yderst figgtdifor vores forstaelse af de
neuropatologiske, biokemiske og adfeerdsrelateredeiager i AD. De er imidlertid stgdt pa
en del problemer pa grund af forskelle i mus ogmaskers hjerner — specielt har
musemodellerne ikke veeret i stand til at udvikleETNAD modellen i Géttingen minigrisen
udvikles ved at benytte bade transgene og nongearesprincipper, hvor gener med humane
AD mutationer, som er koblet til virale vektoretjiceres i hippocampus. Habet er, at man
ved at benytte et starre forsggsdyr, hvis neuroamaninder mere om den humane, vil fa en
AD dyremodel, som kan leere os mere om AD’s neuaipgiske processer, og som eventuelt
vil kunne udvikle NFT. Et veesentligt aspekt veddelingen af AD dyremodellen i
Gottingen minigrisen er at vise, at de induceregl@opatologiske aendringer resulterer i den
forventede kognitive dysfunktion. | den henseendigeu DNMS testen et veerdifuldt
valideringsredskab for AD dyremodellen, idet testesensitiv over for bade hippocampale

leesioner og episodisk hukommelsesforstyrrelse.

DNMS testen har altsa vist sig at veere en velekmghitiv test til Gottingen minigrisen, og
den udger et veerdifuldt redskab til valideringe@Bfdyremodellen. Testen vil imidlertid
0gsa kunne benyttes til at validere andre grisetterdmed hippocampal problematik.
Eksempelvis har en forskergruppe omkring en tg A@lehi Gottingen minigrisen, pa

Institut for Molekyleer Genetik p& Arhus Universitgt afsnit 4.2.3.), vist interesse for vores
ekspertise pa hukommelsestestning af minigriseis etvaf — eller begge — grisemodellerne
viser sig at vaere en god model for AD, vil bade elleth og DNMS testen kunne udggre
veerdifulde redskaber til valideringen af antidememeslicin, da grisehjernen minder mere om

menneskehjernen end de eksisterende gnavermodellers

DNMS testen kan ogsa benyttes til yderligere aewsmige Gottingen minigrisens kognitive
egenskaber. Ligesom tidligere kognitive studieGafttingen minigrise (Moustgaard et al.,
2002; Moustgaard et al., 2004; Moustgaard et @052Kornum et al., 2005) har dette studie
ikke afslgret problemer med den kognitive treeningrsene set i forhold til andre arter.
Dette studies formal har imidlertid ikke veeret isey at grise er i stand til at indleere DNMS
opgaven med flere tilggengelige valgstimuli endd.ektter. Der blev kun benyttet to
valgmuligheder i den spatiale DNMS opgave, hvillkgsa er en almindelig procedure ved
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testning af rotter. | andre versioner af DNMS payackt, som er beregnet til testning af
mennesker og aber, benyttes ofte et starre artmtirauli. Det ville derfor veere interessant
for fremtidige studier at undersgge, om grisestand til at leere DNMS opgaven med et antal
tilgeengelige valgstimuli, der tilngermer sig denmaeghedsgrad. Man kunne f.eks. teste
minigrisene pa en spatial DNMS opgave i en radiatr@ maze. Tilsvarende kunne det veere
interessant at teste grisene i andre modalitetéden spatiale for at undersgge, om der er en
modalitet, som de er specialt steerke i — eksengpdbm olfaktoriske, da grise har hgjt
udviklede olfaktoriske evner. Hvis der kan demoergts kognitive egenskaber i grisen, som
er bedre end rotters, i neuropsykologisk relevamier opgaver, kan dette sikkert gge
interessen for at benytte grise som dyremodell@uafane hjernelidelser. Baggrunden for
valget af art i en hvilken som helst neurovidengiglbdyremodel afhaenger imidlertid af
mange forskellige faktorer, herunder neurobiologikigheder med mennesker,
praktiske/tekniske forhold og etiske overvejel&sempelvis gar grisens relativt store hjerne
denne art meget mere velegnet til PET end rotgemange mennesker anser brugen af grise
som forsggsdyr som veerende mere etisk acceptaioeliragen af primater. @konomiske
faktorer er ogsa vigtige. Opstaldningen af seNilengruppe aber til eksperimentel brug er
uhensigtsmaessigt dyr efter ny europaeisk lovgiviong@pstaldning af primater (Moustgaard
et al., 2005). Denne udvikling kan ggre brugenrekeg neurovidenskabelige dyremodeller
mere almindelig. Dette forhold ger sig specieltdgatie i Danmark, hvor vi mangler et stgrre
fors@gsdyr, efter vi helt er stoppet med at bergier indenfor neurovidenskabelig forskning.



Kapitel 6

Perspektivering

Som beskrevet i afsnit 1.1.3. er de nuvaerende ldihgamuligheder over for AD yderst
begreensede. Den mest benyttede farmakoterapi andaiyg med kolinesterasehaemmere,
som maksimalt kan udsaette sygdomsprocessen 1D2ider derfor stor interesse for at finde
alternative farmakologiske behandlinger, som, kelg de blot kan forbedre det kliniske
enderesultat en lille smule, vil vaere af stor vasdide pageeldende patienterne og deres
pargrende. Traditionelt er alternative antidemesg@rater blevet testet i de tilgeengelige
transgene (tg) musemodeller, hvilket er hensigtswgeged den farste afpragvning af
preeparatet, men er mere problematisk ved en seuahgering af preeparatets potentiale som
egentlig demensbehandling. Her er det mere henssgssigt at benytte et stgrre forsggsdyr,
hvis hjerne minder mere om menneskets - eksemp&ifsngen minigrisen, som jeg har

argumenteret for i afsnit 4.2.4.

Der er en gget interesse i hormonet Erythropoi€Ei) potentiale som et stof, der kan
forbedre det kliniske enderesultat efter hjernesk&r findes et stigende antal studier, som
har vist, at centralt og systemisk administrereDE®nN reducere konsekvenserne af vaskulaer
savel som neurokemisk og mekanisk pafert hjerneskat denne evalueres ud fra
biokemiske, histologiske og kognitive/adfeerdsmaespayametre (Mala & Mogensen, 2006).
Samtidig er der en raekke artikler, som antydebgatindling med EPO kan vise sig effektivt
over for neurodegenerative sygdomme sasom AD (Zaikg2005; Chong et al., 2005a
2005b; Genc et al., 2004; Ehrenreich et al., 26ld&selblatt et al., 2006), hvorfor EPO kan
udggre et muligt alternativ eller supplement tiledksisterende kolinesterasehaemmere. Lige
som den eksisterende AD behandling vil EPO hellez kunne stoppe sygdommend
progression, men vil snarere virke som "skadesrtaoiik da stoffet virker
neuronbeskyttende, men ikke pavirker de forarsagéamktorer bag neuropatologien

(Ehrenreich et al., 2004). Der findes kun et engeitlie, som har undersggt EPO’s potentiale
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som AD behandlingn vitro (Chong et al., 2005a), og der er endnu ikke paldicstudier, der
undersgger EPQO’s potentiale som AD behandlingvo. Det vil derfor veere bade interessant
og relevant for fremtidige studier at evaluere E®P€ffekt pa en AD dyremodel. Her vil den
spatiale DNMS test og AD modellen i Gottingen mirggn veere oplagte redskaber til at
undersgge, om der er forbundet et kognitivt udbygt at behandle AD neuropatologi med
EPO. Umiddelbart vil det nok vaere mest hensigtsriggestsstarte en sadan forskning med at
lave et pilotprojekt i en af de veletablerede tgsemodeller, far man pabegynder det dyrere
og mere tidskreevende studie med minigrisene. Sadstndier ma imidlertid antages allerede
er pabegyndt i laboratorier, hvor de har stgrrgpekise inden for arbejdet med tg
musemodeller. Et naeste skridt for studier med G@¢tn minigrise kunne derfor veere at
replikere fund fra rottestudier, som viser en digant genopretningseffekt af EPO efter
mekanisk leesion pa (fimbrio-)fornix, nar denne aea¢s med kognitive tests (Mogensen et
al., 2004; Mala et al., 2005). | det fglgende &g farst introducere EPO, hvorefter jeg vil
skitsere mulige mekanismer bag EPO’s neuronbesidgtegenskaber, og til sidst vil jeg
argumentere for EPQO’s potentiale som et muligtdemienspraeparat.

6.1. Erythropoietin (EPO)

EPO er et hormon, der oprindeligt blev beskrevet seerende produceret i nyrerne og
virkede som en hematopoietisk veekstfaktor. Mandeaige kendt til EPO’s rolle i dannelsen
af rade blodceller, og hormonet er nok mest keradsportsverdenen, hvor det (mis)bruges
som et preestationsfremmende dopingmiddel. EPOimigertid ogsa preestationen i
sportsgrene, hvor optagelsen af oxygen ikke empdiemeere determinant for en god
praestation. Det er derfor blevet foreslaet, at mipghfekten af EPO ogsa inkluderer en
pavirkning af hjernen (Noakes, 2004). Dette stafest rottestudie af Mogensehal. (2004)
som fandt, at en sham-opereret kontrolgruppe bééiamed EPO benyttede en anderledes
lzsningsstrategi i en watermaze-opgave end ikkentiade rotter. Pa baggrund af disse fund
har jeg sammen med to medstuderende lavet et mijekp, hvor vi testede denne hypotese pa
16 unge raske mandlige forsggspersarfarsggspersonerne blev vurderet pé et
neuropsykologisk testbatteri - bade for og eftefildadministreret EPO - sa vi kunne vurdere

® Forsggspersonerne var rekrutteret til et fysiallodgth.d.-studie pd idraet, som undersggte EPO’t gffe

iltoptaget ved maksimal belastning.
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stoffets eventuelle pavirkning af kognitionen. Beendnu for tidligt at udtale sig om studiets

resultater, da data endnu ikke er feerdigbehandlede.

EPO er laenge blevet benyttet som et effektivt mitibat behandle anaeemi som fglge af
nyresvigt, kreeft, for tidlig fedsel, kronisk inflanatorisk sygdom og HIV infektion
(Hasselblatt et al, 2006; Genc et al., 2004). Danallertid farst for nylig, at man er begyndt
at leere mere om EPQO’s funktion i hjernen. Der adét flest EPO receptorer i hippocampus,
capsula interna, kortex og omrader i midthjerneen&et al., 2004). Selv om EPO og dens
receptorer kun udtrykkes svagt i den almindeligksne hjerne, bliver de dramatisk
opreguleret som reaktion pa hypoksi eller metakdtisstyrrelse af neuroner. Det cerebrale
EPO system er tilsyneladende et ontogenetisk tidkgkyttende system, som spiller en
afggrende rolle i embryogenesen og hjernens udghtia det embryoniske stadie til den
tidlige postnatale periode (Genc et al., 2004; Btwieh et al., 2004). Hos voksne er systemet
nedreguleret til at forblive stille, indtil en métaisk forstyrrelse af neuroner udlgser dets
opregulering. Dette kan tolkes som et endogenerystler beskytter neuroner mod
neurodegeneration (Ehrenreich et al., 2004). Desglestfaktors egenskaber ggr den til en
ideel kandidat for farmakoterapeutisk neuronbesksat hvilket kan defineres som en tilgang
til bedst muligt at opretholde/bevare den cellulateraktion i hjernen, som resulterer i en
maksimal beskyttelse af den neurale funktion. Ddysielogiske definition af
neuronbeskyttelse kan dermed ses som udtryk fogatate mantra "use it or lose it”
(Ehrenreich & Sirén, 2001).

6.2. EPO’s neuronbeskyttende egenskaber

Eksisterende farmakoterapeutiske tilgange til nelbeskyttelse er hidtil mislykkedes over for
mange hjernesygdomme. Eksempelvis er glutamat-anistgr og veekstfaktorer blevet testet
som neuronbeskyttende stoffer ved slagtilfeelde Dg Bisse tilgange var baseret pa stralende
resultater fra den praekliniske forskning. Arsageiirat disse tilgange mislykkedes er
forskelligartede og straekker sig fra problemer medverfgre dyrestudier til humane studier
(artsforskelle, dosis og administration, timingeyaf dyremodel), toksicitet og intolerance-
reaktioner, til en alt for hgj heterogenitet i darmane population i studier, der rekrutterer
svagt definerede patientgrupper (Ehrenreich e2@04). Problemerne med at overfgre
dyrestudier til humane studier vil sandsynliguv@sre mindre, hvis der benyttes et starre

6.2.
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forsggsdyr, som evolutionzert ligger teettere pa meket, f.eks.Go6ttingen minigrisen (jf.
afsnit 4.2.4.).

| labet af de sidste 10 ar er der blevet publicarahge studier, som dokumenterer, at EPO
har effektive neuronbeskyttende egenskaber | ekedekskellige dyremodeller. Disse
modeller straekker sig fra iskeemi/hypoksi, traunkatierneskade og rygmarvsskader, skader
pa retina/nervus opticus, til inflammatorisk/autoiomologisk sygdom, epilepsi og
Parkinsons sygdom (Ehrenreich et al., 2004). Desader EPO overlevelsen i de septale
kolinerge neuroner i rotter ved overskeering af filsiornix (Konishi et al., 1993). Det er
imidlertid kun nogle fa af disse studier, som hadersggt det kognitive og adfeerdsmaessige
udbytte af EPO (Mogensen & Mala, 2006). Et studie sindersgger det kognitive udbytte af
EPO i en AD dyremodel vil derfor ikke blot veere @mtstein vivo studie af EPO’s effekt pa
AD neuropatologi, men vil ogsa bidrage med merewidm graden af det kognitive udbytte
ved EPO'’s neuronbeskyttende effekt.

Pa baggrund af resultaterne fra cellekulturer agstydier startede Ehrenreiehal.i 1997

det farste kliniske studie, som undersggte EPQisambeskyttende effekt pa mennesker
(Ehrenreich et al., 2002). | dette "proof-of-concegtudie blev EPO’s neuronbeskyttende
effekt undersggt i 40 patienter med slagtilfeeldeerie cerebralis media. Studiet er nu kendt
som "The Gottingen EPO-Stroke Trial” (Ehrenreiclakt 2004). Studiet viste, at de patienter
som var behandlet med EPO havde et signifikantebklirisk udbytte end placebo-
behandlede kontrolpersoner: (1) De havde signifikaindre udtalte neurologiske
forstyrrelser allerede tidligt efter slagtilfeeldé2) De havde en bedre restitution af
hjernefunktioner, hvilket blev bestemt ud fra udbytkalaer (outcome scales) (jf. Barthel
indekset i figur 21); (3) Udviklingen af leesionestigrrelse i de EPO-behandlede patienter var
signifikant mindre i forhold til kontrolpersonerndd) Blodniveauer af den sakaldte glia-
skade markgr S-100B var signifikant lavere i EP@pgen end i kontrolgruppen, og der var
en hurtigere tilbagevenden til normalniveauet (Breeh et al., 2002).

6.2.
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Figure 21 EPQO’s neuronbeskyttende effekt: Fra celle til mskeeHypoksi-induceret neural apoptose i
hippocampale neuronkulturer afveerges af EPO. EP@rulting ved akut slagtilfeelde i mennesker gger det

funktionelle enderesultat 30 dage efter slagtil&e{@Gengivet fra Ehrenreich et al., 2004).

Pa baggrund af disse resultater foreslar Ehrensgiah(2002), at EPO kan benyttes som et
supplement til den eksisterende farmakologiske meiivey ved slagtilfeelde. Da EPO kan
krydse blod-hjerne barrieren (Brines et al., 20@har et terapeutisk vindue pa mindst 6
timer (Brines et al., 2000; Mogensen et al, suladjttkan stoffet muligvis allerede injiceres i
ambulancen, mens patienten er pa vej til hospjthlglket kan veere med til at reducere den
neurale skade som faglge af en raekke neurologilsitarttle (Hasselblatt et al., 2006;
Ehrenreich et al., 2004). | gjeblikket gennemfateiset stort projekt i Tyskland, som prgver
at eftervise "proof-of-concept” studiets resultaten population bestaende af mere end 500
patienter (Ehrenreich et al., 2004). EPO’s neurskyitende effekt ser imidlertid ikke ud til
at veere begreenset til akutte neurologiske skadar,g@r ogsa ud til at kunne benyttes til at
behandle kroniske neurodegenerative sygdomme (lbésset al., 2006).

6.3. EPQO’s potentiale som antidemenspraeparat

For at forstd hvordan EPO kan virke neuronbeskgttared AD, ma man farst forsta de
bagved liggende mekanismer, som fgrer til neurogegeionen. De underliggende
sygdomsmekanismer inkluderer (1) apoptose (progexeincelledad), (2) gget frigivelse af
eksitotoksiske aminosyrer (specielt glutamat), sesulterer i mindsket energi, reduceret

6.3.
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funktion i de cellebevarende ion-pumper og intriadagdr ophobning af kalcium, (3) oxidativ
skade fra radikale oxygenformer i en situation,riiyjernen har en reduceret antioxidativ
evne, (4) inflammatoriske reaktioner med invasigmagration af hvide blodceller, og (5)
global metabolisk forstyrrelse i de pavirkede hggnmrader (Ehrenreich et al., 2004).

Pa baggrund af dette er EPO derfor en oplagt kahtilcen neuronbeskyttende
behandling af AD, da EPO virker pa en antiapopkotisti-anflammatorisk, glutamat-
inhiberende, neurotropisk og angiogenetisk madsuben er det blevet vist, at EPO markant
pavirker stamcelle-differentiering (Ehrenreich kf 2004; Genc et al., 2004; Chong et al.,
2005). Yderligere har et nyere studie af Chengl. (2005a) vist, at EPO yder en robust
neuronbeskyttelse mod3Aoksicitet i hippocampale neuronarvitro, hvilket sammen med

EPQO'’s andre neuronbeskyttende egenskaber ggrtdibéepotentielt antidemenspraeparat.

Som beskrevet i afsnit 4.2.3. kan de eksisteregdemibdeller for AD kun reproducere nogle
aspekter af den menneskelige sygdom. Nye behasébimger over for AD bgr derfor
hurtigst muligt overfares til kliniske pilotstudierspecielt hvis den pageeldende behandling
ikke er forbundet med alvorligere bivirkninger. Stdligere beskrevet benyttes EPO allerede
over for ansemi, og stoffet har en god sikkerheds{tdasselblatt et al., 2006), hvorfor der
ikke umiddelbart er problemer med at udfgre ettprimekt med en gruppe AD patienter. Et
potentielt problem ved kronisk behandling af AD nielO er imidlertid ugnskede
bivirkninger fra stoffet, da hormonet har en udbngckning i kroppen — bade i og uden for
hjernen. Dette har fart til udviklingen af EPO dater, som ikke binder til EPO-receptorer,
men bevarer den neuronbeskyttende effekt (Genlc, 084; Hasselblatt et al., 2006).
Carbamyleret EPO (CEPO) er et sadant EPO derita@feSer udviklet af Lundbeck A/S og
har en lige sa effektiv neuronbeskyttende effekt atmindeligt EPO (Leist et al., 2004).
Stoffet repraesenterer derfor en mulighed for ayttdrEPO’s neuronbeskyttende potentiale
over for kroniske neurodegenerative sygdomme, atielette medfgrer ugnskede
bivirkninger.

Fra succesrige studier med mennesker skulle d#iggstaere muligt at bevaege sig
tilbage til dyrestudier, da det bliver ngdvendidesligere at forklare mekanismerne bag
stoffets virkning. Desuden kan dyrestudier veere tiled bestemme dosis-effekter, og
dyrestudier kan bruges til at undersgge forskeliigeler at administrere stoffet pa og effekten

af at aendre intervallerne mellem administratiosgtuchkterne (Ehrenreich et al., 2004).

6.3.
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EPO er altsa et hormon, som udtrykkes i hjernemmaaoets effekt kan induceres af hypoksi,
og det yder neuronbeskyttelse i en reekke forsletigremodeller for neurologiske
sygdomme. EPO-medieret neuronbeskyttelse pavirkegam mekanismer og involverer
neurale-, glia- og endotheliale cellefunktioner CERar et fordelagtigt terapeutisk vindue ved
iskeemiske slagtilfeelde og fordelagtige farmakokaket egenskaber. Resultaterne fra det
farste kliniske studie i mennesker synes lovendejeovalideres i gjeblikket i en stgrre
patient-population. EPO-derivater som CEPO, detigtadvikles og forbedres, udger en
lovende alternativ farmakoterapi for AD. Stoffet ld@n samme neuronbeskyttende effekt
som almindeligt EPO, men er ikke er forbundet medigirkninger, som almindeligt EPO
forarsager ved kronisk behandling. Denne farmakpiesynes derfor lovende og har en
fordel frem for andre farmakologiske tiltag over f&D, idet terapien pavirker et endogent
beskyttende system i hjernen (Grasso et al., 2@@#)modellen i Gottingen minigrisen og
den spatiale DNMS test kan yde veesentlige bideaglueringen af (C)EPO’s potentiale som
AD behandling.

6.3.
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Bilag 1

MINI MENTAL STATE EXAMINATION (MMSE]

Patient:

Evalueringsdato: Undersegt of:
Max
Score  Point Score  Point
Orientering Genkaldelse
1. Hvilket &r har vig = 1 5. Sporg sher de 3
arstid? 1 genstande, som blev
dato? - 1 gentaget fer. Giv 1
ugedag? - 1 point for hvert korrekt
maned? - 1 svar - 3
2. Hverervi®  land? - 1 Sprog
Amtg 1 4. Benasvn en blyant og
By# - 1 et ur - 2
Hospital /
hjemadresse? - 1 7. Genlog felgende
Sal2 = 1 saetning: Ingen hvis'er,
og'er eller men'er - 1
Registrering
3. Neasvn 3 gensiande: 1 8. Felg en ordre pa 3 frin:
sekund til at sige hver af dem - 3 . Tag papiret i hajre hand,
Sperg sé patienten efter alle fold det pa midten og l=g
3, efter ot man har sagt dem det pér gulvet”. - 3
Giv 1 point for hvert karrekt
svar. Gentag sa ordene, indtil 9. lees og adlyd felgende:
han/hun |zrer alle 3. Teel an- Luk gjnens” - I
tallet of forseg og skriv det her.
10. Skriv en sa=ining - 1
| Opmeerksomhed og regning
| 4. ,100-7"preven. 1 poirt for
hvert karrekl svar. Stop - 5
efter 5 svar. Alternativt:
stav ordet PENGE bagfra
Score  Point
11. Efterger denne legning - 1
/\/Q
T s
| Total score - 30

- 123 -
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Bilag 2

NINCDS-ADRDA kriterier for den kliniske diagnose Afzheimers sygdom

L]

Tha critena for the dinical diagnasis of probable Alzheimar's disease include:

dementia estahlished by clinical examinztion and documented by the muini mental test, Blessad
dementia scale or sorme similar examination, and confirmed by neuro psychological tests,

deficits in two or mare areas of cognition;
progressive worsening of memaory and other cognitve functions;
o disturbance of consoousness;

onset between ages 40 and 90, most often after dge £5; abisence of systermic disorders o
other orain diseases that in and of themselves could aczount for the progressive deficits in
memory and cognition.

exlusion of causes of gementia other than Alzkeimer's disease, includa

proyressive deterioration of specific cognitive functions such as language (aphasia), mator skill
(apraxia), and perception (agnosia):

impaired activities of daily living and altered patterns of hahaviour,
famuly history of similar disarders, particularly if confirmed neuropathologically;
laboratory results of:
normal lumbar puncture s evaluated by standard techninues
nermal pattern or non-specific changes in LLG such as increased slw-mave activity,
evidence of cerebral atraphy on CT with Progression documented by senal nhservation
Crther chinical features cc.:.ﬁ.si.s“tem wlth the d.lauj“nnms Df.ﬁrc.:-i.:pabie Alzreimer's disease after
extlusion of causes of dementia rather than Alzheiniers disease, indlude
plateaus in the course of progression of the illness;

other neurolagical ahrormalities in seme patients especially with more advanced dissase ain
including motor signs such as increased muscle tone, myoclonus, or gait disorder;

seiFures in advanced diseases;
CT normal tor age.
sudden apoplectic onset;

focal neurclogical Tindings such as hemiparesis, sensory loss, visual field deficits. and
uncoordination early in the course af the illness

seizures ul ydil disturbance at the anset or vary early in the course of the (liness

Thomas Rune Nielsen: Kognitiv testning af Gottinganigrisen
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V' Clinical diagnosis of possible Alzheimer's disease.
e rnay.t?e madc on the basis of the dementia syndrorne, in the atsence of other neurological,
psyChiatric or systemic disorders sufficient 1o cause dementia and in the presence of varations
m the anset, in the presentation, or In the clinical course:
e may be made in the presence of a second systemic or brain disorder sufficient 1o protuce
dementia, which is not considered to be the cause of the dermentia;
s  should be used in research studies when a single gradual ly progressive severe cognitive defict
i5 identified in the absence of other identifiable cayse,
Vi Criteria for diagnosis of definite Alzheimer's disease are:
e the clinical criteria for probable Alzheimer's disease and histepathological evidence obtained
from a biopsy or autopsy.
VIl Classification of Alzheirmer’s discase for research purposes should specify features that may
differentiate subtypes of the disorder, such as:
] familial ococurrgncea;
o onset before the age of 65,
s presence of trisomy-21.

(Gengivet fra McKhan et al., 1984)

Thomas Rune Nielsen: Kognitiv testning af Gottinganigrisen
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Bilag 3

Traeningsskema for indleering af DNMS opgaven.

Gris nr.:
‘Dato: ‘ Trial nr. | Forced trial Delay Tid Bemeerkninger
1 H
‘Session: ‘ 2 V
3 H
4 \
5 H
‘Dato: ‘ Trial nr. | Forced trial Delay Tid Bemeerkninger
1 \Y
‘Session: ‘ 2 V
3 H
4 H
5 H
‘Dato: ‘ Trial nr. | Forced trial Delay Tid Bemaeaerkninger
1 H
‘Session: ‘ 2 V
3 \
4 Vv
5 Vv
‘Dato: ‘ Trial nr. | Forced trial Delay Tid Bemeaerkninger
1 H
‘Session: ‘ 2 \Y
3 Vv
4 Vv
5 H
‘Dato: ‘ Trial nr. | Forced trial Delay Tid Bemeaerkninger
1 Vv
‘Session: ‘ 2 H
3 Vv
4 H
5 H
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|Dat0: ‘ Trial nr. | Forced trial Delay Tid Bemeerkninger
1 vV
‘Session: ‘ 2 H
3 H
4 vV
5 H
‘Dato: ‘ Trial nr. | Forced trial Delay Tid Bemaeaerkninger
1 H
‘Session: ‘ 2 V
3 H
4 \Y
5 \Y
Bilag 4

Oversigt over administreret dosis skopolamin.

UGE 23 Skopolamin

JGE 23 Saltvand

6/6-06 k. 6/6-06 k. 6/6-06 k. 6/6-06 kl. |6/6-06 kI. 6/6-06 k.
8.15 11.15 14.45 8.15 11.15 14.45
1+2 5+6 1+2+5+6 3+4 7+8 3+4+7+8
7/6-06 KI. 7/6-06 Kl. 7/6-06 Kl. 7/6-06 kl. | 7/6-06 K. 7/6-06
8.45 11.15 14.45 8.45 11.15 kl.14.45
1+2 5+6 1+2+5+6 3+4 7+8 3+4+7+8
8/6-06 K. 8/6-06 K. 8/6-06 K. 8/6-06 kl. |8/6-06 kl. 8/6-06 K.
8.45 11.15 14.45 8.45 11.15 14.45
1+2 5+6 1+2+5+6 3+4 7+8 3+4+7+8
9/6-06 K. 9/6-06 K. 9/6-06 K. 9/6-06 kl.  |9/6-06 kl. 9/6-06 K.
8.15 10.17 13.45 8.15 10.17 13.45
1+2 5+6 1+2+5+6 3+4 7+8 3+4+7+8
NR.5-23kg. =1,15 ml.

NR. 6 - 29 kg. = 1,45 ml.

NR. 7 - 25 kg. =1,0 ml.

NR. 8-30kg. =1,5 ml.

NR.1-30kg.=1,5ml.

NR. 2 - 21 kg. = 1,05 ml.

NR. 3-22kg. =1,1 ml.

NR. 4 - 21 kg. = 1,05 ml.
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UGE 24 Skopolamin

JGE 24 Saltvand

12/6-06 kl. |12/6-06 KI. 12/6-06 KI. 12/6-06 kl. |12/6-06 kl. |12/6-06 KI.
8.20 11.15 14.00 8.20 11.15 14.00
3+4 7+8 3+4+7+8 1+2 5+6 1+2+5+6
13/6-06 kl. | 13/6-06 K. 13/6-06 kl. 13/6-06 kl. |13/6-06 kl. |13/6-06
8.15 10.55 13.5 8.15 10.5 kl.13.55

5 5
3+4 7+8 3+4+7+8 1+2 5+6 1+2+5+6
14/6-06 kl. | 14/6-06 KI. 14/6-06 KI. 14/6-06 kl. |14/6-06 kl. |14/6-06
8.30 10.45 14.0 8.30 10.45 kl.14.06

6
3+4 7+8 3+4+7+8 1+2 5+6 1+2+5+6
15/6-06 kl. | 15/6-06 K. 15/6-06 kI. 15/6-06 kl. |15/6-06 kl. |15/6-06 K.
8.30 10.30 13.59 8.30 10.30 13.59
3+4 7+8 3+4+7+8 1+2 5+6 1+2+5+6
16/6-06 kl. |16/6-06 K. 16/6-06 kl. 16/6-06 kl. |16/6-06 kl. |16/6-06 K.
8.14 10.48 13.46 8.14 10.48 1346
3+4 7+8 3+4+7+8 1+2 5+6 1+2+5+6
NR. 5 - 23 kg. = 0,92 ml.
NR. 6 - 29 kg. = 1,16 ml.
NR. 7 - 26 kg. = 1,04 ml.
NR. 8-30kg. =1,2 ml.
NR.1-30kg. =1,2ml.
NR. 2 - 21 kg. = 0,84 ml
NR. 3 - 22 kg. = 0,88 ml
NR. 4 -21 kg. =1,0 ml
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UGE 25 Skopolamin

UGE 25 Saltvand

19/6-06 kl. 8.30

3+4

19/6-06 kl. 11.00

748

19/6-06 kl.8.30

1+2

19/6-06 kl. 11.00

5+6

20/6-06 kI. 8.30

3+4

20/6-06 kI. 10.30

7+8

20/6-06 kI. 8.30

1+2

20/6-06 kI. 10.30

5+6

21/6-06 kI. 8.30

3+4

21/6-06 kI. 10.45

748

21/6-06 kI. 8.30

1+2

21/6-06 kI. 10.45

5+6

22/6-06 kl. 8.20

3+4

22/6-06 kI. 10.40

7+8

22/6-06 kI.8.20

1+2

22/6-06 kI. 10.40

5+6

23/6-06 kl. 8.20

3+4

23/6-06 kl. 10.45

7+8

23/6-06 kl. 8.20

1+2

23/6-06 kI. 10.45

5+6

NR. 5 - 23 kg. = 0,92 ml.
NR. 6 - 30 kg. =1,2 ml.
NR. 7 - 25 kg. =1,0 ml.
NR. 8 - 28 kg. =1,12 ml.

NR.1-29 kg. =1,16 ml.
NR. 2 - 21 kg. = 0,84 ml.
NR. 3 - 21 kg. = 0,84 ml.
NR. 4 - 23 kg. = 0,92 ml.
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UGE 26 Skopolamin UGE 26 Saltvand

26/6-06 kl. 8.20 26/6-06 kI. 10.40 |26/6-06 kl. 8.20 26//6-06 klI. 10.40

1+2 5+6 3+4 7+8

27/6-06 kl. 8.20 27/6-06 kl. 10.50 |27/6-06 kl.8.20 27/6-06 kI. 10.50

1+2 5+6 3+4 7+8

28/6-06 kl. 8.20 28/6-06 kI. 10.38 | 28/6-06 kl. 8.20 28/6-06 kI. 10.38

1+2 5+6 3+4 7+8

29/6-06 kl. 8.20 29/6-06 kI. 10.40 |29/6-06 kl. 8.20 29/6-06 kI. 10.40

1+2 5+6 3+4 7+8

30/6-06 kI. 8.20 30/6-06 kI. 10.50 |30/6-06 kl. 8.20 30/6-06 kI.10.50

1+2 5+6 3+4 7+8

NR. 5 - 24 kg. = 0,96 ml.
NR. 6 - 29 kg. = 1,16 ml.
NR. 7 - 24 kg. = 0,96 ml.
NR. 8-30kg. =1,2 ml.

NR.1-30kg. =1,2ml.

NR. 2 - 21 kg. = 0,84 ml.
NR. 3 - 23 kg. = 0,92 ml.
NR. 4 - 23 kg. = 0,92 ml.
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UGE 27 (Mandag fra uge 23 d. |UGE 27 (Mandag fra uge 23
5/6-06) d.5/6-06)
Skopolamin Saltvand
4/6-06 kI. 8.10]3/6-06 KI. 8.50 4/6-06 kl. | 3/6-06 KI.
8.10 8.50
1+2 5+6
3+4 7+8
NR.5-25kg. = 1,00 ml.
NR.6-29kg. = 1,16 ml.
NR. 7 - 27 kg. = 1,08 ml.
NR. 8-33kg. = 1,32 ml.
NR.1-30kg. = 1,20 ml.
NR. 2 - 21 kg. = 0,84 ml.
NR. 3- 21kg. = 0,84 ml.
NR. 4 - 23kg. = 0,92 ml.






