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1. Einleitung 6 

 

1. Einleitung 

Die Erstbeschreibung der Alzheimer-Erkrankung erfolgte bereits 1907 von Alois Alzheimer. 

Er berichtete schon damals von „merkwürdige[n] Veränderungen der Neurofibrillen“ und der 

„Einlagerung eines […] pathologischen Stoffwechselproduktes in die Ganglienzellen“ im Ge-

hirn seiner Patientin Auguste Deter, die schon mit 51 Jahren erste Symptome der Erkrankung 

zeigte (Alzheimer 1907). Erst 1984 konnte das Stoffwechselprodukt aus den Einlagerungen 

isoliert werden und ist heute als Amyloid-β (Aβ) bekannt (Glenner und Wong 1984). 1986 

wurden die Veränderung der Neurofibrillen als hyperphosphorylierte und aggregierte Tau-Pro-

teine weiter charakterisiert (Grundke-Iqbal et al. 1986).  

Aβ und Tau bilden die Hauptbestandteile der charakteristischen pathologischen Veränderungen 

in Alzheimer-Gehirnen: Aβ als Teil der extrazellulären Amyloidplaques und Tau als Teil der 

intrazellulären Neurofibrillenbündel (NFT, engl. Neurofibrillary tangle). Neben diesen beiden 

pathologischen Veränderungen, existieren eine Vielzahl an Pathologien und zugehörigen Er-

krankungshypothesen (Selkoe 2001, Finder 2010, Querfurth und LaFerla 2010), jedoch konnten 

bis zum jetzigen Zeitpunkt die Ätiologie und Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung nicht ab-

schließend geklärt werden. Im Rahmen der klinischen Forschung erwiesen sich Tiermodelle als 

unverzichtbar, unter anderem das transgene Mausmodell Tg(HuAPP695.K670N-M671L)2576 

(kurz: Tg2576) (Hsiao et al. 1996).  

Das Hauptsymptom der Alzheimer-Erkrankung ist die Abnahme der kognitiven Leistungsfä-

higkeit bis hin zum vollständigen Verlust der Selbständigkeit (Schulz 2016, Schmidtke 2017). 

Gerade dies ist eine Herausforderung für eine, durch bessere medizinische Versorgung und so-

mit gestiegenen Lebenserwartung, älter werdende Gesellschaft. Lebten 2018 in Deutschland 

noch ca. 1,7 Millionen Erkrankte, gehen Schätzungen für 2050 von über drei Millionen aus 

(Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V. und Bickel 2018). Epidemiologischen Studien zufolge 

leiden hierbei mehr Frauen als Männer an der Alzheimer-Erkrankung (Andersen et al. 1999, 

Imfeld et al. 2013, Chene et al. 2015). Ebenso ist die Inzidenz als auch Prävalenz bei Frauen 

erhöht (Irvine et al. 2012, Li und Singh 2014). 

Aus diesen Fakten ergibt sich die Notwendigkeit einerseits die Ätiologie und Pathogenese der 

Erkrankung aufzuklären und andererseits die geschlechtsspezifischen Unterschiede zu ergrün-

den, sowohl beim Menschen als auch im Mausmodell, um zukünftig eine Heilung anzustreben. 
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1.1 Die Alzheimer-Erkrankung 

 

1.1.1 Epidemiologie 

Laut dem World Alzheimer Report lebten im Jahr 2018 schätzungsweise 50 Millionen Men-

schen weltweit mit einer Demenzerkrankung (Alzheimer's Disease International 2018). Im Jahr 

2015 lebten in der Europäischen Union knapp 10,5 Millionen Demenzerkrankte (Alzheimer's 

Disease International 2015). In Deutschland waren es 2018 ca. 1,7 Millionen Menschen mit 

einer Demenzerkrankung (Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V. und Bickel 2018). Die Alz-

heimer-Erkrankung war darunter die häufigste Form der Demenzerkrankungen, wobei ver-

schiedene Quellen von einem Anteil von 60% bis 80% ausgehen (Alzheimer's Association 

2016, Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V. und Bickel 2018). Pro Jahr kommen in Deutsch-

land knapp 317.000 Patienten, die neu mit einer Demenzerkrankung diagnostiziert werden, 

hinzu (Alzheimer's Disease International 2015, Deutsche Alzheimer Gesellschaft e.V. und 

Bickel 2018). Verschärft wird die Situation durch Faktoren wie den demographischen Wandel, 

bessere medizinische Versorgung und eine infolgedessen gestiegene Lebenserwartung. Schät-

zungen gehen für das Jahr 2050 von über drei Millionen Erkrankten in Deutschland und 152 

Millionen weltweit aus (Alzheimer's Disease International 2018, Deutsche Alzheimer 

Gesellschaft e.V. und Bickel 2018).  

Mit steigendem Lebensalter steigt auch die Prävalenzrate dramatisch an: Von 1,6% für 65- bis 

69-Jährige auf ca. 26,2% für 85- bis 89-Jährige. Wichtig ist hierbei der Vergleich der einzelnen 

Prävalenzraten von Frauen und Männern: So liegt sie bei den 85- bis 89-jährigen Frauen bei 

28,5% und bei 85- bis 89-jährigen Männern bei 20,9%. Dieser dramatische Unterschied wird 

mit weiter steigendem Alter noch größer: 44,4% bei 90- bis 94-jährigen Frauen und 29,2 % bei 

90- bis 94-jährigen Männern (European Collaboration on Dementia 2013, Deutsche Alzheimer 

Gesellschaft e.V. und Bickel 2018). Dieser Anstieg konnte in verschiedenen epidemiologischen 

Studien bestätigt werden (Andersen et al. 1999, Barnes et al. 2005, Imfeld et al. 2013). 

Neben den individuellen Auswirkungen für die Betroffenen, kommt es auch zu gravierenden 

volkswirtschaftlichen Folgen. So wurden die durch die Erkrankung verursachteten weltweiten 

Kosten auf ca. eine Billion US-Dollar für das Jahr 2018 geschätzt (Alzheimer's Disease 

International 2018).  
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1.1.2 Pathophysiologie 

Nach dem aktuellen Stand der Wissenschaften existieren verschiedene Hypothesen zur Erklä-

rung sowohl der pathologischen Merkmale als auch der symptomatischen Veränderungen der 

Alzheimer-Erkrankung. Nachfolgend werden die zurzeit am meisten beachteten Hypothesen 

vorgestellt und mit den untersuchten Proteinen in Verbindung gesetzt.  

 

1.1.2.1 Amyloid-Peptide (Aβ42) 

Zu den charakteristischen pathologischen Veränderungen in Gehirnen von Alzheimer-Patienten 

gehören Ablagerungen von extrazellulären Amyloid-β-Peptiden (Aβ-Peptide) (Glenner und 

Wong 1984, Selkoe 1991, Selkoe 2001, Finder 2010, Querfurth und LaFerla 2010). Als Vor-

läufer dieser Peptide gilt das Amyloid-Precursor-Protein (APP) (Finder 2010), welches auf 

Chromosom 21 kodiert ist (Kang et al. 1987). Es besteht aufgrund von verschiedenen N-termi-

nalen Segmenten aus 695 bis 770 Aminosäuren (Finder 2010). Durch die Spaltung mit unter-

schiedlichen Sekretasen an verschiedenen Aminosäurepositionen wird die weitere Prozessie-

rung dieses Vorläuferproteins in einen nicht-amyloiden und einen amyloiden Weg unterteilt 

(Abbildung 1) (Finder 2010). Die drei beteiligten Sekretasen werden α-, β- und γ-Sekretase 

genannt (Haass 2004).  

α-Sekretasen sind dabei vor allem verschiedene Zink-Metallproteinasen (Allinson et al. 2003), 

welche Teil der Plasmamembran sind (Sisodia 1992). Die β-Sekretase wird mit membrandurch-

dringenden Segmenten (Hussain et al. 1999, Vassar et al. 1999) vor allem im endoplasmati-

schen Retikulum und dem Golgi-Apparat verordnet (Haass et al. 1995). Als Kandidaten für die 

β-Sekretase kommen zwei Enzyme in Frage: „Beta-site APP cleaving enzyme 1“ (BACE1) 

(Hussain et al. 1999, Vassar et al. 1999) und BACE2 (Yan et al. 1999, Lin et al. 2000, Solans 

et al. 2000). Jedoch weisen mehrere Forschungsergebnisse auf BACE1 als β-Sekretase hin, da 

unter anderem deren Knockout die Aβ-Sekretion blockt (Cai et al. 2001, Roberds et al. 2001, 

Luo et al. 2003). Die γ-Sekretase besteht als Enzymkomplex aus vier Bestandteilen: Präsenilin, 

Präsenilin-Verstärker 2 (Pen-2, engl. Presenilin Enhancer 2), „Anterior Pharynx-defective 1“ 

(Aph-1) und Nicastrin (Yu et al. 2000, Kimberly et al. 2003, Sato et al. 2007, Steiner et al. 2008, 

De Strooper et al. 2012), wobei als katalytisches Zentrum im Komplex Präsenilin dient (Ahn et 

al. 2010). Edbauer und Winkler konnten zeigen, dass dabei alle vier Komponenten unverzicht-

bar für die Aktivität der γ-Sekretase sind (Edbauer et al. 2003).  

Die Spaltung per α-Sekretase stellt den Startpunkt für den nicht-amyloiden Weg dar, bei dem 

APP zuerst in ein extrazelluläres sAβPPα und ein intramembranäres C-terminales Fragment 
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C83 gespalten wird. Anschließend werden sAβPPα zu p3 und C83 zu „Amyloid precursor pro-

tein intracellular domain“ (AICD) per γ-Sekretase prozessiert (Haass und Selkoe 1993) (Abbil-

dung 1). Hierbei kommt es nicht zur Bildung von Aβ-Peptiden. Beim amyloiden Weg wird APP 

hingegen initial per β-Sekretase und nachfolgend ebenfalls per γ-Sekretase gespalten (Haass 

und Selkoe 2007, Finder 2010, Querfurth und LaFerla 2010), wobei laut Vassar die Prozessie-

rung durch die β-Sekretase den limitierenden Schritt in der Aβ-Produktion darstellt (Vassar 

2004). Die β-Sekretase spaltet APP in das extrazelluläre sAβPPβ-Fragment und das intramem-

branäre C99, anschließend wird C99 per γ-Sekretase in AICD und Aβ gespalten (Finder 2010) 

(Abbildung 1). Aβ wird nachfolgend in extrazelluläre Flüssigkeiten (Plasma oder Liquor) aus-

geschieden (Seubert et al. 1992). AICD spielt in der Zelle im per Phosphoinositid-3-Kinase 

regulierten Calcium-Stoffwechsel eine Rolle (Leissring et al. 2002). Neben C99 ist ein weiteres 

Substrat der γ-Sekretase der Rezeptor des Notch-Signalweges, welcher unter anderem eine 

Rolle in der Zelldifferenzierung von Neuronen spielt (De Strooper et al. 1999, Ray et al. 1999, 

Ray et al. 1999). 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung und des amyloiden und nicht-

amyloiden Weges; (Finder 2010, Querfurth und LaFerla 2010). 

 

Die γ-Sekretase schneidet C99 nicht einheitlich an einer einzigen Stelle, sondern an verschie-

denen Stellen. Somit ergeben sich Spaltprodukte von unterschiedlicher Länge, welche aus 38 

bis 43 Aminosäuren bestehen (Haass und Selkoe 2007). Die beiden häufigsten Varianten sind 

Aβ1-40 und Aβ1-42 (Finder 2010), die in einem Verhältnis von 10:1 auftreten (Irie et al. 2005). 

Schon geringe Änderungen in diesem Verhältnis resultieren in einer schnelleren Bildung von 

Oligomeren und einer höheren synaptischen Toxizität (Suzuki et al. 1994, Kuperstein et al. 

APP

sAβPPα sAβPPβC83 C99

α-Sekretase β-Sekretase

γ-Sekretase γ-Sekretase

p3 ACID AICDAβ

nicht-amyloider Weg amyloider Weg
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2010). Die Länge der Aβ-Peptide spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle, da mit zunehmen-

der Länge deren Toxizität steigt und diese schneller zu Penta- bzw. Hexameren oligomerisieren 

(Jarrett et al. 1993, Suzuki et al. 1994). Diese wiederum fungieren als Grundsteine für größere 

Aβ-Peptide und somit den Plaques (Bitan et al. 2003), wobei die Längenvarianten Aβ42 und 

Aβ43 als Beginn für die Ablagerungen dienen (Iwatsubo et al. 1994).  

Als Verbindungselement zwischen den pathologischen Veränderungen im Gehirn und der 

symptomatischen Klinik, gilt die 1992 von Hardy und Higgins formulierte Amyloid-Kaskaden-

Hypothese und deren Erweiterung (Abbildung 2). Als pathologisches Zentrum der Alzheimer-

Erkrankung werden in dieser Aβ und dessen Plaques gesehen, welche somit Ursprung der wei-

teren pathologischen Veränderungen und der Erkrankungssymptomatik wären (Hardy und 

Higgins 1992, Hardy und Selkoe 2002, Hardy 2006). Gestützt wird diese Hypothese vor allem 

durch die Mutationen in den Genen von APP und Präsenilin. Diese führen zu familiären Alz-

heimerformen (FAD, engl. familial Alzheimer's diseases), etwa durch eine Veränderung der 

Aβ-Entstehung hin zu einer größeren Menge an Aβ1-42 oder einem verlagerten Verhältnis von  

Aβ1-40 zu Aβ1-42 (Pimplikar 2009, Bekris et al. 2010, Finder 2010, Herrup 2010, Pimplikar et 

al. 2010, Armstrong 2014, Herrup 2015, Karran und De Strooper 2016). Jedoch wurde die 

Amyloid-Kaskaden-Hypothese in den letzten Jahren vielfach diskutiert und erhielt eine neue, 

kontroverse Bewertung. Ein Argument gegen die Hypothese ist vor allem die Tatsache, dass es 

keine Korrelation zwischen der Menge an Aβ-Plaques und kognitiven Einschränkungen gab 

(Terry et al. 1991, Gomez-Isla et al. 1997, Giannakopoulos et al. 2003, Guillozet et al. 2003, 

Nelson et al. 2012). So gab es Patienten mit Plaqueablagerungen, aber keinen kognitiven Be-

einträchtigungen (Pimplikar 2009, Herrup 2015). Auch wird betont, dass es (noch) keinen di-

rekten Beweis dafür gibt, dass Aβ der „primäre Auslöser für Alzheimer ist“ (Pimplikar 2009). 

Laut Armstrong könnten senile Plaques sogar eher Produkte der Neurodegeneration, als deren 

Grund sein (Armstrong 2014). Als protektives Agens wird Aβ hingegen etwa von Lee angese-

hen, der die Amyloid-Kaskaden-Hypothese komplett verneint (Lee et al. 2004, Lee et al. 2007). 

Eine Weiterentwicklung der Ursprungshypothese sieht das Patientenalter als zentrales Element 

an (Herrup 2010, Herrup 2015). Außerdem wurden in den letzten Jahren weitere Hypothesen 

entwickelt, mit verschiedenen anderen Proteinen oder Pathomechanismen als zentrales Element 

(Pimplikar et al. 2010, Karran und De Strooper 2016).  
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Abbildung 2: Amyloid-Kaskaden Hypothese; modifiziert nach (Hardy und Selkoe 2002, Haass 

und Selkoe 2007, Finder 2010, Herrup 2010, Fendl 2013). 
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Neben Aβ-Plaques rücken immer mehr lösliche Aβ-Oligomere, auch ADDL (engl. Aβ-derived 

diffusible ligands) genannt (Klein et al. 2001), in den wissenschaftlichen Fokus. Aβ-Oligomere 

sind dabei eine heterogene Gruppe aus Dimeren, Trimeren und größeren Aβ-Proteinen, jedoch 

keinen Plaques (Finder 2010). Die ersten Beweise für eine Neurotoxizität dieser Aβ-Oligomere 

wurden 1998 von Lambert präsentiert (Lambert et al. 1998). Später konnten Aβ-Oligomere 

direkt aus Gehirnen von Alzheimer-Patienten (Shankar et al. 2008) und Tg2576-Mäusen isoliert 

werden (Lesne et al. 2006).  

Als potenzielles Reservoir für lösliche Oligomere gelten die extrazellulären Aβ-Plaques (Koffie 

et al. 2009, Mucke und Selkoe 2012). Teilweise werden lösliche Aβ-Formationen auch als 

„Ausgangssamen“ für Aβ-Plaques im Rahmen der Prionen-Theorie (Walker und Jucker 2015) 

oder als Initialstadium der Plaqueablagerung gesehen (Kayed et al. 2003, Glabe 2008). Somit 

wurden Aβ-Oligomere in die Amyloid-Kaskaden-Hypothese als pathologisches Agens inte-

griert (Abbildung 2) (Klein et al. 2001, Hardy und Selkoe 2002, Selkoe 2002, Walsh und Selkoe 

2004, Walsh und Selkoe 2007, Ferreira et al. 2015). Es besteht darüber hinaus eine Verbindung 

zum zweiten großen pathologischen Korrelat der Alzheimer-Erkrankung: Untersuchungen zei-

gen, dass Aβ-Oligomere die Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen induzieren (Ferreira et 

al. 2007, De Felice et al. 2008, Chabrier et al. 2012).  

Aβ-Oligomere verringern in Ratten die Anzahl an dendritischen Dornfortsätzen, inhibieren die 

Langzeitpotenzierung (LTP, engl. long-term potentiation), fördern die Langzeitdepression 

(LTD, engl. long-term depression) und beeinflussen auf diese Weise die synaptische Plastizität 

(Lambert et al. 1998, Wang et al. 2002, Glabe 2005, Walsh et al. 2005, Haass und Selkoe 2007, 

Shankar et al. 2008, Shankar und Walsh 2009, Ferreira et al. 2015). Gerade die Verringerung 

an dendritischen Dornfortsätzen gilt dabei als aussagekräftiges neuropathologisches Korrelat 

des Schweregrades von Alzheimer (Terry et al. 1991). In Mäusen stören die Oligomere eben-

falls Gedächtnis- und Lernvorgänge (Lesne et al. 2006, Lesne et al. 2008). Auch besteht zwi-

schen der Menge an löslichen Aβ-Oligomeren und dem Grad der Demenz eine starke Korrela-

tion (DeKosky et al. 1996, Lue et al. 1999, McLean et al. 1999, Koffie et al. 2009, Tomic et al. 

2009). Die synaptotoxischen Effekte der Oligomere werden teilweise durch eine direkte Inter-

aktion mit den Synapsen vermittelt. Hier lösen sie eine Dysfunktion und den Verlust an Dorn-

fortsätzen aus (Koffie et al. 2009). Weitere Effekte sind oxidativer Stress, Induktion von 

Apoptose und Entzündungsprozessen, Membranpermeabilisierung, Störung der mitochondria-

len Vorgänge (Finder 2010) und Störung von neuronalen Rezeptoren (Mucke und Selkoe 2012).  

Verschiedene Untersuchungsergebnisse weisen jedoch auch auf eine nicht ausschließlich pa-

thologische Rolle von Aβ-Proteinen hin. So gibt es Hinweise für eine antimikrobielle Wirkung 
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(Soscia et al. 2010, Gosztyla et al. 2018), eine Rolle im Lipidstoffwechsel (Grimm et al. 2005, 

Hartmann 2006, Grimm et al. 2007, Grosgen et al. 2010), eine Aufgabe als Faktor der Trans-

migration von Monozyten durch Endothelien (Gonzalez-Velasquez und Moss 2008) oder als 

Antioxidans (Kontush et al. 2001, Castellani et al. 2006). Hervorzuheben im Kontext der Alz-

heimer-Erkrankung sind jedoch geradezu diametral erscheinende Hinweise für eine Notwen-

digkeit von Aβ für die Vitalität von Neuronen (Plant et al. 2003, Hiltunen et al. 2009) und als 

notwendigen Faktor für Erinnerung (Garcia-Osta und Alberini 2009, Morley et al. 2010, Puzzo 

und Arancio 2013, Fedele et al. 2015), synaptische Plastizität (Parihar und Brewer 2010) und 

LTP (Koudinov und Berezov 2004, Puzzo et al. 2011, Palmeri et al. 2017). 

 

1.1.2.2 Tau-Protein 

Neurofibrillenbündel (NFT, engl. neurofibrillary tangle) in Soma und Dendriten sind eine wei-

tere charakteristische Pathologie für an Alzheimer erkrankte Patienten. Diese bestehen aus hy-

perphosphorylierten und aggregierten Tau-Proteinen (Brion et al. 1985, Grundke-Iqbal et al. 

1986, Querfurth und LaFerla 2010). Tau gilt als wichtiges mikrotubuli-assoziiertes Protein 

(MAP, engl. microtubule associated Protein), dessen Aufgabe eine Interaktion mit Tubulin und 

somit Aufbau und Stabilisierung von Mikrotubuli ist (Weingarten et al. 1975, Mandelkow und 

Mandelkow 2012). Des Weiteren spielt es eine wichtige Rolle in der Steuerung des mikrotubu-

linabhängigen axonalen Transports, indem es Kinesin und Dynein in ihren Funktionen beein-

flusst (Dixit et al. 2008), wobei die biologische Aktivität des Taus abhängig vom Phosphory-

lierungsgrad ist (Lindwall und Cole 1984). Im menschlichen Gehirn existieren sechs Tau-Isof-

ormen (Goedert et al. 1989), die auf Chromosom 21 codiert sind (Neve et al. 1986). Neben Tau 

existieren zwei weitere MAPs: MAP1 and MAP2 (Iqbal et al. 2009). 

Eine entscheidende Rolle spielt Tau darüber hinaus in der neurodegenerativen Erkrankungs-

gruppe der Tauopathien. Bei diesen Erkrankungen sind NFTs ebenfalls eine charakteristische 

Pathologie, jedoch fehlen im Vergleich zur Alzheimer-Erkrankung Amyloid-β-Ablagerungen 

(Lee et al. 2001). Zu der Erkrankungsgruppe gehören etwa die frontotemporale Demenz mit 

Parkinsonismus des Chromosoms 17 (FTDP-17), die kortikobasale Degeneration, die fronto-

temporale Demenz (Pick-Krankheit) oder die progressive supranukleäre Blickparese (Iqbal et 

al. 2010). Bei diesen sind Mutationen verantwortlich für einen Funktionsverlust, eine Hyper-

phosphorylierung oder eine Störung der Tau-Proteinbiosynthese (Goedert und Jakes 2005, 

Iqbal et al. 2010). 

Die Hyperphosphorylierung und anschließende Aggregation des Proteins in NFTs kommt 

durch eine Störung der Stabilität zwischen Kinasen (Phosphorylierung) und Phosphatasen 
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(Dephosphorylierung) zustande, wobei eine Verschiebung hin zu einer pathologischen Aktivi-

tät der Kinasen stattfindet (Iqbal und Grundke-Iqbal 2008, Mandelkow und Mandelkow 2012). 

Zu den beiden wichtigsten Kinasen zählen die zyklin-abhängige Kinase (CDK5, engl. cyclin-

dependent kinase 5) und die Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3, engl. glycogen synthase 

kinase-3) (Iqbal und Grundke-Iqbal 2008). Neben der pathologischen Kinasenaktivität ist die 

Aktivität der wichtigsten Phosphatase für Tau, die Protein-Phosphatase-2A (PP-2A, engl. pro-

tein phosphatase 2), im Gehirn von Alzheimer-Patienten gesenkt (Wang et al. 2007, Iqbal und 

Grundke-Iqbal 2008). Dabei ist diese Phosphatase für ca. 70% der gesamten Phosphatasenak-

tivität bei Tau verantwortlich und steuert diese direkt oder indirekt per Regulation von Kinasen 

(Iqbal et al. 2016). Mehrere Studien konnten zeigen, dass die Menge und Ausbreitung der NFTs 

gut mit dem Demenzgrad und der kognitiven Einschränkung korreliert (Arriagada et al. 1992, 

Giannakopoulos et al. 2003, Guillozet et al. 2003, Nelson et al. 2012). Ferner korreliert der 

Verlust an Neuronen mit der Menge an NFTs und übertrifft diese sogar (Gomez-Isla et al. 

1997). Die Gesamtmengen an normalem Tau im Gehirn von Alzheimer-Patienten und gesunden 

Patienten ist sehr ähnlich, wohingegen im Gehirn von erkrankten Patienten die Menge an hy-

perphosphoryliertem Tau vier- bis achtfach erhöht ist (Khatoon et al. 1992). 

Die Neurotoxizität des hyperphosphorylierten Taus gründet sich vor allem auf neue Proteinei-

genschaften: Es aggregiert spontan selbst (Iqbal et al. 2010), zerstört normales Tau und die 

beiden übrigen MAPs (Alonso et al. 1994, Iqbal et al. 2008) und hat die Eigenschaft verloren 

an Tubulin zu binden und die Entstehung der Mikrotubuli zu unterstützen (Ballatore et al. 2007, 

Li et al. 2007, Iqbal et al. 2010). Dabei scheint diese „Loss-of-function“ einerseits und das 

toxische „Gain-of-function“ andererseits ausschließlich aufgrund der Hyperphosphorylierung 

aufzutreten, da eine Dephosphorylierung Tau seine physiologischen Eigenschaften zurückgibt 

(Iqbal und Grundke-Iqbal 2008). Über die Induktion von oxidativem Stress fördert Tau zusätz-

lich die Bildung von Aβ (Yan et al. 1995). Die NFTs hingegen sind inert, da sie die Entstehung 

von Mikrotubuli weder hemmen noch fördern (Iqbal et al. 2008). Dies zeigen auch Studien, bei 

denen lösliche Oligomere des Tau-Proteins für eine Reduktion der LTP verantwortlich sind 

(Sydow et al. 2011) und kognitive Defizite mit dem Auftreten von löslichem hyperphosphory-

liertem Tau korrelierten (Santacruz et al. 2005). 

Tau bindet neben Mikrotubuli ebenso an die Tyrosinkinase Fyn und könnte damit eine wichtige 

Rolle bei der Signaltransduktion in der Zelle spielen (Lee et al. 1998, Ittner et al. 2010). Zu-

sätzlich fungiert Fyn als eine Art Bindeglied in der Interaktion von Tau und Aβ und deren ge-

genseitiger Beeinflussung ihrer Toxizität (Haass und Mandelkow 2010, Roberson et al. 2011). 

So stört Tau per Dislokation von Fyn im Neuron die Signaltransduktion und verstärkt die Aβ-
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Toxizität per Phosphorylierung von NMDA-Rezeptoren (Haass und Mandelkow 2010, Ittner et 

al. 2010). Überdies können durch eine Reduktion oder Elimination von Tau im Mausmodell 

Aβ-induzierte kognitive Defizite verhindert werden (Roberson et al. 2007, Ittner et al. 2010). 

Ebenso stützen Studien die These, dass Aβ-, Tau und Fyn durch eine Dysregulation synapti-

scher Aktivität neurotoxisch wirken (Roberson et al. 2011). Auf der anderen Seite fördert Aβ 

im Mausmodell die Phosphorylierung und Aggregation von Tau in NFTs (Gotz et al. 2001, 

Lewis et al. 2001) und in vitro per Förderung des Zerschneidens durch Kaspasen (Gamblin et 

al. 2003). Zusätzlich scheinen Aβ-Oligomere die Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen 

zu induzieren (De Felice et al. 2008). 

 

1.1.2.3 Inflammation (TNF-α) 

Die Tatsache, dass es bei der Alzheimer-Erkrankung zu einer lokalen Entzündungsreaktion im 

Gehirn der Patienten kommt, führte 1995 zur Formulierung der Hypothese, dass gerade diese 

Entzündungsreaktion Teil der Alzheimer-Pathologie ist (McGeer und McGeer 1995). Dahinter 

steht die Frage, ob die Entzündungsreaktion durch die Beseitigung von Zellüberresten und Pro-

teinablagerungen als Schutzmechanismus oder durch die Zerstörung von Zellen als Pathome-

chanismus Einfluss auf die Erkrankung nimmt (Akiyama et al. 2000). Aktuelle Forschungen 

gehen davon aus, dass die Entzündungsreaktion als Verbindung zwischen den verschiedenen 

Pathomechanismen wirkt und diese verstärkt. So startet diese in den Anfängen der Alzheimer-

Erkrankung und entwickelt sich durch Chronifizierung von einem Schutz- zu einem Pathome-

chanismus (McGeer und McGeer 1995, Akiyama et al. 2000, Heneka et al. 2015, Kinney et al. 

2018). Vermittler der neuronalen Entzündung sind dabei aktivierte Mikrogliazellen und Astro-

zyten, welche sich um Aβ-Plaques finden (Akiyama et al. 2000, Querfurth und LaFerla 2010). 

Aβ aktiviert Mikrogliazellen hierbei durch Bindung an das Thrombozytenglykoprotein 4 (Sy-

nonym CD36), an Toll-like-Rezeptoren (TLR) (Stewart et al. 2010) oder per Rezeptoren für 

fortgeschrittene Glykosierungsprodukte (RAGE, engl. receptor for advanced glycation endpro-

ducts) (Yan et al. 1996). Als Reaktion auf diese Aktivierung schütten Mikrogliazellen Entzün-

dungsmediatoren, wie Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-α 

(TNF-α) aus (Dickson et al. 1993, Lue et al. 2001, Glass et al. 2010) und phagozytieren Aβ-

Plaques (Shaffer et al. 1995, Paresce et al. 1997, Bolmont et al. 2008). Astrozyten werden direkt 

von Aβ (Glass et al. 2010) oder von IL-1 (Giulian et al. 1988) und TNF-α (Saijo et al. 2009) 

aus den Mikrogliazellen aktiviert. Dies führt wiederum zur Ausschüttung von Zytokinen, Che-

mokinen, Nitritoxid und weiteren Entzündungsmediatoren (McGeer und McGeer 2010, Heneka 

et al. 2015), was eine Verschärfung der Entzündungsreaktion hervorruft.  
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Die Wirkung der einzelnen Entzündungsmediatoren, Chemokinen und Zytokinen ist dabei sehr 

vielfältig. Für TNF-α zeigen Untersuchungen, dass bei einer Zunahme vermehrt kognitive De-

fizite auftreten (Holmes et al. 2009) und die Menge an Amyloidplaques wächst, indem es die 

β-Sekretaseproduktion und die γ-Sekretaseaktivität steigert (Liao et al. 2004, Yamamoto et al. 

2007). Des Weiteren beeinflusst der von TNF-α stimulierte Transkriptionsfaktor Nukleärer 

Faktor-kappa-B (NF-κB) die Expression von BACE1 per Bindestellen nahe dessen Promoters 

(Sambamurti et al. 2004, Sastre et al. 2008, Chen et al. 2012). Das proinflammatorische Zytokin 

IL-1 fördert die Synthese und Verarbeitung von APP und dadurch die Menge von Aβ 

(Goldgaber et al. 1989, Buxbaum et al. 1992). Somit entwickelt sich aus einer akuten Entzün-

dungsreaktion eine sich selbst erhaltende chronische Entzündung, ein „positive feedforward 

loop“ (Glass et al. 2010, Heneka et al. 2015). Die Entzündungsreaktion ist somit ein ambiva-

lenter Effekt, welcher die Plaquemenge im Anfangsstadium verringert, aber später durch die 

chronische Entzündung vergrößern kann (Wyss-Coray und Mucke 2002).  

Aufgrund dieser Beteiligung der Inflammation an der Alzheimer-Pathologie, entwickelten sich 

Ansätze mithilfe von nichtsteroidalen Antirheumatika die Entzündungsreaktion einzudämmen. 

Jedoch ergaben Studien sehr unterschiedliche Ergebnisse: Diese reichen von keinem Effekt 

(Heneka et al. 2015, Miguel-Alvarez et al. 2015) bis hin zu einem positiven Effekt bei längerer 

Einnahme (McGeer et al. 1996, Stewart et al. 1997, Vlad et al. 2008). 

 

1.1.2.4 Veränderung der Neurotransmission (mGluR5) und der Langzeitpotenzierung 

(NR2B) 

Zentral für kognitive Leistungen ist das reibungslose Funktionieren von neuronalen Netzwer-

ken. So können schon kleine Störungen bei der Neurotransmission oder Synapsenverbindung 

zur Beeinträchtigung der Kognition führen. Teil der Pathophysiologie der Alzheimer-Erkran-

kung ist gerade diese Störung von neuronalen Netzwerken (Querfurth und LaFerla 2010).  

Neben der direkten Neurotoxizität von Aβ-Oligomeren (Lambert et al. 1998) spielt dabei das 

glutamaterge System eine wichtige Rolle, wobei Untersuchungen zeigen, dass es zu einer cal-

ciumvermittelten Exzitotoxizität kommen kann (Revett et al. 2013). Aβ-Oligomere binden da-

bei an den metabotropen Glutamat-Rezeptor 5 (mGluR5) und sorgen für die Bildung von Clus-

tern, die zu einem erhöhten Calcium-Einstrom führen und so neurotoxisch wirken (Renner et 

al. 2010). Des Weiteren konnten Studien zeigen, dass mGluR5 an der durch Aβ-vermittelten 

LTD und LTP beteiligt ist (Wang et al. 2004, Hu et al. 2014). Überdies kam es bei Tierversu-

chen mit Mäusen, denen per Knockoutmutation mGluR5 fehlt oder deren Rezeptor per Anta-

gonisten blockiert wurde, zu geringeren kognitiven Einschränkungen im Morris-Water-Maze-
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Test (MWM) und es fanden sich weniger Aβ-Oligomere und Amyloid-β-Plaques im Gehirn 

(Um et al. 2013, Hamilton et al. 2014).  

Aβ-Oligomere beeinflussen LTP und LTD (Lambert et al. 1998, Wang et al. 2002, Glabe 2005, 

Walsh et al. 2005, Haass und Selkoe 2007, Shankar et al. 2008, Shankar und Walsh 2009, 

Ferreira et al. 2015). Versuche zeigen, dass die Bindung von Aβ-Oligomeren an den N-Methyl-

D-Aspartat-Rezeptor (NMDAR) die von diesem vermittelte LTP unterdrückt (Chen et al. 

2002), wobei gerade die N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptorsubtyp 2B-Untereinheit (NR2B) dafür 

verantwortlich zu sein scheint (Li et al. 2011) und durch Synapsenverlust und Veränderungen 

des Aktivitätszustandes von NMDARs zur LTD führen kann (Shankar et al. 2007). Die NR2B-

Untereinheit scheint auch direkt die synaptische Plastizität zu beeinflussen (Ronicke et al. 

2011). Diese Untereinheit ist ebenfalls an dem von hyperphosphorylierten Tau initiierten neu-

ronalen Zelluntergang beteiligt (Amadoro et al. 2006). Darüber hinaus beeinflussen Aβ-Oligo-

mere die Expression von NMDARs auf der Zelloberfläche negativ (Snyder et al. 2005). Passend 

dazu konnten Studien bei Alzheimer-Patienten eine Abnahme der Proteinkonzentration der 

NR2B-Untereinheit und der Boten-Ribonukleinsäure-Synthese (mRNA-Synthese) feststellen 

(Sze et al. 2001, Hynd et al. 2004). Als therapeutischer Ansatz aus diesen Erkenntnissen über 

die Rolle des Rezeptors, wurde der NMDAR-Antagonist Memantine 2002 von der EU zuge-

lassen und hatte in Studien positive Effekte auf die kognitive Leistungsfähigkeit von Alzhei-

mer-Patienten (Reisberg et al. 2003, Tariot et al. 2004, Emre et al. 2008, Revett et al. 2013). 

Zwischen den beiden Pathomechanismen besteht eine Interaktion. Dabei erhöht mGluR5 durch 

die Phosphorylierung der NR2B-Untereinheit die Aktivität des Rezeptors und induziert so den 

Zelltod (Takagi et al. 2012). 

 

1.1.2.5 Oxidativer Stress (Kaspase-3) 

Einen weiteren Erklärungsversuch für die Pathophysiologie der Alzheimer-Erkrankung stellt 

die „Oxidative Stress“-Hypothese dar. Diese besagt, dass es durch ein Ungleichgewicht zwi-

schen Oxidantien und Antioxidantien zu einer Schädigung innerhalb des Gehirns kommt (Good 

et al. 1996, Smith et al. 1996, Markesbery 1997, Smith et al. 2000, Pratico 2008). Dabei ist das 

Gehirn aufgrund eines hohen Gehalts an Fettsäuren, einem hohen Sauerstoffverbrauch und ge-

ringen Mengen an Antioxidantien besonders anfällig für Oxidantien (Nunomura et al. 2006, 

Reddy 2006, Reddy und Beal 2008). Zu diesen zählen vor allem die reaktiven Sauerstoff- und 

Stickstoffspezies (engl. ROS und RNS) (Pratico 2008, Jiang et al. 2016). Der oxidative Stress 

kann sich dabei, abhängig vom Substrat der ROS, in Form von Proteinen, Desoxyribonuklein-
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säure (DNA), Ribonukleinsäure (RNA) oder Lipiden manifestieren (Pratico 2008). Im zeitli-

chen Verlauf der pathophysiologischen Veränderungen im Gehirn tritt der oxidative Stress vor 

Aβ-Plaques oder NFTs auf (Nunomura et al. 2001). Vor allem Aβ, gestörte Abläufe in Mito-

chondrien und aktivierte Mikrogliazellen im Rahmen der chronischen Inflammation sind die 

Quellen von ROS und RNS (Hensley et al. 1994, Smith et al. 2000, Reddy und Beal 2008).  

Oxidativer Stress führt einerseits durch die direkte Schädigung von Zellbestandteilen und an-

dererseits durch die Förderung anderer Pathomechanismen zu einem Fortschreiten der Erkran-

kung. So zeigen Studien, dass oxidativer Stress die β- und γ-Sekretase aktiviert und somit die 

Aβ-Entstehung beeinflusst (Reddy 2006, Tamagno et al. 2008, Cai et al. 2011). Zugleich deuten 

Ergebnisse darauf hin, dass per oxidativem Stress einerseits die Tau-Aggregation induziert wer-

den kann (Nunomura et al. 2006, Jiang et al. 2016) und andererseits durch hyperphosphorylier-

tes Tau oxidativer Stress gefördert wird (Yan et al. 1995). Aβ selbst steigert den durch oxidati-

ven Stress verursachten Schaden (Behl et al. 1994) und wechselseitig steigert oxidativer Stress 

die Aβ-Entstehung (Yan et al. 1995). 

Ergänzend dazu spielt Aβ direkt eine Rolle bei der Störung von mitochondrialen Abläufen und 

fördert somit die Produktion von ROS (Reddy und Beal 2008). Manche Autoren sehen hinge-

gen in Aβ-Plaques und NFTs eine kompensatorische Reaktion auf den oxidativen Stress 

(Nunomura et al. 2006). Pathophysiologisch sind oxidativer Stress und die neuronale Entzün-

dungsreaktion ebenfalls eng miteinander verbunden. So gibt es Hinweise, dass sie sich gegen-

seitig per aktivierten Mikroglia und ROS aufrechterhalten (Mhatre et al. 2004, Maccioni et al. 

2009).  

Eine wichtige Rolle innerhalb der „Oxidative Stress“-Hypothese spielt die Kaspase-3. Sie ist 

neben ihrer Funktion während der Apoptose von neuronalen Zellen (Nicholson et al. 1995, 

Kuida et al. 1996, Nicholson und Thornberry 1997) direkt an der Alzheimer-Pathologie betei-

ligt. Im Mausmodell korreliert die Kaspase-3-Aktivität mit einer Erhöhung der LTD und einer 

Abnahme der Dichte an Dornfortsätzen (D'Amelio et al. 2011). Darüber hinaus ist sie involviert 

in die Spaltung von APP und die Entstehung von Aβ (Gervais et al. 1999). Kaspase-3 spaltet 

ebenfalls Tau-Proteine und leitet somit deren Aggregation ein, was mit einem kognitiven Defi-

zit korreliert (Gamblin et al. 2003, Rissman et al. 2004, Jarero-Basulto et al. 2013, Means et al. 

2016). Überdies besteht eine direkte Verbindung zwischen Aβ und Kaspase-3. So induziert Αβ 

per Kaspase-3 den Verlust von Neuronen (Takuma et al. 2004) oder kann im Zusammenhang 

mit dem oxidativen Stress und mit Beteiligung von Kaspase-3 eine Apoptose herbeiführen 

(Velez-Pardo et al. 2002). 
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Auf Grundlage dieser Hypothese sind einige Therapieansätze unter Beteiligung von Antioxi-

dantien, wie etwa Vitamin E oder Ginkgo-Extrakt, entstanden. Studien konnten jedoch nur sehr 

kontroverse Ergebnisse liefern. So kam es bei der Einnahme von Vitamin E in einigen Studien 

zu einer Verbesserung der Erkrankungssymptomatik, wohingegen in anderen Studien kein po-

sitiver Effekt auf die Kognition nachgewiesen werden konnte (Pratico 2008). Ein Review der 

Cochrane Collaboration konnte ebenfalls keine positiven Effekte nach der Einnahme von 

Ginkgo-Extrakt feststellen (Birks und Grimley Evans 2009). 

 

1.1.3 Klinischer Verlauf und Risikofaktoren 

Das Hauptsymptom der Alzheimer-Erkrankung ist die Abnahme der kognitiven Leistungsfä-

higkeit bis hin zum vollständigen Verlust der Selbstständigkeit, wobei der Zeitraum vom Be-

ginn bis zur schweren Demenz meist zwischen vier und fünf Jahren beträgt (Schulz 2016). Ab-

hängig vom Krankheitsbeginn werden die senile (>65 Jahre) und präsenile (<65 Jahre) Alzhei-

mer-Demenz unterschieden (Schmidtke 2017). 

Als erste Symptome der Erkrankung tritt meist eine Störung des Kurzzeitgedächtnisses oder 

eine Desorientiertheit in Bezug zu Ort und Zeit auf. Ebenso können nicht-kognitive Symptome 

wie etwa eine Abnahme der Aktivität oder Motivation und depressive Stimmung auftreten. Im 

weiteren Verlauf der Erkrankung kommt es zum Verlust des autobiographischen Langzeitge-

dächtnisses und Desorientierung in Bezug auf Situation oder Person. Sprachstörungen mit se-

mantischem Paraphrasieren und Aphasie sind ebenfalls Teil des Krankheitsbildes. Darüber hin-

aus nehmen die grob- und feinmotorischen Fähigkeiten ab, es treten Apraxie und Alexie auf. 

Außerdem kommt es unter anderem zu Störungen des Schlaf-Wachrhythmus, Apathie oder Hy-

peraktivität und Inkontinenz. Häufig sind mit dem Fortschreiten der Erkrankung ein sozialer 

Rückzug sowie eine Einschränkung der Selbstständigkeit im Alltag, bedingt durch Verhaltens- 

und Aufmerksamkeitsstörungen, verbunden. Weitere nicht-kognitive Veränderungen sind 

Ängstlichkeit oder Depressivität, psychomotorische Unruhe oder Wahnbildung, Aggressivität 

und Enthemmung. Im Endstadium kommt es zu einem vollständigen Verlust der Selbstständig-

keit. (Masuhr 2007, Alzheimer's Association 2016, Deutsche Gesellschaft für Psychiatrie und 

Psychotherapie 2016, Schulz 2016, Schmidtke 2017) 

Aus einem damit verbundenen Mutismus ergibt sich meist eine umfassende Pflegebedürftig-

keit, in deren Rahmen es zu Nahrungsverweigerung kommen kann. Durch optimierte Pflege 

und Versorgung führt die Erkrankung selbst nicht zum Tod. Dieser tritt vor allem durch sekun-

däre Erkrankungen ein. (Masuhr 2007, Alzheimer's Association 2016, Deutsche Gesellschaft 

für Psychiatrie und Psychotherapie 2016, Schulz 2016, Schmidtke 2017) 
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Bisher wurden verschiedene Risikofaktoren für die Alzheimer-Erkrankung identifiziert. Die 

größte Rolle spielt das Alter (Querfurth und LaFerla 2010). Als bedeutendster genetischer Ri-

sikofaktor gilt das ε4-Allel des Apolipoproteins E (ApoE). Die Angaben über dessen Effekt auf 

das Risiko zu erkranken variieren in der Literatur allerdings sehr stark: Von einem zwei- bis 

viermal erhöhtem Risiko (bei einem Allel), bis zu einem fünf- bis 19-mal erhöhten Risiko (bei 

zwei Allelen) (Querfurth und LaFerla 2010, Michaelson 2014, Reitz und Mayeux 2014). ApoE 

scheint dies durch eine Förderung der Aβ-Ablagerung (Reiman et al. 2009) und der Tau-Phos-

phorylierung (Holtzman et al. 2000) zu bewirken. Des Weiteren ist es vergesellschaftet mit 

einem erhöhten Level an löslichen Aβ-Oligomeren (Hashimoto et al. 2012) und einer Beein-

trächtigung der neuronalen Plastizität (Arendt et al. 1997). Als weitere Risikofaktoren sind au-

tosomal-dominant vererbte Mutationen bekannt, die zu einer familiären Alzheimer-Erkrankung 

führen. Zu diesen gehören Missense Mutationen in den Genen, die für APP (Goate et al. 1991, 

Mullan et al. 1992) und Präsenilin 1 (Sherrington et al. 1995) oder 2 (Levy-Lahad et al. 1995, 

Levy-Lahad et al. 1995) kodieren. Dies führt zu einer gesteigerten Aβ-Entstehung oder einem 

verschobenen Verhältnis von Aβ1-40 hin zu Aβ1-42 (Scheuner et al. 1996, Citron et al. 1997, 

Selkoe 2001, Bekris et al. 2010, Finder 2010). Ferner gibt es Hinweise, dass nicht-genetische 

Faktoren das Risiko zu erkranken erhöhen. Dazu gehören körperliche Faktoren, wie Diabetes 

mellitus, erhöhtes Körpergewicht und Cholesterinwerte, kardiovaskuläre Erkrankungen und 

Schädel-Hirn-Traumata oder soziale Faktoren, wie ein niedriger Bildungsstand und geringe 

geistige oder körperliche Aktivität im Alter (Finder 2010, Querfurth und LaFerla 2010, Reitz 

und Mayeux 2014, Alzheimer's Association 2016).  

 

1.1.4 Alzheimer und Geschlecht  

Epidemiologischen Studien zufolge leiden mehr Frauen als Männer an der Alzheimer-Erkran-

kung (Andersen et al. 1999, Imfeld et al. 2013, Chene et al. 2015). Dabei ist bei Frauen sowohl 

die Inzidenz als auch die Prävalenz erhöht (Irvine et al. 2012, Li und Singh 2014). Bei Frauen 

besteht eine stärkere Korrelation zwischen der Alzheimer-Pathologie und dem klinischen Bild 

der Alzheimer-Erkrankung (Barnes et al. 2005) und es zeigt sich ein schnellerer und stärkerer 

Verfall ihrer kognitiven Fähigkeiten (Li und Singh 2014). In Untersuchungen konnte festge-

stellt werden, dass Frauen eine generell stärkere alzheimerassoziierte Pathologie (Barnes et al. 

2005), mehr Aβ-Plaques (Corder et al. 2004, Liesinger et al. 2018) und mehr NFTs entwickeln 

(Filon et al. 2016, Oveisgharan et al. 2018). Eine naheliegende Hypothese für diesen Unter-

schied ist die Tatsache, dass Frauen meist älter werden als Männer (Hebert et al. 2001, Mielke 

et al. 2014, Oveisgharan et al. 2018). 
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Eine weitere Hypothese sieht in der abrupten Abnahme der weiblichen Geschlechtshormone 

nach der Menopause eine Erklärung für das erhöhte Erkrankungsrisiko bei Frauen, da diese als 

protektive Faktoren wirken (Vest und Pike 2013, Li und Singh 2014). So zählen zu den protek-

tiven Eigenschaften von Östrogen in Bezug auf Aβ, eine positive Beeinflussung der APP-Pro-

zessierung (Xu et al. 1998, Gandy 2003), eine Verhinderung der Aβ-Oligomerisierung 

(Morinaga et al. 2007, Morinaga et al. 2011) und eine Förderung des Aβ-Abbaus per Enzym-

aktivierung (Eckman und Eckman 2005, Amtul et al. 2010, Liang et al. 2010) oder per Mikrog-

lia (Li et al. 2000). Des Weiteren verhindert es die Hyperphosphorylierung von Tau (Pike et al. 

2009), bewirkt eine Minderung der Exzitotoxizität per Inhibition von NMDA-Rezeptor 

(Weaver et al. 1997), hat eine antioxidative Wirkung (Behl et al. 1997) und verbessert die Kog-

nition (Vest und Pike 2013). Progesteron beeinflusst ebenfalls die Tau-Menge und die Aktivität 

der γ-Sekretase (Li und Singh 2014).  

Studien mit Hormonersatztherapien (HET) konnten anfangs noch positive Effekte zeigen 

(Henderson et al. 1994, Zandi et al. 2002, Rapp et al. 2003). Diese Effekte wurden jedoch von 

der Women’s Health Initiative Memory Study (WHIMS) widerlegt. So zeigte diese Studie mit 

knapp 7500 Teilnehmerinnen sogar eine Verschlechterung der Kognition der Teilnehmerinnen 

(Rapp et al. 2003, Shumaker et al. 2003, Craig et al. 2005) und eine erhöhte Rate an Schlagan-

fällen (Rossouw et al. 2002, Anderson et al. 2004). Als wichtige Variabel stellte sich der Zeit-

punkt der HET heraus, woraus sich die „critical period“-Hypothese entwickelte, nach der der 

optimale Zeitpunkt der HET nahe am Beginn der Menopause liegen sollte, also ein „window 

of opportunity“ existiert (Maki 2006, Sherwin 2007, Craig und Murphy 2010, Whitmer et al. 

2011, Scott et al. 2012). 

Eine weitere Theorie für diesen Unterschied postuliert eine größere kognitive Reserve bei Män-

nern (Stern 2006, Stern 2012, Xu et al. 2015). Dieser Theorie liegt die Annahme zugrunde, dass 

effizientere neuronale Netzwerke eine höhere Widerstandskraft gegen Störungen haben und 

alternative Netzwerke diese Störungen kompensieren können. Dabei spielen Faktoren wie Bil-

dung, geistige Forderung im Alltagsleben und Freizeitgestaltung eine Rolle, welche sich durch 

unterschiedliche Möglichkeiten der Lebensgestaltung im letzten Jahrhundert für Frauen und 

Männer auswirken (Stern 2006, Stern 2012, Xu et al. 2015). 

 

 

1.2 Das transgene Mausmodell Tg2576  

Das Mausmodell Tg2576 wurde 1996 von Hsiao entwickelt. Es exprimiert das humane 

APP695-Gen in der Form der „schwedischen Mutation“, welches von einem Hamster-Promoter 
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kontrolliert wird, der für eine Überexpression des human APPs sorgt (Hsiao et al. 1996). Diese 

Mutation geht auf zwei schwedische Familien zurück und enthält eine Doppelmutation (Mullan 

et al. 1992). Durch diese wird die APP-Prozessierung durch die β-Sekretase (Haass et al. 1995, 

Vassar et al. 1999) dahin gehend verändert, dass es zu einer Erhöhung der Aβ-Konzentration 

im Gehirn der Betroffenen kommt (Citron et al. 1992, Cai et al. 1993). 

Im Mausmodell bewirkt diese Mutation ebenfalls eine Erhöhung der Aβ1-40- und Aβ1-42-Kon-

zentration (Hsiao et al. 1996), was in einer Plaque-Entstehung ab dem achten oder neunten 

Monaten resultiert (Hsiao et al. 1996, Kawarabayashi et al. 2001). Beim Verhalten der Tiere 

kommt es zu einem mit dem Alter fortschreitenden kognitiven Defizit (Schaeffer et al. 2011, 

Webster et al. 2014), jedoch ohne Verlust von Neuronen als pathophysiologisches Korrelat im 

Hippocampus (Irizarry et al. 1997). Im Hippocampus zeigen sich Defizite in der synaptischen 

Plastizität und der Dichte der dendritischen Dornfortsätze, was mit einer Beeinträchtigung der 

LTP und des räumlichen Gedächtnisses einhergeht (Chapman et al. 1999, Jacobsen et al. 2006). 

Studien weisen auf lösliche Aβ-Oligomere als verantwortlich für diese Beeinträchtigungen hin 

(Westerman et al. 2002, Lesne et al. 2006, Lesne et al. 2008). Neben den Aβ-assoziierten pa-

thophysiologischen Ähnlichkeiten zum Menschen sind beim Mausmodell weitere Ähnlichkei-

ten beschrieben: So werden Gliazellen (Astrozyten und Mikroglia) aktiviert und pro- und anti-

inflammatorische Zytokine (u. a. TNF-α) ausgeschüttet (Benzing et al. 1999, Apelt und 

Schliebs 2001). Auch sind im Gehirn die Merkmale von oxidativem Stress feststellbar 

(Pappolla et al. 1998, Smith et al. 1998, Apelt et al. 2004). Studien konnten ebenfalls eine 

Kaspase-3-Aktivität als Zeichen von synaptischer Dysfunktion nachweisen (D'Amelio et al. 

2011). 

Problematisch bei vielen Studien mit Verwendung von Mausmodellen ist jedoch die Tatsache, 

dass geschlechtsspezifische Unterschiede nur selten direkt untersuchen werden. Es gibt nur we-

nige Studien, die den Effekt des weiblichen Geschlechtes auf kognitive Funktionen untersuchen 

und keine dieser Studien beschäftigt sich dabei mit dem zeitlichen Verlauf der kognitiven Ein-

schränkungen (King et al. 1999, Foley et al. 2015, Granger et al. 2016, Melnikova et al. 2016). 

Studien mit verschiedenen Mausmodellen ergaben sehr unterschiedliche Ergebnisse beim Ver-

gleich von Aβ-Konzentration und kognitivem Defizit in Bezug zum weiblichen Geschlecht. In 

einigen zeigte sich ein Unterschied sowohl in der Aβ-Konzentration und dem kognitivem De-

fizit (Wang et al. 2003, Carroll et al. 2010), in anderen wurde nur von einem Unterschied des 

kognitiven Defizites berichtet, woraufhin die Autoren eine höhere Sensibilität der weiblichen 

Tiere für Aβ postulierten (Granger et al. 2016, Melnikova et al. 2016). Untersuchungen speziell 
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des Mausmodells Tg2576 auf geschlechtsspezifische Unterschiede ergaben ebenfalls kontro-

verse Ergebnisse. King beobachtete etwa ein verstärktes kognitives Defizit (King et al. 1999) 

und Callahan eine erhöhte Aβ-Konzentration (Callahan et al. 2001) bei weiblichen Carriern. 

Jedoch konnten andere Untersuchungen dies nicht bestätigen (Foley et al. 2015). Aus diesen 

Ergebnissen ergibt sich die Notwendigkeit, das Mausmodell Tg2576 mit dem Fokus auf ge-

schlechtsspezifische Unterschiede im zeitlichen Verlauf der kognitiven Defizite und pathophy-

siologischen Merkmale zu untersuchen.  
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2. Zielsetzung  

Ziel dieser Studie war eine umfassende geschlechtsspezifische Phänotypisierung des transge-

nen Mausmodells Tg2576.  

In einem ersten Schritt lag der Fokus bei den geschlechtsspezifischen Verhaltensänderungen 

abhängig vom Alter der Tiere. Dabei erfolgte die Verhaltenstestung mittels modifiziertem Hole-

Board-Test (mHBT). Dieser Teil der Untersuchung wurde von Dr. Diana Fendl durchgeführt 

und im Rahmen ihrer Promotion „Phänotypische Charakterisierung eines transgenen Mausmo-

dells [Anmerk.: Tg2576] der Alzheimer-Krankheit unter Bezug auf Alter und Geschlecht“ 

(Fendl 2013) veröffentlicht. 

Ziel des, in dieser Arbeit beschriebenen, zweiten Schrittes, war die weiterführende laborchemi-

sche Analyse der Gehirne der Tiere und eine geschlechtsbezogene Untersuchung der zu Grunde 

liegenden Pathomechanismen. Dabei wurde der Fokus auf Amyloidopathie, Inflammation, 

Apoptose, oxidativen Stress und Veränderungen der Neurotransmission und LTP gelegt. Hier-

für wurden die Gesamtmenge an Amyloidplaques und die Konzentration der Proteine Aβ1-42, 

Kaspase-3, TNF-α, NR2B und mGluR5 im Gehirn der Tiere bestimmt und mit den Ergebnissen 

der neurokognitiven Testung korreliert.  

Die Ergebnisse beider Dissertationen wurden mit dem Titel „Cognitive decline in Tg2576 mice 

shows sex-specific differences and correlates with cerebral amyloid-beta“ veröffentlicht 

(Schmid et al. 2019). 
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3. Material und Methoden 

 

3.1 Versuchstiere 

Der Tierversuch wurde durch die Regierung von Oberbayern (Aktenzeichen 55.2-1-54-2531-

1-10 und 55.2-1-54-2532-149-11) gemäß §8 des deutschen Tierschutzgesetzes (TierSchG in 

der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBl. I S. 1206, 1313) nach der Aktua-

lisierung am 9. Dezember 2010 (BGBl. I S. 1934)) genehmigt. 

 

3.1.1 Herkunft und Haltung 

Die Tiere des Mausmodells Tg2576 wurden in einem gesonderten Raum gezüchtet. Die he-

mizygoten Männchen wurden von Taconic Europe, Lille Skensved, Dänemark und die weibli-

chen C57B6/SJL-Zuchttiere von Jackson Laboratory (Maine, USA) über Charles River Labo-

ratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Das Zuchtalter lag jeweils über acht Wochen und vor 

der Zucht wurde eine mindestens einwöchige Eingewöhnungszeit eingehalten. Für die Zucht 

wurden jeweils ein Männchen und ein oder zwei Weibchen im Käfig des Männchens zur Paa-

rung gehalten. Bei Trächtigkeitsanzeichen wurden die Tiere getrennt. Die Nachkommen wur-

den nach 21 Tagen abgesetzt und per Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (im Charles River La-

boratories L’Arbresle Cedex, Frankreich) genotypisiert. 

Spätestens einen Monat vor Versuchsbeginn des modifizierten Hole-Board-Tests wurden die 

Tiere in einen speziellen Tierhaltungs- und Versuchsraum umgesiedelt, in dem sie bis Ver-

suchsende gehalten wurden. Dieser Raum entsprach der Verordnung über die Sicherheitsstufen 

und Sicherheitsmaßnahmen bei gentechnischen Arbeiten in gentechnischen Anlagen (Gentech-

nik-Sicherheitsverordnung in der Fassung der Bekanntmachung vom 14. März 1995 (BGBl. I 

S. 297), zuletzt geändert am 18. Dezember 2008 (BGBl. I S. 2768)). Des Weiteren wurden die 

Empfehlungen für Versuchstierhaltung (Ausschuss für die Ausbildung und Tiergerechte Hal-

tung der GV-SOLAS – Gesellschaft für Versuchstierkunde, 1998) berücksichtigt. Der Raum 

war somit vollklimatisiert (Temperatur 22 ± 2 °C, relative Luftfeuchte von 60 ± 15 %, konstan-

ter Luftwechsel), durch eine Zeitschaltautomatik wurde ein Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 

zwölf Stunden simuliert. Laborstandardkäfige (Makrolonkäfig Typ II) dienten zur Haltung. 

Hierbei wurden Männchen aufgrund gesteigerter Aggressivität isoliert und Weibchen in Grup-

pen von drei Tieren gehalten. Als Einstreu wurden autoklavierte Weichholzfasern (Lignocel®, 

Fa. J. Rettenmaier & Söhne GmbH und Co. KG, Rosenberg) und zum Nestbau Zellstoff und 
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autoklaviertes Heu genutzt. Die Ernährung erfolgte per Alleinfuttermittel (Altromin™ Hal-

tungsdiät, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage) und Leitungswasser per Nip-

peltränke, beides nach Belieben. Der Käfigwechsel fand zweimal pro Woche statt, wobei so-

wohl das Einstreu als auch das Wasser gewechselt wurden. Für die Hygienemaßnahmen wurden 

die Richtlinien der „Federation of Laboratory Animal Sciences Association“ befolgt.  

 

3.1.2 Versuchsorganisation 

Die Studie bestand aus 144 Tieren in 24 verschiedenen Gruppen. Dabei wurden sechs Alters-

gruppen gebildet (6, 8, 10, 12, 14 und 16 Monate), die jeweils aus einer Gruppe von männlichen 

und weiblichen Tieren bestanden, welche nochmals in transgene Tiere („Carrier“) und nicht 

transgene Tiere („Wildtyp“) unterteilt wurde. Somit ergaben sich 24 verschiedene Gruppen mit 

jeweils sechs Versuchstieren (Abbildung 3). Im ersten Teil des Versuches wurde der mHBT 

mit jedem Tier durchgeführt. Im zweiten Teil wurden die Gehirne von jeweils zwei Tieren aus 

jeder Gruppe zufällig ausgewählt (48 Gehirne) und zur weiteren Untersuchung vorbereitet.  

 

 

Abbildung 3: Versuchsorganisation und Aufteilung der Gruppen. 

 

3.1.3 Modifizierter Hole-Board-Test 

Für die kognitive Verhaltensuntersuchung der Mäuse wurde der mHBT verwendet, welcher als 

räumlich-sensorischer Verhaltenstest konzipiert wurde. Mithilfe des Tests konnten sowohl kog-

nitive und motorische Fähigkeiten als auch verschiedene Verhaltensparameter gemessen wer-

den (Ohl et al. 2001, Ohl und Keck 2003, Gordan et al. 2012). Dafür wurden die Tiere in einer 

Versuchsbox getestet, in deren Mitte das Holeboard mit zehn Zylindern platziert wurde. Jeder 

Geschlecht

Genetik

Alter 6, 8, 10, 12, 14 & 16 Monate 
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Weiblich Männlich
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der Zylinder enthielt unter einem Netz eine Mandel und wurde mit Vanillearoma bestrichen. In 

drei der Zylinder wurden randomisiert eine weitere für die Tiere erreichbare Mandel gelegt. Per 

Eingabe in ein Computerprogramm wurden die Aktionen des Tieres mithilfe vorher definierter 

Befehle festgehalten. Dabei wurde die Aktionsart, der Zeitpunkt des Auftretens und die Dauer 

protokolliert. Der Durchgang wurde entweder nach fünf Minuten beendet oder sobald das Tier 

alle drei Mandeln gefunden hatte. Der Test wurde an acht aufeinander folgenden Tagen in vier 

Versuchsdurchgängen pro Tier von derselben Person und in der Aktivitätsphase der Mäuse 

durchgeführt. Die bestückten Zylinder wechselten dabei zwischen den Tagen, nicht aber zwi-

schen den Versuchsdurchgängen an einem Tag. Für die genaue Versuchsdurchführung des 

mHBT und der Auswertung dessen Ergebnisse darf auf die Vorgängerarbeit von Dr. Fendl oder 

die veröffentlichte Studie verwiesen werden (Fendl 2013, Schmid et al. 2019).  

 

3.1.4 Probenentnahme und -aufbereitung 

Die Tiere wurden am neunten Tag mit Isofluran (5,0 Vol.-%; Forene®, Abbott GmbH & Co. 

KG, Wiesbaden) betäubt und per Dekapitation getötet. Es erfolgte die Öffnung des Schädel-

knochens und die Entnahme des Gehirns. Die nach der Entnahme bei -80°C gefrorenen Gehirne 

werden ca. zwölf Stunden vor dem Schneiden bei -20°C aufgetaut. Im ersten Schritt wurde das 

Gehirn per Sagittalschnitt in zwei Hemisphären geteilt und das Kleinhirn abgetrennt. Anschlie-

ßend wurden am Kryotom (Thermo Scientific Microm HM 560 V) von der ersten Hemisphäre 

Sagittalschnitte zur späteren Färbung erstellt. Dabei wurden jeweils drei Hirnschnitte auf einen 

Objektträger (Thermo Scientific Menzel-Gläser Superfrost Ultra Plus) aufgetragen, wobei nach 

jeweils drei Objektträgern zwischen den Schnittdicken von 10µm und 50µm gewechselt wurde. 

Die Objektträger wurden nummeriert.  

Von der zweiten Hemisphäre wurden für die Proteinanalytik Frontalschnitte angefertigt, wobei 

mit einer Schnittdicke von 100µm nach folgendem Schnittprotokoll gearbeitet wurde: 1000µm 

Rest; 400µm medialer präfrontaler Kortex (MPFC, engl. medial prefrontal cortex); 100µm 

Rest; 500µm motorischer Kortex; 400µm Rest; 2000µm sensorischer Kortex (SC); ca. 500-

1200µm Rest bis der Hippocampus (HC) zu erkennen war. Die Schnitte wurden jeweils in be-

schrifteten Mikroreaktionsgefäßen (HC, MPFC, motorischer Kortex, SC, Rest) (Eppendorf AG, 

Hamburg) gesammelt. Danach wurde der Hippocampus aus dem restlichen Hirngewebe ent-

fernt und ebenfalls in einem Mikroreaktionsgefäß gesammelt. Die Objektträger und Mikrore-

aktionsgefäße wurden bei -80°C eingefroren. 

 

 



3. Material und Methoden 28 

 

 

3.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 

3.2.1 Proteinaufbereitung und Konzentrationsbestimmung  

Es wurden jeweils zwei bis drei Frontalhirnschnitte des MPFC in Mikroreaktionsgefäße (Ep-

pendorf AG, Hamburg) gegeben und mit dem zehnfachen Gewicht in Eiswasser gekühltem 

Guanidine-Puffer (5,0mol/l / 50mmol/L Tris-Cl bei pH 8,0; Tabelle 1) homogenisiert. Diese 

Mischung wurde für dreieinhalb Stunden bei Raumtemperatur auf einem 3D-Schüttler ge-

mischt. Anschließend wurde die Mischung mit dem zehnfachen Gewicht in Eiswasser gekühl-

ten Casein-Puffer (0,25% Casein, 0,05% Natriumazid, 20µg/ml Aprotinin, 5mmol/l Ethylendi-

amintetraessigsäure (EDTA), 10µg/ml Leupeptin in Phosphatgepufferter-Salzlösung (PBS) bei 

pH 8,0; Tabelle 2) verdünnt und bei vier Grad mit 13.000 Umdrehungen für 20 Minuten zent-

rifugiert. Der Überstand wurde in ein Mikroreaktionsgefäß gefüllt und diese Proteinlösungen 

bei -80°C gelagert. Die Proteinaufbereitung wurde nach der Anleitung eines ELISA-Kits für 

Amyloid-β von Wako Pure Chemical Industries durchgeführt. 

 

Tabelle 1: Guanidine-Puffer 

Substanz Produkt 

Tris Roche, #10708976001 

Guanidine-HCl Sigma-Aldrich, #G3272-100G 

 

Tabelle 2: Casein-Puffer 

Substanz Produkt 

Casein Sigma-Aldrich, #22090-100G 

Natriumazid Sigma-Aldrich, #S8032-25G? 

Aprotinin Sigma-Aldrich, #A1153-5MG 

EDTA Sigma-Aldrich, #EDS-100G? 

Leupeptin Sigma-Aldrich, #L2884-5MG 

PBS AppliChem PanReac, #A0965,9050 

 

Die Konzentrationsbestimmung der einzelnen Proteinlösungen wurde per Bradford-Test durch-

geführt (Bradford 1976, Kruger 1994). Hierfür wurden je Lösung zwei Mikroreaktionsgefäße 

(Eppendorf AG, Hamburg) bereitgestellt, in welchen jeweils eine 1:5 und 1:10 Verdünnung der 

Lösung angefertigt wurde. Nach Bradford wurde eine Standardreihe (jeweils dreimal pro Kon-

zentration: 125; 250; 500; 750; 1000; 1500; 2000µg/ml (Thermo Scientific, Pre-Diluted Protein 
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Assay Standards: BSA-Set, #23208) und jeweils dreimal 5µl der Verdünnungen (1:5 & 1:10) 

auf eine 96-well-Mikrotiterplatte (Brand microplate, Brand 781602)) pipettiert. Anschließend 

wurden 25µl der Reagenz A und 200µl der Reagenz B (BioRad DC Protein Assay Reagent A 

(#500-0113) & B (#500-0114)) in die Wells pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 Minuten 

wurde die 96-well-Mikrotiterplatte bei 620nm optischer Wellenlänge per Sunrise™ (Tecan 

Group, Maennedorf, Swiss) ausgelesen, Standardkurve und einzelne Probenkonzentrationen 

wurden per Magellan (Tecan Group, Maennedorf, Swiss) erstellt und ausgewertet. 

 

3.2.2 Proteinauftragung, -trennung und -markierung 

Für den folgenden ELISA wurde das Human-Aβ42 ELISA Kit (Wako Pure Chemicals Indust-

ries, USA) benutzt, welches alle nachfolgend genutzten Reagenzien enthält und eine Sensitivi-

tät von < 10pg/ml für humanes Amyloid-β1-42 besitzt. 

Die einzelnen Proben wurden per Standardverdünnungspuffer (im ELISA Kit enthalten) auf 

eine einheitliche Proteingesamtkonzentration (0.075µg/µl) verdünnt. Zur Herstellung einer 

Standardlösung für eine Standardverdünnungsreihe wurde dem Standardpulver 1,4ml des 

Reconstitution-Puffers zugefügt (55mM Natriumhydrogencarbonat, pH 9,0; Sigma-Aldrich, 

#S5761-1KG). Aus dieser Mischung wurde per Verdünnung durch den Standardverdünnungs-

puffer eine Verdünnungsreihe des Standards (0; 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000pg/ml) 

hergestellt. Als Vorbereitung für die Waschvorgänge wurde das Waschpufferkonzentrat (25x) 

mit Reinstwasser (Merck, Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungssystem) auf eine einfache Kon-

zentration verdünnt. Des Weiteren wurde die Anti-Hase IgG HRP-Lösung von einer hundert-

fachen Konzentration mit HRP-Verdünnungsmix auf eine einfache Konzentration verdünnt.  

Für jede Probe und jede Verdünnung des Standards wurden zwei Wells der 96-well-Mikro-

titerplatte mit 50µl befüllt. 50µl Human Aβ1-42 Detektionsantikörper wurde in jedes Wells hin-

zugefügt und anschließend die versiegelte Wellplatte über Nacht auf einem 3D-Schüttler im 

Kühlschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde per Schütteln der Inhalt jedes Wells entfernt 

und viermal mit jeweils 400µl Waschpuffer die einzelnen Wells gespült. Danach wurde in jedes 

Well 100µl der einfachen Anti-Hase IgG HRP-Lösung pipettiert. Anschließend wurde die ver-

siegelte Wellplatte für 30 Minuten auf einem 3D-Schüttler inkubiert. Es folgten das Entfernen 

der Anti-Hase IgG HRP-Lösung und ein weiterer Waschvorgang (je Well viermal 400µl 

Waschpuffer). 100µl stabilisiertes Chromogen wurde in jedes Well pipettiert und für 30 Minu-

ten in Dunkelheit inkubiert. Nachfolgend wurden 100µl Stopplösung pro Well hinzugefügt. 
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3.2.3 Bestimmung der Aβ-Konzentration  

Die Wellplatte wurde bei 450nm optischer Wellenlänge per Sunrise™ (Tecan Group, Maenne-

dorf, Swiss) ausgelesen, Standardkurve und einzelne Probenkonzentrationen wurden per Ma-

gellan (Tecan Group, Maennedorf, Swiss) erstellt und ausgewertet. 

 

 

3.3 Methoxy-X04-Färbung 

 

3.3.1 Vorbereitung 

Von den am Kryomikrotom (s.o.) erstellten Hirnschnitten auf Objektträgern (Thermo Scientific 

Menzel-Gläser Superfrost Ultra Plus) in den Dicken 10µm und 50µm wurden sieben Objekt-

träger zum Färben ausgewählt (Auswahlschema nach Nummerierung der Objektträger: 7; 9; 

13; 15; 21; 25) (Abbildung 4). Mit dem Ziel eine vergleichbare Auswahl an Objektträgern für 

alle Gehirne auszuwählen und den jeweils besten Schnitt zu färben, wurde aufgrund von Arte-

fakten und Rissen teilweise von diesem festen Auswahlschema abgewichen. 
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Abbildung 4: Auswahl der Objektträger (farblich hervorgehoben) für Fluoreszenzfärbung. Re-

gion von Interesse (ROI, engl. region of interest), rot. Restlicher Gewebeschnitt, gelb; in An-

lehnung an Figure 43 in Paxinos & Franklin „The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates“; 

(Paxinos 2004). 

 

Für die späteren Waschvorgänge und die Methoxy-X04-Fertiglösung wurde zuerst eine einfach 

konzentrierte PBS-Lösung hergestellt. Dafür wurden 95,5g des PBS-Pulvers (Tabelle 3) in 1L 

Reinstwasser (Merck, Milli-Q® Direct Wasseraufbereitungssystem) gelöst. 100ml dieser Lö-

sung wurden anschließend mit 900ml Reinstwasser verdünnt. Zur Herstellung der Methoxy-

X04-Fertiglösung wurden 10mg Methoxy-X04-Pulver in 100µl Dimethylsulfoxid (DMSO) ge-

löst, daraufhin mit jeweils 450µl 1xPBS-Lösung und 1,2-Propandiol sowie 50µl 1N Natrium-

hydroxid-Lösung aufgefüllt, bis die Lösung klar wurde. Anschließend wurden 800µl dieser Lö-

sung mit 200ml einer 1:1-Ethanol-PBS-Lösung auf eine Konzentration von ca. 0,04mg/ml ver-

dünnt und gemischt (Tabelle 4). Nach einer Filtrierung wurde die Lösung unter Schutz vor 

Licht bei vier Grad gelagert. 
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Tabelle 3: Phosphatgepufferter-Salzlösung 

Substanz Produkt 

PBS-Puffer (10xDulbecco´s) Pulver AppliChem, #A0965 

- Di-Natriumhydrogenphosphat; wasserfrei 11,50g/L  
 

- Kaliumchlorid 2,00g/L 

- Kaliumdihydrogenphosphat 2,00g/L 

- Natriumchlorid 80,00g/L 

 

Tabelle 4: Methoxy-X04-Fertiglösung 

Substanz Produkt 

Methoxy-X04-Pulver Tocris Bioscience, #4920 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, #276855 

1,2-Propandiol Krankenhausapotheke MRI 

1N Natriumhydroxid-Lösung Sigma-Aldrich, #59223C 

Ethanol Merck, #100983 

 

3.3.2 Plaquefärbung 

Zur Fixierung der Gewebeschnitte wurden diese 20 Minuten in auf -20°C gekühltem Aceton 

(Merck, #100014) inkubiert und anschließend bei Raumtemperatur getrocknet. Daraufhin wur-

den die Schnitte mit 1:1-Ethanol-PBS-Lösung (s.o.) zweimal für je zehn Minuten gewaschen. 

Aufgrund der Fotolabilität der Methoxy-X04-Lösung fanden alle weiteren Schritte unter Licht-

schutz der Schnitte statt. Zur Färbung der Gewebeschnitte wurden diese 30 Minuten in der Me-

thoxy-X04-Fertiglösung inkubiert. Anschließend wurden diese dreimal für jeweils zehn Minu-

ten mit 1:1-Ethanol-PBS-Lösung und danach zweimal für jeweils zehn Minuten mit Reinstwas-

ser gewaschen. Unter Lichtausschluss und bei Raumtemperatur wurden die Schnitte getrocknet. 

Daraufhin wurden diese mit Flourescence Mounting Medium (DAKO, #S302380-2) eingedeckt 

und mit einem Deckglas (Menzel) bedeckt und bei vier Grad gelagert. Die floureszenzmikro-

skopischen Untersuchungen wurden nachfolgend innerhalb von zwei Wochen durchgeführt. 

 

3.3.3 Floureszenzmikroskopische Untersuchung 

Für die floureszenzmikroskopische Untersuchung wurden die Objektträger (Menzel) in das 

Mikroskop (Tabelle 5) eingespannt und unter zehnfacher Vergrößerung angesehen. Zum Ak-

quirieren der Rohdaten wurden im Programm „Zen 2012 Blue“ (Tabelle 6) Fluoreszenzbilder 

mit folgenden Einstellungen erstellt: Acquisition Parameter: Enable ApoTome, Phase Images 
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5; Live Mode: Grid Visible; Channels: DAPI (Camera MRm, Time 90ms, Shift 90%); Focus 

Strategy: Z-Stack Acquisition “Fixed Z”; Z-Stack: Center (Range: 50.000 μm, Slices: 6, Inter-

vall:8300, Keep: Interval), Tiles (X: 8; Y: 3). Dabei wurden die Regionen des Hippocampus 

und des Isokortex als „Region of Interest“ im Programm festgelegt. 

 

Tabelle 5: Genutzte Geräte 

Gerät Produkt 

ApoTome.2 (Fluoreszenz-Imaging-System)  Carl Zeiss Microscopy  

Axio Imager (M)2 Mikroskop  Carl Zeiss Microscopy  

Axiocam MRm/MRc (digitale  

Mikroskopkameras)  

Carl Zeiss Microscopy  

Beleuchtungseinrichtung HXP 120 C Carl Zeiss Microscopy  

 

Tabelle 6: Genutzte Programme 

Programm Produkt 

Fiji (ImageJ 1.51h) Rasband, W., National Institutes of Health, 

USA  

GIMP 2.8.18 GNU Image Manipulation  Kimball S., Mattis P. et al.  

Zen 2012 Black Carl Zeiss Microscopy 

Zen 2012 Blue Carl Zeiss Microscopy 

 

3.3.4 Bearbeitung und Auswertung der Rohdaten 

Zur Bearbeitung wurden die Bilder normalisiert, gefiltert und von Artefakten gereinigt (Pro-

grammfunktionen: Normalization, Local Bleaching, Phase Correction, Fourier Filter-Medium, 

Stitching). Anschließend wurden diese in das Programm „Zen 2012 Black“ (Tabelle 6) über-

tragen und hier die einzelnen Slices aufeinander projiziert (Programmfunktion „Maximum In-

tensity Projection“). Mittels des Programms „Zen 2012 Blue“ wurden Helligkeit, Kontrast und 

Gamma angepasst. Mit dem Programm „GIMP“ (Tabelle 6) wurden etwaige Artefakte der Ge-

webeschnitte per Ausschneiden-Funktion aus den Bildern entfernt.  

Die Bestimmung und Beurteilung der Last an Amyloid-β-Plaques in den Gewebeschnitten er-

folgte mithilfe des Programmes „Fiji“ (Tabelle 6) nach folgenden Kriterien: Anzahl der Plaques 

im Hippocampus und Isokortex (n), Größe der Amyloid-β-Plaques (px), prozentualer Anteil 

der Plaques an Gesamt-, Hippocampus- & Isokortexfläche (px/px = %). Dabei wurden folgende 

„Allgemeinen Einstellungen“ genutzt: Area; Min & max gray value; Shape descriptors; Area 

fraction; Mean gray value; Centroid; Perimeter; Dispaly label. Zur Skalierung wurden folgende 
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Parameter gewählt: Distance in pixel = 0; Known distance = 0; Pixel aspect ratio = 1,0; Unit of 

length: pixel; Global. Die separate Abgrenzung und Erfassung der Areale des Hippocampus 

und Isokortex erfolgte mithilfe des Allen Reference Atlas per Abbildung eines Referenz-Maus-

hirns in sagittaler Ebene (Science 2019), wobei die Festlegung der ROI mithilfe des im Pro-

gramm „Fiji“ enthaltenen Polygonale Selection Tool durchgeführt wurde. Für die Analyse wur-

den folgende Analyse Parameter genutzt: Size (0-Infinity); Circularity (0,00-1,00); Show 

(Overlay Masks); Display results; Summarize. 

 

 

3.4 Western-Blot 

 

3.4.1 Proteinaufbereitung und Konzentrationsbestimmung 

Die Proteinaufbereitung fand unter kontinuierlicher Kühlung von Proben und Puffer per Was-

sereisbad statt. Es wurden jeweils zwei bis drei Frontalschnitte in Grinding Tubes (Sample 

Grinding Kit, GE Healthcare, Munich, Germany) umgefüllt und mit 300µl der Extraktionslö-

sung (Tabelle 7) gemischt. Dabei wurden Hirnschnitte des sensorischen Kortex oder des Hip-

pocampus verwendet. Die Mischung wurde für zwei bis drei Minuten per Pestles (Sample Grin-

ding Kit) homogenisiert. Nachfolgend wurden die Grinding Tubes bei 13.000 Umdrehungen 

und vier Grad für 30 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde in Mikroreaktionsgefäße (Ep-

pendorf AG, Hamburg) umgefüllt und die Proteinlösungen bei -80°C gelagert. 

Die Konzentrationsbestimmung der einzelnen Proteinlösungen wurde per Bradford-Test wie 

unter 3.2.1 beschrieben durchgeführt (Bradford 1976, Kruger 1994). Die einzelnen Proteinlö-

sungen wurden daraufhin mit Sample-Buffer (auch „Laemmli-Puffer“) (Tabelle 8) auf eine ein-

heitliche Gesamtproteinkonzentration eingestellt (Laemmli 1970). 

 

Tabelle 7: Extraktionslösung 

Substanz Produkt Volumen/Menge für 1ml 

Ripa Buffer Sigma-Aldrich, #R0278-

500ML 

970µl 

50x Complete Roche, #11697498001 20µl 

100x PMSF Sigma-Aldrich, #P7626 10µl 

Pepstatin (1mg/ml) Sigma-Aldrich, #P5318 1µl 
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Tabelle 8: Sample-Puffer/Laemmli-Puffer 

Substanz Produkt Volumen/Menge für  

4x Konzentration 

LDS Sample Buffer Novex, NuPAGE, #NP0007 1ml 

Sample Reducing Agent Invitrogen, NuPAGE, 

#NP0009 

0,4ml 

 

3.4.2 Gelelektrophorese und Proteintransfer 

Die auf eine Gesamtproteinkonzentration standardisierten Proben wurden für fünf Minuten bei 

95°C denaturiert. Anschließend wurden je Probe 40µg Gesamtproteinkonzentration (20µl bei 

2µg/µl; 53µl bei 0,75µg/µl) auf jeweils eine Bahn von TGX Stain-Free™ FastCast™ Ac-

rylamide Kit Gele (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany) (Tabelle 12) aufgetragen. 

Zur Proteinidentifikation wurde eine „Ladder“-Lösung mit Proteinen einer spezifischen Länge 

ebenfalls aufgetragen. Daraufhin wurden die Proteine in der anschließenden Gelelektrophorese 

(100 Volt für 20 Minuten, danach 200 Volt für 35 Minuten) aufgetrennt. Die Elektrophorese-

kammer wurde vor diesem Schritt mit Elektrophorese-Puffer (Tabelle 9) gefüllt. Im letzten 

Schritt wurde von den aufgetrennten Proteinen in den Gelen per Bio-Rad Molecular Imager® 

ChemiDocTM XRS+ (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany) eine digitale Fotografie 

angefertigt. 

Zur Vorbereitung auf den Proteintransfer wurden die Polyvinylidenfluorid-Membranen 

(PVDF-Membranen) (Amersham Hybond Low Fluorescence 0.2µm PVDF-Membrane; 

THGeyer, GmbH, Munich, Germany) zuerst ca. fünf Sekunden in Methanol (Merck Millipore, 

#1060071000), anschließend für fünf Sekunden in Reinstwasser (Merck, Milli-Q® Direct Was-

seraufbereitungssystem) und zuletzt in Blotting-Puffer eingelegt. Der Proteintransfer der Pro-

teine von den Gelen auf die Membranen wurde bei 80 Volt für eine Stunde durchgeführt, wobei 

die Transferkammer mit Blotting-Puffer (Tabelle 10) gefüllt war (sog. „wet blotting“ (Gavini 

und Parameshwaran 2019)). Von den Membranen wurde nach dem Proteintransfer per Bio-Rad 

Molecular Imager® ChemiDocTM XRS+ ebenfalls eine digitale Fotografie angefertigt. 
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Tabelle 9: Elektrophorese-Puffer 

Substanz Produkt Volumen/Menge 

(ad 1l dH2O) 

Tris Roche, #10708976001 3g 

Glycin Sigma-Aldrich, #G8898-1KG 14,4g 

Sodium Dodecyl Sulfate 

(SDS) 

Serva, #20765 1g 

 

Tabelle 10: Blotting-Puffer 

Substanz Produkt Volumen/Menge  

(ad 1l dH2O) 

Tris Roche, #10708976001 30g 

Glycin Sigma-Aldrich, #G8898-1KG 69g 

 

3.4.3 Proteinmarkierung und Konzentrationsbestimmung des gesuchten 

Proteins 

Die PVDF-Membran wurde per Roti®-Block (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Ger-

many) mit einer Verdünnung von 1:10 für eine Stunde geblockt und dreimal für fünf Minuten 

in Tris-gepufferter Kochsalzlösung mit Tween 20 (TBS/T) (Tabelle 11) gewaschen. Die Memb-

ran wurde anschließend über Nacht in einer Verdünnung des primären Antikörpers (Tabelle 12) 

inkubiert, danach erneut dreimal für fünf Minuten in TBS/T gewaschen und für eine Stunde in 

einer Verdünnung des sekundären Antikörpers (Tabelle 12) inkubiert. Nach einem dritten 

Waschschritt (dreimal für fünf Minuten in TBS/T) wurde die Membran für eine Minute in 1,5ml 

Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany) inkubiert. 

Die markierten Proteine wurden per Bio-Rad Molecular Imager® ChemiDocTM XRS+ detek-

tiert und für die Analyse wurde „ImageLab” (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, Germany) 

genutzt. 
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Tabelle 11: Tris-gepufferter Kochsalzlösung mit Tween 20 

Substanz Produkt Volumen/Menge (ad 1l 

dH2O) bei pH 7,7 

Tris Roche, #10708976001 3g 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, #S7653-5KG 11,1g 

Tween 20 Sigma-Aldrich, #P9416 1ml 

 

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien je untersuchtem Protein 

 Kaspase-3 mGluR5 NR2B TNF-α 

Trennstufe der 

Gele 

10% 7,5% 7,5% 10% 

Ladder Cell Signaling 

#12949 

Color-Coded 

Prestained Pro-

tein Marker 

Cell Signaling 

#12949 

Cell Signaling 

#12949 

Invitrogen 

Magic Mark XP  

LC5602 

Cell Signaling 

#12949 

Block-Lösung Roti-Block 1:10 

1. Antikörper Cell Signaling 

Caspase3 AB 

CS #9662S 

Abcam Anti-

mGluR5 AB 

ab53090 

Cell Signaling 

NMDAR2B AB 

CS #4207 

Pro Sience XP-

5284 1µg/ml 

Verdünnung 1:1.000 

2. Antikörper Anti-rabbit IgG 

HRP-linked AB; 

Meerrettichperoxidase (HRP) 

Verdünnung 1:10.000 

 

 

3.5 Statistische Auswertung 

Die Analyse der Kognitions- & Verhaltensparameter erfolgte mit Hilfe allgemeiner linearer 

Modelle in hierarchischer Reihenfolge. Dabei wurden die abhängigen Variablen mit den Zwi-

schengruppen-Faktoren Geschlecht (weiblich und männlich), Genotyp (Tg2576 und Wildtyp), 

Alter bei Beginn der kognitiven Testung (6, 8, 10, 12, 14, 16 Monate), Zeit und deren Interak-

tionen analysiert. Die Ergebnisse der Testungen im mHBT an den acht aufeinanderfolgenden 

Testtagen wurden in das Modell einbezogen und die Effekte der zeitlichen Veränderung auf-

grund des konstant fallenden Zeitbedarfs bei Lernkurven in einem linearen Modell untersucht. 
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Weiterführende Tests wurden durchgeführt, falls die Interaktion zwischen den Faktoren Ge-

schlecht und Alter oder Genotyp und Alter signifikant waren. 

Die statistischen Analysen der laborchemischen Ergebnisse wurden nach logarithmischer 

Transformation durchgeführt, da die Proteinmenge an Amyloid-β, der Prozentsatz an von Amy-

loidablagerungen belegter Hirnfläche und die Proteinkonzentrationen von TNF-α, Kaspase-3 

und NR2B nicht normalverteilt war. Anschließend wurden zwischen diesen Parametern, den 

Gedächtnis- („Wrong choices gesamt“, „Repeated choices“), Verhaltensparametern und dem 

Alter der Tiere bei Beginn der Testung lineare Regressionsanalysen durchgeführt.  

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mithilfe von SPSS Statistics® 

(Version 24.0; IBM; New York; United States). Dabei wurde das Signifikanzniveau auf 5%  

(α = 0,05) festgelegt. 
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Verhalten 

Die Versuchsergebnisse des mHBT wurden direkt der Dissertation von Dr. Diana Fendl „Phä-

notypische Charakterisierung eines transgenen Mausmodells der Alzheimer-Krankheit unter 

Bezug auf Alter und Geschlecht“ entnommen (Fendl 2013, Schmid et al. 2019). Die Auswer-

tung erfolgte mit dem Fokus auf Differenzen zwischen transgenen Tieren und Wildtyptieren 

und Geschlechtsunterschieden. 

Ab einem Alter von acht Monaten war im Vergleich der Tg2576-Carrier zu den Wildtyptieren 

das deklarative Gedächtnis („Wrong choices gesamt“ (WC) und das Arbeitsgedächtnis 

(„Repeated choices“ (RC)) der Carrier beeinträchtigt (Abbildung 5: A + B; p-Werte in Tabelle 

13). Im Vergleich der gesamten kognitiven Leistungen („time complete“) zeigte sich kein sig-

nifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (Abbildung 5: C). 

Neben den Genotypen wurden auch die geschlechtsspezifischen Unterschiede bei Tg2576-Car-

riern untersucht. Ab zwölf Monaten war das deklarative Gedächtnis („Wrong choices gesamt“) 

weiblicher Tiere signifikant schlechter als das der männlichen Tiere (Abbildung 5 A; p-Werte 

in Tabelle 14). Das Arbeitsgedächtnis („Repeated choices“) und die gesamte kognitive Leistung 

(„time complete“) wiesen keine geschlechtsspezifischen Unterschiede auf. 

 

Tabelle 13: Statistische Analyse der kognitiven und Verhaltensparameter der Tg2576-Carrier 

im Vergleich zu den Wildtyptieren im entsprechenden Alter; nach (Schmid et al. 2019). 

Parameter 6 Monate 8 Monate 10 Monate 12 Monate 14 Monate 16 Monate 

WC  

gesamt 

p = 0,731 p = 0,015 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

RC p = 0,840 p = 0,005 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 

 

Tabelle 14: Statistische Analyse der kognitiven und Verhaltensparameter der weiblichen 

Tg2576-Carrier im Vergleich zu männlichen Carriern im entsprechenden Alter; nach (Schmid 

et al. 2019). 

Parameter 6 Monate 8 Monate 10 Monate 12 Monate 14 Monate 16 Monate 

WC  

gesamt 

p = 0,401 p = 0,962 p = 0,209 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 
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Abbildung 5: Neurokognitive Funktionen im modifizierten Hole-Board-Test von Wildtyptieren 

und Tg2576-Carriern über die acht Testtage: Durschnitt der Testtage (A) „Wrong choices ge-

samt“ (deklarative Gedächtnis), (B) „Repeated choices“ (Arbeitsgedächtnis), (C) „Time com-

plete“ (gesamte kognitive Leistung); Boxplot: horizontale Linie, Median; Box: 25. und 75. 

Perzentile; Punkte: Ausreißer; 6 Mäuse pro Alter, Geschlecht und Genotyp (gesamt 144);  

§ p < 0,05 Tg2576 vs. Wildtyp, * p < 0,05 weiblich vs. männlich; nach (Schmid et al. 2019). 
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4.2 Aβ 

Bei transgenen Tg2576 Mäusen war ein höheres Alter mit einer höheren Proteinkonzentration 

an Amyloid-β1-42 im motorischen präfrontalen Kortex (MPFC, engl. medial prefrontal cortex) 

assoziiert (p = 0,001) (Abbildung 6). Ebenso war ein höheres Alter mit einer größeren Menge 

an Amyloidplaques im Hippocampus und Kortex assoziiert (p < 0,001) (Abbildung 7). Das 

Geschlecht hatte keinen signifikanten Einfluss auf diese Zusammenhänge. 

 

 

Abbildung 6: Regression zwischen der Konzentration an freiem Amyloid-β1-42 im MPFC und 

Alter der Tg2576-Carrier. Ein steigendes Alter war verbunden mit einer höheren Konzentration 

an Amyloid-β (p = 0,001); jeweils acht weibliche und männliche Tiere im Alter von 6 bis 16 

Monaten; nach (Schmid et al. 2019). 
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Abbildung 7: Regression zwischen Menge an Amyloidplaques im Hippocampus und Kortex 

und Alter der Tg2576-Carrier. Ein steigendes Alter war verbunden mit einer steigenden Menge 

an Amyloidplaques (p = 0,001); 10 weibliche und 9 männliche Tiere im Alter von 8 bis 16 

Monaten; nach (Schmid et al. 2019). 

 

Als signifikant erwiesen sich jedoch die Zusammenhänge zwischen Proteinkonzentration an 

Amyloid-β oder Menge an Amyloidplaques, Fehlern im mHBT („Wrong choices gesamt“) und 

dem Geschlecht der Tiere. Eine höhere Proteinkonzentration an Amyloid-β im MPFC war as-

soziiert mit mehr Fehlern im mHBT (p < 0,001), wobei weibliche Carrier insgesamt mehr Feh-

ler machten (p < 0,001). Darüber hinaus beeinflusste das weibliche Geschlecht positiv den Ef-

fekt der Amyloid-β-Konzentration auf die Fehlergesamtzahl, so dass bei gleicher Amyloid-β-

Konzentration weibliche Carrier mehr Fehler machten (p < 0,001) (Abbildung 8).  
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Abbildung 8: Regression zwischen der gesamten Fehlerzahl („Wrong choices gesamt“) über 

acht Testtage und der Proteinkonzentration an Amyloid-β1-42 im MPFC. Eine erhöhte Amyloid-

β-Proteinkonzentration war mit einer erhöhten Gesamtfehlerzahl assoziiert (p < 0,001), wobei 

weibliche Tiere insgesamt mehr Fehler machten (p < 0,001). Darüber hinaus erhöhte das weib-

liche Geschlecht signifikant den Effekt der Amyloid-β-Gesamtkonzentration auf die gesamte 

Fehlerzahl (p < 0,001); 9 weibliche und 7 männliche Tg2576-Carrier und 6 weibliche und 11 

männliche Wildtyptiere im Alter von 6 bis 16 Monaten; nach (Schmid et al. 2019). 

 

Diese Zusammenhänge zeigten sich ebenfalls bei der Menge an Amyloidplaques. Eine größere 

Menge an Amyloidplaques war assoziiert mit mehr Fehlern (p < 0,001). Ebenso wurden bei 

weiblichen Carriern insgesamt mehr Fehler gemessen (p < 0,001). Auch beeinflusste das weib-

liche Geschlecht positiv den Effekt der Amyloidplaques auf die Fehlergesamtzahl, so dass 

ebenfalls bei gleicher Menge an Amyloidplaques weibliche Carrier mehr Fehler im Test mach-

ten (p < 0,001) (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Regression zwischen der gesamten Fehlerzahl („Wrong choices gesamt“) über 

acht Testtage und der Menge an unlöslichen Amyloidplaques. Eine größere Menge an Amy-

loidplaques war mit einer erhöhten Gesamtfehlerzahl assoziiert (p < 0,001), wobei weibliche 

Tiere insgesamt mehr Fehler machten (p < 0,001). Darüber hinaus erhöhte das weibliche Ge-

schlecht signifikant den Effekt der unlöslichen Amyloidplaques auf die gesamte Fehlerzahl  

(p < 0,001); jeweils 10 weibliche und männliche Tg2576-Carrier und 9 weibliche und 10 männ-

liche Wildtyptiere im Alter von 6 bis 16 Monaten; nach (Schmid et al. 2019). 

 

 

4.3 NR2B 

Für die NR2B-Untereinheit des NMDA-Rezeptors konnten die Ergebnisse nicht zeigen, dass 

mit einem höheren Alter die Proteinkonzentration im sensorischen Kortex der Tiere steigt  

(p = 0,603) (Abbildung 10). Der Genotyp und das Geschlecht der Tiere korrelierten ebenfalls 

nicht signifikant mit der Proteingesamtkonzentration.  
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Abbildung 10: Abbildung von Alter und NR2B-Proteinkonzentration im sensorischen Kortex. 

Es zeigte sich keine Regression zwischen den Faktoren (p = 0,603); 11 weibliche und 10 männ-

liche Tg2576-Carrier und 11 weibliche und 9 männliche Wildtyptiere im Alter von 6 bis 16 

Monaten; nach (Schmid et al. 2019). 

 

Im Bereich des sensorischen Kortex war eine höhere Proteinkonzentration an NR2B mit mehr 

Fehlern im mHBT verbunden (p = 0,021). Des Weiteren ergab sich eine signifikante ge-

schlechtsspezifische Regression zwischen Konzentration an NR2B und Gesamtfehlerzahl im 

mHBT (p = 0,017), wobei in weiblichen Carriern eine höhere Konzentration an NR2B mit mehr 

Fehlern vergesellschaftet waren als bei männlichen Carriern (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Regression zwischen der gesamten Fehlerzahl („Wrong choices gesamt“) über 

acht Testtage und der Proteinkonzentration an NR2B im sensorischen Kortex. Eine erhöhte 

NR2B-Konzentration war verbunden mit einer erhöhten Gesamtfehlerzahl (p = 0,021). Darüber 

hinaus erhöhte das weibliche Geschlecht signifikant den Effekt der NR2B-Gesamtkonzentra-

tion auf die gesamte Fehlerzahl (p = 0,017); jeweils 10 weibliche und männliche Tg2576-Car-

rier und 11 weibliche und 10 männliche Wildtyptiere im Alter von 6 bis 16 Monaten; nach 

(Schmid et al. 2019). 

 

Im Hippocampus konnten keine signifikanten Zusammenhänge zwischen NR2B-Proteinkon-

zentration und dem Genotyp, einem zunehmenden Alter, dem Geschlecht oder der Anzahl an 

„Wrong choices“ festgestellt werden. Auch ergab sich keine signifikante geschlechtsspezifi-

sche Regression zwischen Konzentration an NR2B und Gesamtfehlerzahl im mHBT  

(p = 0,326). 

Als statistisch signifikant erwies sich jedoch die geschlechtsspezifische Korrelation zwischen 

der Gesamtzeit der Putzphasen (sog. „Grooming“) und der Proteinkonzentration von NR2B im 

Hippocampus der Tiere. Dabei war eine erhöhte Proteinkonzentration in weiblichen Tg2576-

Carriern mit einer längeren Putzphase verbunden als bei männlichen Tieren (p = 0,02). Der 

prozentuale Anteil an Putzphasen gilt im mHBT als Ausdruck der Erregung des Tieres (Ohl et 

al. 2001, Gordan et al. 2012). 
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4.4 Kaspase-3, TNF-α, mGluR5 

Mittels Regressionsanalysen konnte eine Korrelation zwischen dem Protein Kaspase-3 und dem 

Genotyp der Tiere im sensorischen Kortex nachgewiesen werden (p = 0,04), wobei Tg2576-

Carrier eine höhere Konzentration an Protein aufwiesen als Wildtypen. 

In weiteren statistischen Analysen zeigten sich keine signifikanten Zusammenhänge in den ein-

zelnen Hirnarealen (sensorischer Kortex oder Hippocampus) zwischen den Proteinen und dem 

Genotyp, einem zunehmendem Alter, dem Geschlecht, der Anzahl an „Wrong choices“ insge-

samt oder einer Interaktion des Geschlechtes auf die Anzahl der „Wrong choices“ insgesamt 

(Signifikanzniveau jeweils p > 0,05). 

Als statistisch signifikant erwiesen sich jedoch lineare Regressionsanalysen der Verhaltenspa-

rameter und der Proteinkonzentrationen, wobei sich eine geschlechtsspezifische Korrelation 

zwischen TNF-α-Konzentration im Hippocampus und der Anzahl an gesamt besuchten Löchern 

mit Futterbelohnung (sog. „Correct Hole Visits“) ergab. Eine erhöhte Proteinkonzentration in 

weiblichen Tg2576-Carriern war mit einer höheren Gesamtzahl besuchter Löcher mit Futterbe-

lohnung verbunden als bei männlichen Tieren. Weibliche Tiere besuchten hingegen insgesamt 

weniger Löcher mit Futterbelohnung als männliche Tiere (p = 0,04). Die Anzahl an besuchten 

Löchern mit Futterbelohnung („Correct Hole Visits“) gilt als Maß für eine gerichtete Explora-

tionstätigkeit und somit als Teil des Erkundungsverhaltens.  
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5. Diskussion 

 

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Bei gleicher Gesamtkonzentration an Amyloid-β1-42 und gleicher Menge an Amyloidplaques 

zeigten weibliche Carrier größere kognitive Einschränkungen als männliche Carrier mit dem 

gleichen Grad an Alzheimer-Pathologie und reagierten somit sensitiver auf Amyloid-β als 

männliche Carrier. Des Weiteren war eine höhere Gesamtkonzentration an Amyloid-β und eine 

größere Menge an Amyloidplaques geschlechtsunabhängig assoziiert mit mehr Fehlern im 

mHBT. Im sensorischen Kortex war eine höhere Proteinkonzentration an NR2B mit mehr Feh-

lern im mHBT verbunden, wobei auch hier bei weiblichen Carriern eine höhere Konzentration 

mit mehr Fehlern verbunden war als bei männlichen Tieren. Darüber hinaus war eine erhöhte 

NR2B-Konzentration im Hippocampus weiblicher Carrier mit einer längeren Putzphase ver-

bunden. Im sensorischen Kortex zeigten Carrier eine höhere Gesamtkonzentration an  

Kaspase-3 als Wildtyptiere. 

 

 

5.2 Diskussion der Methoden 

 

5.2.1 Mausmodell Tg2576 

Ausschlaggebend für die Auswahl des Mausmodells Tg2576 war der Fokus auf der Untersu-

chung von Aβ-Pathologien im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung. In einem ersten Schritt er-

folgte die tiefgreifende geschlechtsbezogene Phänotypisierung dieses Mausmodells, die auch 

von anderen Autoren gefordert wurde (Games et al. 2006, Stewart et al. 2011, Fendl 2013, 

Webster et al. 2014, Schmid et al. 2019). Zum Zeitpunkt des Studienbeginns gab es nur einzelne 

Studien, die sich mit geschlechtsspezifischen Unterschieden befassten, wie etwa ein vermehrtes 

kognitives Defizit (King et al. 1999) oder eine erhöhte Aβ-Konzentration bei weiblichen Tieren 

(Callahan et al. 2001), jedoch erfolgte keine umfassende Phänotypisierung in Bezug auf Ge-

schlecht oder Alter. In anderen Untersuchungen konnten hingegen keine Unterschiede gefun-

den werden (Foley et al. 2015).  

Die Auswahl des Mausmodells Tg2576 erhöhte zwar die Relevanz für die Grundlagenfor-

schung der Alzheimer-Erkrankung, da es als eines der wichtigsten und weitverbreitetsten trans-

genen Mausmodelle gilt (Games et al. 2006), jedoch schränkte es auch die Übertragbarkeit auf 
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den Menschen ein, da es in diesem Modell nur zu einer Erhöhung der Aβ1-40- und Aβ1-42-Kon-

zentration sowie einer Plaque-Entstehung kommt (Hsiao et al. 1996, Kawarabayashi et al. 

2001). Eine Limitation besteht somit darin, nicht aktuellere Mausmodelle genutzt zu haben 

(Holcomb et al. 1999, Jankowsky et al. 2001, Flood et al. 2002, Oddo et al. 2003, Oakley et al. 

2006). So weist etwa das Mausmodell 3xTg-AD von Oddo auch NFTs auf, womit es der Pa-

thologie beim Menschen näherkommt als das Modell Tg2576 (Oddo et al. 2003).  

 

5.2.2 Modifizierter Hole-Board-Test 

Das Hauptaugenmerk bei der Auswahl des geeigneten Testparadigmas lag einerseits auf einer 

Vermeidung von Stress für die Tiere und andererseits auf einer Erfassung von Hippocampus-

Schädigungen (Fendl 2013, Schmid et al. 2019), womit der Morris-Water-Maze-Test als Gold-

standard und der modifizierten Hole-Board-Test zur Auswahl standen (Stewart et al. 2011, 

Tanila 2012). Bedeutende Vorteile des mHBT in Bezug auf das Versuchsmodell sind, dass die-

ser besser zur Physiologie und natürlichen Verhaltensweise der Maus passt und mit einem po-

sitiven Futteranreiz ohne Zwang arbeitet (Ohl und Keck 2003, Fendl 2013, Labots et al. 2015). 

Der mHBT bietet darüber hinaus die Möglichkeit einer sensitiven Erfassung typischer Defizite 

der Alzheimer-Erkrankung und der gleichzeitigen Messung mehrerer verschiedener Kogniti-

ons- und Verhaltensparameter und deren Wechselwirkungen (Ohl et al. 2001, Ohl und Keck 

2003, Gordan et al. 2012, Fendl 2013). Hierdurch resultiert eine geringere Anzahl an Versuchs-

tiere (Ohl et al. 2001). Ohl erläutert außerdem, dass mit dem mHBT sowohl das deklarative 

(abhängig vom Hippocampus) (Squire und Zola 1996) als auch das Arbeitsgedächtnis geprüft 

(abhängig vom präfrontalen Kortex) (Goldman-Rakic 1996) werden können (Ohl et al. 2003). 

Diesen Vorteilen des mHBT stehen die Nachteile des MWM gegenüber. So wurde dieser pri-

mär für Ratten entwickelt, welche im Gegensatz zu Mäusen „natürliche Schwimmer“ sind 

(Morris 1984). Überdies ist die Flucht aus dem Wasser eine negative Motivation und somit mit 

einem höheren Stressniveau der Tiere verbunden (Hodges 1996, Harrison et al. 2009, Kennard 

und Woodruff-Pak 2011), was zu einer Beeinflussung der Testergebnisse führen kann (Mabry 

et al. 1996, Lindner 1997, de Quervain et al. 2009). Die Auswertbarkeit des Tests wird weiter 

dadurch eingeschränkt, dass Mäuse im Vergleich zu Ratten ein anderes Suchverhalten nutzen 

(Tanila 2012). Ebenso kann die fehlende motorische Adaptation von Mäusen an das Schwim-

men im Vergleich zu Ratten die Testauswertung beeinflussen (Kennard und Woodruff-Pak 

2011).  

Auf Grundlage dieser Betrachtung stellte der mHBT den idealen Test zur phänotypischen Cha-

rakterisierung des Mausmodells Tg2576 dar.  
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5.2.3 ELISA 

Seit seiner Entwicklung ist der ELISA (engl. Enzyme-linked Immunosorbent Assay) eines der 

wichtigsten und meist genutzten Verfahren zur Proteinanalyse (Engvall und Perlmann 1971, 

Van Weemen und Schuurs 1971). Verschiedene Publikationen konnten mithilfe dieser Methode 

valide Ergebnisse bei der Untersuchung von Aβ-Konzentrationen erzielen (Hsiao et al. 1996, 

Callahan et al. 2001, Kawarabayashi et al. 2001, Westerman et al. 2002, Melnikova et al. 2016).  

Bei diesem Verfahren wird das gesuchte Protein durch zwei Antikörper markiert. Der erste 

Antikörper („coat-Antikörper“) ist dabei direkt an die Mikrotiterplatte gebunden. An diesen 

bindet das gesuchte Protein. Anschließend wird der Detektions-Antikörper zugegeben, der an 

einem anderen Epitop des Proteins bindet. An diesen Detektions-Antikörper bindet im nächsten 

Schritt ein weiterer mit einem Enzym markierter Antikörper („enzyme-linked-Antikörper“). 

Durch Zugabe eines passenden Substrates kommt es zu einer enzymatischen Farbreaktion 

(Shah und Maghsoudlou 2016). Durch die Verwendung von zwei Antikörpern gegen verschie-

dene Epitope des gesuchten Proteins können die Sensitivität und Spezifität dieser Methode ge-

steigert werden (Schmidt et al. 2012, Shah und Maghsoudlou 2016). 

In dieser Arbeit wurde zur Proteinanalyse ein kommerzieller Sandwich-ELISA von Invitro-

gen® genutzt. Diese Entscheidung wurde getroffen, um mögliche Fehler bei der Herstellung 

eigener Kits auszuschließen (Schmidt et al. 2012). Ebenso wurde dadurch vermieden, dass die 

verwendeten Antikörper im Sandwich-Verfahren an gleiche Epitope binden und interferieren, 

was zu Kreuzreaktionen und falschen Proteinkonzentrationen hätte führen können (Shah und 

Maghsoudlou 2016). Ausschlaggebend für die Entscheidung zur Durchführung des ELISAs 

war weiterhin eine höhere Sensitivität der Methode für Amyloid-β (< 10pg/ml). Aufgrund va-

lider Ergebnisse bei der Durchführung der Proteinaufbereitung in der eigenen Arbeitsgruppe, 

wurde diese nach einer Anleitung von Wako Pure Chemical Industries durchgeführt (Sesser 

2018). Für die spätere Proteinanalyse wurden die Konzentrationen der einzelnen Proben per 

Bradford-Test bestimmt und mit einem im ELISA-Kit enthaltenen Standardverdünnungspuffer 

auf eine einheitliche Proteingesamtkonzentration gebracht (Bradford 1976, Kruger 1994). Für 

eine weitere Steigerung der Genauigkeit wurde die Konzentration jeder Probe doppelt bestimmt 

und daraus ein Mittelwert gebildet. Um Kreuzreaktion oder falsch positive Markierungen durch 

Antikörper zu vermeiden, wurde zwischen jedem Schritt ein Waschvorgang mit Waschpuffer 

durchgeführt (Shah und Maghsoudlou 2016). 

Trotz der weiten Verbreitung des Sandwich-ELISAs für die Detektion von Amyloid-β, wurde 

von verschiedenen Autoren das Western-Blot-Verfahren bevorzugt (Lesne et al. 2006, Shankar 

et al. 2008), denn es bietet den Vorteil einer Auftrennung der einzelnen Proteine (Adlard et al. 



5. Diskussion 51 

 

 

2014). Andere Autoren bevorzugen modernere Multiplex-Assays zur Bestimmung der Amy-

loid-β-Konzentration, da diese eine effizientere Proteinmessung ermöglichen. Dies würde eine 

Unterscheidung zwischen den verschiedenen Gruppen an Amyloid-β leichter ermöglichen (Oh 

et al. 2010, Tighe et al. 2015).  

Hierin liegt auch eine bedeutende Limitation dieser Arbeit, da bei den weiblichen und männli-

chen Tieren die Konzentrationen von Aβ1-40, Aβ1-42 und Aβ-Oligomeren und deren Verhältnis 

zueinander nicht getrennt voneinander bestimmt wurden. Zusätzlich blieb eine Messung der 

APP-Expression aus. Ferner ist zu bemerken, dass die Aβ-Konzentration nur im MPFC be-

stimmt wurde und nicht korrespondierend zu der Bestimmung an Amyloidplaques im senso-

rischen Kortex und Hippocampus. Dies lag an der Aufteilung des Probenmateriales, wobei ein 

Hippocampus für Western-Blot-Analysen und der korrespondierende Hippocampus für die Me-

thoxy-X04-Färbung genutzt wurden.  

 

5.2.4 Methoxy-X04-Färbung 

Zur Markierung und Färbung der Amyloidplaques in den Gewebeschnitten der Maushirne 

wurde das von Klunk und Kollegen 2002 entwickelte Kongorot-Derivat Methoxy-X04  

(1,4-bis(4‘-hydroxystyryl)-2-methoxybenzene) genutzt (Klunk et al. 2002). Dieses wurde zum 

einen in verschiedenen Studien erfolgreich beim Mausmodell Tg2576 genutzt (Robbins et al. 

2006, Meyer-Luehmann et al. 2008, Burgold et al. 2011) und wurde zum anderen in der eigenen 

Arbeitsgruppe erfolgreich verwendet (Sesser 2018). Methoxy-X04 bindet als fluoreszierender 

Farbstoff mit einer hohen Spezifität und Affinität an Amyloidplaques, zerebrovaskuläres Amy-

loid und NFTs (Klunk et al. 2002, Bertoncini und Celej 2011). Durch sein geringes molekulares 

Gewicht, seine Lipophilie und seine neutralen Ladung ist es in der Lage die Blut-Hirn-Schranke 

zu überwinden (Bertoncini und Celej 2011) und kann somit in vivo und in vitro genutzt werden 

(Klunk et al. 2002, Meyer-Luehmann et al. 2008, Burgold et al. 2011, McCarter et al. 2013). 

Die Bindung an Amyloidplaques bleibt dabei für mindestens 90 Tage stabil (Condello et al. 

2011). 

Eine alternative Färbemethode stellt die Silberfärbung dar. Ein großer Nachteil dieser ist je-

doch, dass abhängig vom genutzten Protokoll die Ergebnisse sehr unterschiedlich sind und so-

mit die Spezifität der Methode stark variiert (Lamy et al. 1989, Mavrogiorgou et al. 2011). 

Überdies färben diese Methoden auch weitere Zellbestandteile an (Wisniewski et al. 1989, 

Cullen et al. 1996, Mavrogiorgou et al. 2011). Die einzelnen Protokolle sind außerdem tech-

nisch anspruchsvoll umzusetzen und somit anfällig für Artefakte (Lamy et al. 1989, Cullen et 
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al. 1996). Im direkten Vergleich von verschiedenen Protokollen zur Silberfärbungen und Fär-

bungen mit Thioflavin-S zeigte sich ein weiterer Nachteil der beiden Färbungen. Je nach Autor 

ergaben sich keine Unterschiede (Cullen et al. 1996) oder es waren teilweise die Silberfärbun-

gen (Vallet et al. 1992) und teilweise die Färbungen mit Thioflavin-S überlegen (Wisniewski 

et al. 1989). Dies zeigt wiederum, dass es je nach Anwender und Protokoll zu sehr unterschied-

lichen Ergebnissen kommen kann. Der direkte Vergleich von Thioflavin-S zu Methoxy-X04 

zeigt hingegen, dass Methoxy-X04 die gleiche Spezifität wie Thioflavin-S aufweist (Klunk et 

al. 2002). Ein bedeutender Nachteil von Thioflavin-S besteht in dem Auftreten einer störenden 

Autofluoreszenz von Zellbestandteilen (Cullen et al. 1996). Zusätzlich nimmt die Fluores-

zenzintensität von Thioflavin-S ab, was Problemen bei einer erneuten Analyse hervorruft 

(Wisniewski et al. 1989, Cullen et al. 1996). Eine weitere Methode zur Markierung von Plaques 

ist die Immunfärbung mithilfe von Antikörpern (Davies et al. 1988). Jedoch ist sie bei man-

gelnder Erfahrung technisch sehr anspruchsvoll (Wisniewski et al. 1989, Leong 2004, 

Alafuzoff et al. 2006), was sich unter anderem in der großen Abhängigkeit der Ergebnisse von 

der Probenvorbehandlung zeigt (Kraszpulski et al. 1998, Cummings et al. 2002). Des Weiteren 

sind ihre Sensitivität und Spezifität abhängig vom verwendeten Antikörper und somit von des-

sen Verfügbarkeit und Qualität (Wisniewski et al. 1989). Ferner kam es bei gefrorenem Unter-

suchungsmaterial zu einer hohen Färbung des Hintergrundes (Cullen et al. 1996). Durch diese 

Umstände ist sie teilweise den anderen Färbemethoden über- (Cummings et al. 2002) oder un-

terlegen (Cullen et al. 1996) beim Markieren der Plaques. Aufgrund dieser Überlegungen und 

den eigenen Erfahrungen mit Methoxy-X04 wurde diese Methode zur Plaquefärbung genutzt.  

Das Ziel der Analyse der Gewebeschnitte war ein optischer Schnitt der „Region of Interest“, 

wofür der Hippocampus und Isokortex ausgewählt wurden. Dabei erfolgte die Bestimmung der 

Amyloid-β-Plaquemenge in den Schnitten zum einen durch mosaikartige Aufnahmen von Ein-

zelbildern in der X-Y-Achse und zum anderen durch mehrere Fokusebenen in der Z-Achse. 

Durch das entstandene dreidimensionale Gesamtbild ließ sich die Belastung an Amyloid-β ge-

nauer bestimmen.  

 

5.2.5 Western-Blot 

Seit seiner Entwicklung ist das Western-Blot-Verfahren zu einer der wichtigsten und weitver-

breitetsten Technik zur Proteinanalyse geworden (Renart et al. 1979, Towbin et al. 1979, 

Burnette 1981). Die Entscheidung für das Western-Blot-Verfahren zur Immundetektion der un-

tersuchten Proteine (NR2B, Kaspase-3, TNF-α und mGluR5) fiel einerseits aufgrund einer 

langjährigen und routinierten Durchführung des Verfahrens in der eigenen Arbeitsgruppe und 
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andererseits aufgrund valider Ergebnisse anderer Publikationen (Renner et al. 2010, D'Amelio 

et al. 2011, Li et al. 2011). Ebenso biete es die Vorteile mehrere Proteine gleichzeitig auf einer 

Membran zu untersuchen, diese Membran wiederholt analysieren zu können (Kurien und 

Scofield 2006) und die einzelnen Proteine nach ihrem jeweiligen molekularem Gewicht aufzu-

trennen (Adlard et al. 2014). Ein Nachteil ist hingegen eine geringere Sensitivität der Methode 

im Vergleich zum ELISA abhängig davon, welche Antikörper verwendet wurden. Zugleich 

erfolgte aufgrund der Verwendung des Western-Blots keine Lokalisierung des NR2B-Rezep-

tors, was eine Limitation dieser Arbeit darstellt und nachfolgend diskutiert wird. Auch konnte 

durch die Verwendung des Western-Blots nur eine semiquantitative Analyse der Proteinmen-

gen mit Bezug zu einem Standard erfolgen, was ein deutlicher Nachteil im Vergleich zum 

ELISA darstellt, da hier durch einen Bradford-Test und eine Verdünnungsreihe mit Standard-

verdünnungspuffer eine quantitative Analyse möglich ist. 

Grundsätzlich beruht die Technik des Western-Blots auf „einer gleichen Konzentration der zu 

untersuchenden Proteinproben, der Auftrennung dieser nach molekularem Gewicht, einem 

elektrophoretischem Transfer auf eine passende Membran und die Markierung der gesuchten 

Proteine per Antikörper“ (Gavini und Parameshwaran 2019). Die gleiche Konzentration der 

Proben wurde in dieser Arbeit per Konzentrationsbestimmung durch einen Bradford-Test 

(Bradford 1976, Kruger 1994) und einer einheitlichen Konzentrationseinstellung per Laemmli-

Puffer erreicht (Laemmli 1970). Die Auftrennung der Proben nach molekularem Gewicht er-

folgte per Gelelektrophorese in Polyacrylamidgelen und einem anschließenden Transfer auf 

PVDF-Membranen per Nass-Blotting (engl. wet blotting) (Kurien und Scofield 2003, Gavini 

und Parameshwaran 2019). Auf diesen erfolgten anschließend die Proteinmarkierung mithilfe 

von primären und sekundären Antikörpern und die Immundetektion durch Chemolumineszenz. 

Für die elektrische Gelelektrophorese wurde die SDS-PAGE-Methode (engl. sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) nach Laemmli genutzt (Laemmli 1970). Für ein 

besseres Laufverhalten während der Gelelektrophorese wurde die Proteinstruktur per Wärme 

denaturiert und zum Aufheben der elektrischen Ladung Elektrophorese-Puffer hinzugegeben 

(Mahmood und Yang 2012, Bass et al. 2017). Durch die Verwendung des diskontinuierlichen 

Gelelektrophoreseverfahrens mit einem „Sammel-“ und einem „Trenngel“ konnte eine bessere 

Trennschärfe erreicht werden (Laemmli 1970). Der Proteintransfer vom Gel auf die PVDF-

Membran per Nass-Blotting führte durch die ununterbrochene Kühlung zu einer besseren Pro-

teinübertragung (Bass et al. 2017). Auch durch die Nutzung des Elektroblottings konnte die 

Proteinübertragung auf die Membran gesteigert werden (Kurien und Scofield 2003). Die 
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PVDF-Membran wurde aufgrund ihrer im Vergleich zur Nitrozellulosemembran höheren Pro-

teinbindungskapazität, besseren Transfereigenschaften und höheren Widerstandsfähigkeit ver-

wendet (Kurien und Scofield 2003, Gavini und Parameshwaran 2019). Für eine spezifischere 

Antikörperbindung und somit höherwertige Ergebnisse bei der Proteindetektion wurden die 

Proteinbindungsstellen der Membran per Roti®-Block gesättigt (Mahmood und Yang 2012). 

Zur Identifikation der gesuchten Proteine wurde eine Standardlösung (sog. „Ladder“) mit Pro-

teinen von vorher bekannten spezifischen Längen ebenfalls in der Gelelektrophorese aufge-

trennt (Mahmood und Yang 2012). 

 

 

5.3 Diskussion der Ergebnisse 

 

5.3.1 Aβ 

Die mit steigendem Tieralter gefundene steigende Konzentration von Amyloid-β1-42 und Menge 

an Amyloidplaques im Gehirn der Tiere deckt sich mit grundlegenden Ergebnissen bezüglich 

des Mausmodells (Hsiao et al. 1996, Kawarabayashi et al. 2001). Die Ergebnisse legen jedoch 

dar, dass das Geschlecht keinen Einfluss auf die Konzentration an Amyloid-β oder Menge an 

Plaques hat. Diese Ergebnisse widersprechen direkt denen von Callahan oder Lee, die beide 

eine erhöhte Aβ-Konzentration bei weiblichen Tg2576-Carriern finden konnten (Callahan et al. 

2001, Lee et al. 2002). Auch in verschiedenen anderen transgenen Mausmodellen, die APP 

überexpremieren, neigen weibliche Carrier dazu mehr Amyloid-β oder Plaques zu entwickeln 

(Wang et al. 2003, Hutter-Paier et al. 2004, Hirata-Fukae et al. 2008, Carroll et al. 2010, Perez 

et al. 2011, LaClair et al. 2013). Darüber hinaus zeigen Untersuchungen beim Menschen, dass 

Frauen generell mehr alzheimerassoziierte Pathologie (Barnes et al. 2005) und mehr Aβ-

Plaques (Corder et al. 2004, Liesinger et al. 2018) aufweisen. 

Die Kombination aus gefundenen Ergebnissen des mHBT und Analyse der Alzheimer-Patho-

logie zeigen, dass bei gleicher Gesamtkonzentration an Amyloid-β und Menge an Amy-

loidplaques weibliche Carrier größere kognitive Beeinträchtigungen erleiden als männliche 

Carrier mit dem gleichen Grad an Alzheimer-Pathologie. Weibliche Carrier reagieren somit bei 

gleicher Konzentration an Amyloid-β sensitiver auf dieses als männliche Carrier, was im Ein-

klang mit Beobachtungen anderer Studien steht (Granger et al. 2016, Melnikova et al. 2016). 

Es spiegelt zugleich auch Untersuchungsergebnisse beim Menschen wider, wonach Frauen sen-

sibler auf einen Anstieg an Alzheimer-Pathologie reagieren als Männer und sich dieser klinisch 

stärker auswirkt (Barnes et al. 2005). 
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Eine Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen, die diese höhere Sensitivität bewir-

ken, konnte in dieser Arbeit aufgrund der Vielzahl an Möglichkeiten nicht erfolgen. Ein mög-

licher Mechanismus könnte in hormonellen Differenzen der Geschlechter bestehen, die weibli-

che Tiere sensitiver für alzheimerassoziierte Pathologien macht (Carroll et al. 2010, Vest und 

Pike 2013, Li und Singh 2014). So konnten Untersuchungen eine östrogengesteuerte Überex-

pression von APP im Mausmodell aufzeigen (Sadleir et al. 2015).  

In diesem Zusammenhang stellt es eine Limitation dar, dass die Sexualhormonspiegel der Tiere 

in diesem Versuch nicht gemessen wurden. Infolgedessen erfolgte keine Analyse der Östrogen-

spiegel oder eine Synchronisation der Tiere in Bezug auf den Testablauf. Diese Entscheidung, 

auf eine tägliche Blutentnahme zu verzichten, erfolgte vor dem Hintergrund, den dabei entste-

henden Stress für die Tiere und einen daraus resultierenden Einfluss auf den mHBT zu mini-

mieren. 

 

5.3.2 NR2B 

Bei der Analyse der gesammelten Daten fiel eine signifikante Regression zwischen den Pro-

teinkonzentrationen der NR2B-Untereinheit und der Anzahl an Fehlern im mHBT auf. Dabei 

war eine höhere Proteinkonzentration mit mehr Fehlern und somit einer höheren kognitiven 

Einschränkung verbunden. Dies würde zur Funktion der Untereinheit als „Todes-Rezeptor“ 

passen, wobei extrasynaptische NMDA-Rezeptoren einen Zelluntergang bewirken und somit 

das molekularbiologische Korrelat der kognitiven Einschränkung wären (Hardingham et al. 

2002, Liu et al. 2007, Leveille et al. 2008, Zhang und Luo 2013). Die unveränderte Proteinkon-

zentration im Mausmodell zu verschiedenen Alterszeitpunkten spiegelt jedoch nicht die Situa-

tion bei Alzheimer-Patienten wider, bei denen es zu einer Abnahme der NR2B-Proteinkonzent-

ration und der mRNA-Synthese kommt (Sze et al. 2001, Hynd et al. 2004). 

Die Analyse der Verhaltensdaten und Proteinkonzentrationen zeigte ebenfalls eine signifikante 

geschlechtsspezifische Regression zwischen NR2B-Proteinkonzentration im sensorischen Kor-

tex und Gesamtfehlerzahl im mHBT. Weibliche Carrier machten bei einer höheren Proteinkon-

zentration mehr Fehler als männliche Carrier und zeigten hierdurch eine ausgeprägtere kogni-

tive Einschränkung. Aufgrund dieser Ergebnisse lässt sich eine höhere Sensitivität weiblicher 

Carrier für die alzheimerassoziierten pathologischen Mechanismen vermuten, an denen die 

NR2B-Untereinheit beteiligt ist. Beispielsweise könnten diese Ergebnisse eine stärkere von Aβ 

ausgelöste Inhibition der LTP (Li et al. 2011) oder ein größerer von hyperphosphorylierten Tau 

initiierter neuronaler Zelluntergang zugrunde liegen (Amadoro et al. 2006). Bisher jedoch 

scheinen diese geschlechtsspezifische Interaktion und die zugrundeliegenden Mechanismen 
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noch nicht näher untersucht worden zu sein und empfehlen sich dadurch als Ziel weiterführen-

der Studien. 

Die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen ergaben, dass ein statistischer Zusammen-

hang zwischen der NR2B-Proteinkonzentration im Hippocampus, der Gesamtzeit an Putzpha-

sen und dem Geschlecht besteht. Eine erhöhte Proteinkonzentration in weiblichen Tg2576-Car-

riern war verbunden mit einer längeren Putzphase als bei männlichen Tieren. Dies deutet auf 

einen höheren Grad an Erregung der Tiere hin, da mithilfe des Parameters der Gesamtzeit an 

Putzphasen („Grooming“) im mHBT die Erregung der Tiere gemessen wird (Ohl et al. 2001, 

Gordan et al. 2012). Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen dabei Studien, in denen selektive 

NR2B-Antagonisten zu einer Abnahme an Erregung und Impulsivität bei der Entscheidungs-

findung von Nagetieren führt (Higgins et al. 2016).  

Durch die Proteinkonzentrationsanalyse per Western-Blot-Verfahren, war es nicht möglich 

zwischen synaptischen und extrasynaptischen NR2B-Rezeptorenuntereinheiten zu unterschei-

den. So können synaptische neuroprotektiv wirken und extrasynaptische NMDA-Rezeptoren 

einen neuronalen Untergang bewirken oder an einer Inhibition der LTP beteiligt sein 

(Hardingham et al. 2002, Leveille et al. 2008, Li et al. 2011). Die NR2B-Untereinheit wird vor 

allem extrasynaptisch exprimiert, wo sie neurodegenerativ wirken und zu einer Beeinträchti-

gung der kognitiven Funktion führen kann (Liu et al. 2007, Zhang und Luo 2013).  

 

5.3.3 Kaspase-3, TNF-α, mGluR5 

Die Kaspase-3-Konzentration im sensorischen Kortex war bei Tg2576-Mäusen erhöht. Jedoch 

konnte die bisherige Studienlage nicht bestätigt werden, wonach im Hippocampus des Maus-

modells im Vergleich zu Wildtyptieren ebenfalls eine höhere Kaspase-3-Konzentration gemes-

sen werden konnte (Niu et al. 2010, D'Amelio et al. 2011). Somit konnte nur bestätigt werden, 

dass das Mausmodell generell eine höhere Proteinkonzentration im Gehirn aufweist (Niu et al. 

2010, D'Amelio et al. 2011). 

Durch vorangegangene Studien ist bekannt, dass es im Mausmodell Tg2576 zu einer Erhöhung 

der entzündungsfördernden Zytokine in der Umgebung von Aβ-Plaques kommt. TNF-α war 

dabei in Gliazellen um Aβ-Plaques lokalisiert (Benzing et al. 1999). Des Weiteren wurde eine 

Steigerung der mRNA-Konzentration für TNF-α gemessen (Sly et al. 2001). Diese Daten deu-

ten auf eine Aktivierung der Entzündungsreaktion durch Aβ-Plaques im Mausmodell hin 

(Akiyama et al. 2000). Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen stimmen hingegen 

nicht mit diesen Studien überein, so konnten keine signifikanten Zusammenhänge zwischen 
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TNF-α und dem Genotyp, Geschlecht oder Alter gefunden werden. Die gefundene geschlechts-

spezifische Korrelation zwischen TNF-α-Konzentration und der Anzahl an „Correct Hole Vi-

sits“ kann als Ausdruck einer höheren Resilienz weiblicher Tiere gegenüber erhöhten Zytokin-

Konzentrationen gesehen werden (Hudson et al. 2014). 

Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung des metabotropen Glutamatrezeptors 5 stim-

men mit der bisherigen Literatur in Verbindung mit dem Mausmodell Tg2576 überein. So konn-

ten bisherige Studien ebenfalls keine Interaktionen zwischen dem Genotyp und der Rezepto-

rexpression feststellen (Cha et al. 2001, Klingner et al. 2003). Inwieweit das Mausmodell in 

diesem Punkt von menschlichen Alzheimer-Patienten abweicht ist nicht zu ermitteln, da für die 

Proteinkonzentration von mGluR5 im Gehirn von Alzheimer-Patienten bisher Daten fehlen 

(Revett et al. 2013).  

 

 

5.4 Ausblick 

Die vorliegende Studie konnte geschlechtsspezifische Unterschiede wichtiger Alzheimer-Pa-

thologien im Mausmodell Tg2576 aufzeigen und unterstreicht dadurch die Wichtigkeit einer 

geschlechtsabhängigen Untersuchung der Tiere in Versuchen. 

Gerade die höhere Sensitivität der weiblichen Carrier auf Amyloid-β und Amyloidplaques sind 

wichtige Ergebnisse, da sie direkt die Situation beim Menschen widerspiegeln. Somit bietet 

sich die Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen als Ziel für weitere Studien an. 

Dabei wären eine separate Bestimmung der Konzentration von Aβ1-40 und Aβ1-42, deren Ver-

hältnis zueinander und die Bestimmung der APP-Konzentration wichtige Aspekte. Darüber hin-

aus bedarf es ebenfalls einer weiteren Evaluation der Rolle der NR2B-Untereinheit im Rahmen 

der Alzheimer-Erkrankung, da auch hier ein geschlechtsspezifischer Unterschied besteht und 

diese Interaktionen und deren zugrundeliegender Mechanismen noch nicht näher untersucht 

wurden. Trotz unserer Entscheidung gegen eine Zyklusbestimmung der weiblichen Tiere, wäre 

eine Durchführung der Verhaltenstests unter Bestimmung der Zyklusmarker und Sexualhor-

mone sicherlich interessant. 

Durch diese weiterführenden Untersuchungen wäre es möglich wichtige Einsichten in die Pa-

thologie der Alzheimer-Erkrankung zu gewinnen und für die Geschlechter jeweils spezialisierte 

Therapien zu entwickeln.  
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6. Zusammenfassung 

Die Alzheimer-Erkrankung ist weltweit die häufigste Demenzerkrankung und trotz intensiver 

Erforschung sind die zugrunde liegenden Pathomechanismen und Ursachen nicht abschließend 

geklärt. Dabei leiden an der Erkrankung deutlich mehr Frauen als Männer und zeigen gleich-

zeitig eine stärkere kognitive Beeinträchtigung.  

In einem ersten Schritt konnte im Rahmen der Phänotypisierung des Mausmodells Tg2576 eine 

schlechtere kognitive Performance der transgenen Tiere nachgewiesen werden. Außerdem 

zeigte sich bei den weiblichen transgenen Tieren verglichen mit den männlichen Tieren ein 

ausgeprägteres kognitives Defizit (Fendl 2013, Schmid et al. 2019). 

Ziel der vorliegenden Dissertation war es deshalb, durch eine weiterführende laborchemische 

Untersuchung der Tiere mögliche Ursachen für die geschlechtsspezifischen Unterschiede in 

den Verhaltens- und Kognitionstests zu ermitteln. Hierfür wurden Markerproteine für verschie-

dene Alzheimer-Pathologien ausgewählt und in den Gehirnen der phänotypisierten Mäuse be-

stimmt: Gesamtmenge an Amyloidplaques und Proteinkonzentrationen von Amyloid-β (Aβ), 

NR2B (Veränderung der Langzeitpotenzierung), TNF-α (Inflammation), mGluR5 (Verände-

rung Neurotransmission) und Kaspase-3 (oxidativer Stress). Es wurden jeweils zwei Gehirne 

pro Geschlecht und Genotyp im Alter von 6, 8, 10, 12, 14 und 16 Monaten untersucht (Summe: 

48 Gehirne). Proteinkonzentrationen und Plaquemenge wurden nach logarithmischer Transfor-

mation mittels linearer Regression analysiert und mit den Ergebnissen der Verhaltens- und Kog-

nitionsuntersuchungen korreliert. 

Als signifikant erwiesen sich die Korrelation zwischen dem kognitiven Defizit und der Höhe 

der Proteinkonzentration an Aβ1-42 bzw. der Menge an Amyloidplaques (p < 0,001; p < 0,001), 

wobei weibliche Carrier bei gleicher Konzentration oder Menge stärker kognitiv beeinträchtigt 

waren als männliche Carrier (p < 0,001; p < 0,001). Des Weiteren war im sensorischen Kortex 

eine höhere Gesamtkonzentration an NR2B ebenfalls mit einem größeren kognitiven Defizit 

verbunden (p = 0,021), wobei auch hier weibliche Carrier bei gleicher Konzentration stärker 

beeinträchtigt waren (p = 0,017). 

Die Ergebnisse des modifizierten Hole-Board-Tests und Analysen der Alzheimer-Pathologien 

deuten darauf hin, dass weibliche Carrier, als Ursache für die geschlechtsspezifischen Verhal-

tensunterschiede im Mausmodell, eine höhere Sensitivität bezüglich der schädigenden Ein-

flüsse von Aβ und NR2B aufweisen. Dies steht im Einklang mit Beobachtungen anderer Stu-

dien und spiegelt die Untersuchungsergebnisse beim Menschen wider.  



7. Abkürzungsverzeichnis 59 

 

 

7. Abkürzungsverzeichnis 

Aβ Amyloid-β 

AB Antikörper, engl. antibody 

ADDL Aβ-derived diffusible ligands 

AICD Amyloid precursor protein intracellular domain 

AK Alzheimer-Krankheit 

Amyloid-β-Peptide Aβ-Peptide 

Aph-1 Anterior Pharynx-defective 1 

ApoE Apolipoprotein E 

APP Amyloid-Precursor-Protein 

BACE beta-site APP cleaving enzyme 

BGB Bundesgesetzblatt 

CD36 Synonym: Thrombozytenglykoprotein 4 

CDK 5 zyklin-abhängige Kinase, engl. cyclin-dependent kinase 5 

dH20 Destilliertes Wasser 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure, engl. deoxyribonucleic acid 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure, engl. ethylene diamine tetraacetic acid 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

Engl. Englisch 

FAD Familiäre Alzheimer-Erkrankung, engl. familial Alzheimer's diseases 

FTDP-17 frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus des Chromosoms 17 

GSK-3 Glykogensynthase-Kinase 3, engl. glycogen synthase kinase-3 

HC Hippocampus 

HET Hormonersatztherapie 

HRP Meerrettichperoxidase, engl. horseradish  

IgG Immunglobulin G 

IL-1 / -6 Interleukin-1 / -6 

LTP long-term potentiation 

LTD long-term depression 

MAP mikrotubuli-assoziiertes Protein, engl. microtubule associated Protein 

mGluR5 metabotroper Glutamat-Rezeptor 5 

mHBT modifizierter Hole-Board-Test 

MAP Mikrotubuli-assoziiertes Protein, engl. microtubule associated Protein 

MPFC medialer präfrontaler Cortex, engl. medial prefrontal cortex 

mRNA Boten-Ribonukleinsäure, engl. messenger ribonucleic acid 

MWM Morris-Water-Maze-Test 

n. s. nicht signifikant 

NF-κB nukleärer Faktor kappa B 

NFT Neurofibrillenbündel 

NMDAR N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor 

NR2B N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptorsubtyp 2B 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese, engl. polyacrylamide gel 

  electrophoresis 
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PBS Phosphatgepufferte-Salzlösung, engl. phosphate buffered saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction 

Pen Präsenilin-Verstärker 

PP-2A Protein-Phosphatase-2A, engl. protein phosphatase 2 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

RAGE Rezeptoren für fortgeschrittene Glykosierungsprodukte,  

  engl. receptor for advanced glycation endproducts 

RC Repeated choices 

RNA Ribonukleinsäure, engl. ribonucleic acid 

RNS reaktive Stickstoffspezies 

ROI Region von Interesse, engl. Region of Interest 

ROS reaktive Sauerstoffspezies 

SC sensorischer Kortex 

SDS Sodiumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate 

TBS/T Tris-gepufferter Kochsalzlösung mit Tween20,  

  engl. Tris-buffered saline with Tween20 

TierSchG Tierschutsgesetz 

Tg2576 Mausmodell Tg(HuAPP695.K670N-M671L)2576 

TNF-α Tumornekrosefaktor-α 

TLR Toll-like-Rezeptoren 

WB Western-Blot 

WC Wrong choices 

WHIMS Women’s Health Initiative Memory Study 

WT Wildtyp 
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