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Abkürzungen 

 

AD  Alzheimer's Disease (Morbus Alzheimer) 

APP  Amyloid Precursor Protein 

Aqua bidest  Doppelt destilliertes Wasser 

Aβ  Amyloid-β 

BSA  bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 

c  Konzentration 

ca.  circa 

CHV  Correct Hole Visit 

CI  Konfidenzintervall 

cm  Zentimeter 

d.h.  das heißt 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

EKG  Elektrokardiographie 

ELISA  Enzyme linked immunosorbent assay 

engl.  Englisch 

g  Gramm 

GABA  γ-Amino-Buttersäure 

GLM  general linear model 

GR  Grooming 

HC  Hippocampus 

HRP  Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 

kDa  Kilodalton 

LC  Line Crossings 

LFBE  Latency First Board Entry 

LFHV  Latency First Hole Visit 

LTP  Long-Term-Potentiation 

MAC  minimale alveoläre Konzentration 

mbar  Millibar 

MCI  Mild cognitive impairment 

mg  Milligramm 

mGluR5  metabotroper Glutamatrezeptor 5 

mHBT  modifizierter Holeboard Test 

min  Minuten 

ml  Milliliter 

mm  Millimeter 

MPFC  motorischer präfrontaler Kortex 

MWM  Morris Water Maze 

NBE  Number of Board Entries 

nm  Nanometer 

NMDAR  N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor 

NR2B  N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor 2B 

OE  Omission Error 

PBS  Phosphate Buffered Saline 

POCD  Postoperative kognitive Dysfunktion (engl. 
postoperative cognitive dysfunction) 

POD  Postoperatives Delir 

PONV  postoperative nausea and vomiting 

PVC  Polyvinylchlorid 

px  Pixel 

RC  Repeated Choices 

ROI  Region of Interest 

RR  Rearing 

s  Sekunden 

SB  Sample Buffer 

SC  sensorischer Kortex 

SDS-PAGE  sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis 

SPF  spezifisch pathogenfrei 

TBS/T  Tris buffered saline with Tween 20 

TFI  Time Food Intake 

TIVA  total intravenöse Anästhesie 

TOB  Time On Board 

TT  Time Trial 

U/min  Umdrehungen pro Minute 

UHV  Unsuccessful Hole Visits 

UNIANOVA  univariate analysis of variance 

UV  Ultraviolett 

v.a.  vor allem 

Vol.-%  Volumenprozent 

w  Massenanteil 

WB  Western Blot 

WC  Wrong Choices 

WCT  Wrong Choices Total 

z.B.  zum Beispiel 

ZAS  Zentrales anticholinerges Syndrom 

β  Massenkonzentration 

µl  Mikroliter 

µm  Mikrometer 
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1. Einleitung 

1.1. Die Alzheimer-Krankheit 

Die Alzheimer-Erkrankung (Alzheimer Demenz, engl. Alzheimer’s Disease, AD) stellt in der modernen 

Gesellschaft mit ihrer stets steigenden Lebenserwartung ein zunehmendes Problem dar. Dies entsteht 

nicht nur auf persönlicher Ebene des Erkrankten durch die resultierenden Beeinträchtigungen in der 

Lebensführung, sondern auch in der Umgebung durch zunehmende wirtschaftliche Belastungen. Beim 

Vergleich der AD mit anderen Erkrankungen, die zum Tod führen, konnte gezeigt werden, dass die AD 

fast 60 % mehr Sozialkosten in den letzten fünf Lebensjahren verursacht, wobei Teile davon aus dem 

Familienvermögen gedeckt werden müssen (Kelley et al. 2015). Insbesondere die Angehörigen sind 

einer nicht zu unterschätzenden psychischen und körperlichen Belastung ausgesetzt, sofern sie mit der 

Pflege des dementen Angehörigen betraut sind. Damit einher geht, dass sie ihre eigenen Bedürfnisse, 

wie Gesundheit oder Ernährung zurückstellen. Dabei gibt ein größerer Teil an, dass die Pflege emotional 

belastender sei als die rein physische Beanspruchung (Grabher 2018). 

Für eine steigende Prävalenz der AD sorgt die zunehmende Lebenserwartung der Menschen. So konnten 

Berechnungen in den USA fast eine Verdreifachung der Prävalenz der AD zwischen den Jahren 2010 

und 2050 zeigen (Hebert et al. 2013). Der Anteil an Frauen in der Gruppe der Menschen mit hoher 

Lebenserwartung wird dabei größer sein als der der Männer, sodass dies verbunden mit dem weiblichen 

Geschlecht als unabhängigen Risikofaktor für die Entwicklung einer AD, zu einer größeren Zahl an 

Alzheimer-Patientinnen führen wird (Gao et al. 1998; Kontis et al. 2017). Somit ist von einer kontinu-

ierlich zunehmenden Belastung der Gesellschaft und des Gesundheitssystems durch die AD auszugehen. 

Die AD ist eine langsam fortschreitende, meist im höheren Lebensalter auftretende Erkrankung des 

zentralen Nervensystems, die schließlich durch kollektiven Verlust der exekutiven Funktionen und da-

raus resultierenden Komplikationen, wie zum Beispiel der Aspirationspneumonie, zum Tode führt. Sie 

muss als Unterform der dementiellen Erkrankungen von anderen Vertretern dieser Kategorie, wie bei-

spielsweise der Lewy-Körperchen- oder vaskulären Demenz, unterschieden werden. Die AD macht da-

bei mit 60 bis 80 Prozent die größte Untergruppe aus (Alzheimer’s Association 2020). Eine strikte Tren-

nung ist jedoch nicht immer möglich, da es zur Überlappung der einzelnen Formen kommen kann. Die 

Diagnose dieser gemischten Demenz ist durch das Fehlen diagnostischer Richtlinien oder unterschei-

dender Biomarker erschwert (Kapasi et al. 2017). Alle Erkrankungen aus dem dementiellen Formenkreis 

(Demenz nach ICD-10, F00-F03) vereint eine gemeinsame Symptomatologie bestehend vor allem aus 

Störungen der höheren kortikalen Funktionen, wie Gedächtnisproblemen, Verlust der (Schrift-) Sprache, 

progrediente Orientierungslosigkeit oder gestörte Denkprozesse, die bei den jeweiligen Formen unter-

schiedlich stark ausgeprägt sein können. Begleitet werden diese von Veränderungen der emotionalen 

Kontrolle und des Sozialverhaltens (International Statistical Classification of Diseases and Related 

Health Problems, ICD-10-GM Version 2021, Kapitel V Psychische und Verhaltensstörungen (F00-
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F99), https://www.dimdi.de/static/de/klassifikationen/icd/icd-10-gm/kode-suche/htmlgm2021/block-

f00-f09.htm#F00, abgerufen am 12.10.2020 um 16.42 Uhr) 

Die Alzheimer-Demenz wurde erstmals von ihrem Namensgeber Alois Alzheimer im Jahre 1907 be-

schrieben. Er berichtete über die 51 Jahre alte Auguste Deter, welche unter fortschreitender kognitiver 

Beeinträchtigung, zunehmenden Verlust des Gedächtnisses sowie delirantem Verhalten litt und nach 

viereinhalb Jahren Krankheitsdauer verstarb. Bereits Alzheimer konnte bei der histopathologischen Un-

tersuchung von Deters Gehirn senile Plaques und abnorme Neurofibrillen nachweisen (Alzheimer 

1907). Später konnte durch weitere Untersuchungen ihrer DNA in den Gehirnzellen eine Mutation im 

Presenilin-1-Gen (PSEN1) nachgewiesen werden, weshalb bei Auguste Deter post mortem in Zusam-

menschau mit der Klinik und dem Erkrankungsalter eine früh einsetzende AD (early onset AD) retro-

spektiv diagnostiziert wurde (Müller et al. 2013). Dieser Befund wurde allerdings durch weitere Unter-

suchungen, die keine solche Mutation in der DNA Auguste Deters finden konnten, angezweifelt (Rupp 

et al. 2014). Der wahre Grund für Deters beeinträchtigte Kognition bleibt also bis dato ungelöst. 

Die Prävalenz der AD in Europa beträgt ca. fünf Prozent, wobei der Anteil mit 6,88 % in Südeuropa 

etwas höher ist als mit 4,31 % in nordeuropäischen Ländern. Mehr Frauen (7,13 %) als Männer (3,31 

%) sind dabei von der AD betroffen (Niu et al. 2017). Unterschiede ergeben sich auch bei der Prävalenz 

in den einzelnen Altersklassen: Zwischen 65 und 74 Jahren sind knapp ein Prozent erkrankt, zwischen 

75 und 84 bereits 7,66 % und über 85 Jahren 22,53 % (Niu et al. 2017). Die wichtigsten Risikofaktoren 

für die Entwicklung einer AD sind dabei der genetische Hintergrund der Person (v.a. der Apolipopro-

tein-Status), die Familienanamnese bezüglich AD und das Alter des Patienten (Alzheimer’s Association 

2020). Besondere genetische Varianten (Trisomie 21, Mutationen des Amyloid Precursor Proteins oder 

des Presenelin-1- oder 2-Gens) führen zu einem früheren Beginn der AD (early onset AD) vor dem 65. 

Lebensjahr (Alzheimer’s Association 2020). 

Pathophysiologisch werden als maßgebliche Auslöser der AD extrazelluläre senile Alzheimer-Plaques 

sowie intrazelluläre Tau-Fibrillen verantwortlich gemacht, welche konsekutiv zu Neuroinflammation 

und zum Untergang von Nervenzellen und damit zur Neurodegeneration führen (Eratne et al. 2018). 

Die Amyloid-Kaskade beginnt mit dem Amyloid-Vorläufer-Protein (engl. Amyloid Precursor Protein, 

APP), welches als membranständiges Protein von verschiedenen Enzymen gespaltet werden kann. Die 

α-Sekretase bildet lösliches APPα, welches neuroprotektive Eigenschaften besitzt. Die γ-Sekretase und 

β-Sekretase bilden Amyloid-β (Aβ), ein Peptid aus 39 bis 43 Aminosäuren (z.B. Aβ-1-42), welches 

akkumuliert, Oligomere und schließlich senile Plaques bildet (Schaeffer et al. 2011). Diese Ablagerun-

gen führen zum Verlust von Synapsen, Inflammationsreaktionen mit Aktivierung von Mikroglia und 

Astrozyten sowie zur Induktion von Tau-Fibrillen. Diese Vorgänge münden in den neuronalen Tod von 

anfälligen Zellen (Herrup 2010). Nervenzellen in Gebieten, die häufig von der AD betroffen sind, bein-

halten große, nicht membranständige Faserbündel, die große Anteile des perinukleären Plasmas umge-

ben. Sie bestehen aus dem Mikrotubulus assoziierten Protein Tau und können auch unabhängig von den 
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amyloiden Plaques auftreten. Es wird aber auch beschrieben, dass sie reaktiv nach der Ablagerung von 

Aβ entstehen (Selkoe 2001). 

Die pharmakologische Therapie der AD mit Medikamenten wie Memantin oder Rivastigmin kon-

zentriert sich auf die temporäre Verbesserung der kognitiven Leistungen, stellt allerdings lediglich eine 

symptomatische Therapie dar. Sie ist nicht in der Lage, den neurodegenerativen Prozess aufzuhalten, 

geschweige denn diesen rückgängig zu machen. Deshalb wird der nicht-pharmakologischen Therapie 

(Gedächtnistraining, Musiktherapie etc.) mittlerweile ein höherer Stellenwert zugeschrieben (Alzhei-

mer’s Association 2020). 

1.2. Das Tg2576-Mausmodell 

In der vorliegenden Studie wird das Tg2576-Mausmodell, Tg(HuAPP695.K670N-M671L)2576, ver-

wendet, welches durch Hsiao et al. 1996 beschrieben wurde. Es beruht auf der Überexpression eines 

veränderten Amyloid-Precursor-Proteins (APP). Dies steht am Beginn der Alzheimer-Kaskade. Das hu-

mane APPK670N,M671L  besteht aus 695 Aminosäuren, wobei Lysin670 durch Asparagin670 und Methionin671 

durch Leucin671 ersetzt wurde und steht unter der Kontrolle eines Hamster-Prion-Proteins. Die Mäuse 

zeigen eine ca. 5,5-fache Überexpression des APPs, verglichen mit Mäusen, die das Wildtyp-APP ex-

primieren. Konsekutiv ergeben sich erhöhte Werte für Amyloid-β-1-40 und Amyloid-β-1-42/43 (Hsiao 

et al. 1996). Die zweite Ziffer steht dabei für die Anzahl der Aminosäuren. Die ursächliche veränderte 

Isoform des APP konnte bei der familiären Form von zwei großen schwedischen Familien nachgewiesen 

werden, weshalb sie auch als APPSWE-Mutation bezeichnet wird (Mullan et al. 1992). 

1.3. Lernen und Gedächtnis 

Um alltägliche Aufgaben bewältigen zu können, werden verschiedene Anteile des Gedächtnisses benö-

tigt, die bei einer Schädigung charakteristische Ausfallserscheinungen bedingen. Squire und Dede un-

terscheiden zwischen deklarativem und nicht deklarativem (implizitem) Gedächtnis. Das deklarative 

Gedächtnis enthält dabei die Erinnerung an Fakten, Klänge oder Bilder, die aktiv wieder ins Bewusstsein 

geholt werden können. Im impliziten Gedächtnis ist Erlerntes gespeichert, das nicht bewusst erinnert 

werden kann, z.B. komplexe motorische Fähigkeiten, klassisch konditioniertes Verhalten oder das im-

plizite Wahrnehmungslernen, d.h. verbesserte Diskrimination oder leichteres Erkennen nach wiederhol-

ter Exposition (Squire und Dede 2015). 

Hiervon muss das Arbeitsgedächtnis unterschieden werden, welches auf der kurzzeitigen Speicherung 

von visuellen und auditorischen Eindrücken beruht. Längerfristiges Erinnern ist damit nicht möglich 

und bedarf der oben genannten Gedächtnisentitäten (Squire and Dede 2015). Repovs und Baddeley un-

terteilen es in zwei funktionell unterschiedliche Bestandteile: In die phonologische Schleife (engl. 
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phonological loop) und den räumlich-visuellen Notizblock (engl. visuospatial sketchpad). Die phonolo-

gische Schleife dient der Speicherung auditorischer und sprachlicher Eindrücke. Das räumlich-visuelle 

Arbeitsgedächtnis kann sowohl einfache optische Eindrücke wie Form oder Farbe von Objekten als auch 

Informationen zur räumlichen Orientierung abspeichern. Als Moderator dieser beiden Teile dient die 

sogenannten zentrale Exekutive (engl. central executive), die die Aufmerksamkeit je nach Bedarf lenken 

kann und somit bei komplexen kognitiven Aufgaben eine wichtige integrative Rolle zwischen der pho-

nologischen Schleife und dem visuell-räumlichen Notizblock übernimmt. Zudem wird ein episodischer 

Puffer (engl. episodic buffer) beschrieben. Dieser stellt einen separaten multimodalen Speicher dar, der 

Informationen aus unterschiedlichen Gedächtnissystemen, inklusive des Langzeitgedächtnisses, zu Epi-

soden und Szenen zusammenfügt (Repovs and Baddeley 2006). 

 

Arbeitsgedächtnis (Kurzzeitgedächtnis) 

 phonologische Schleife zentrale Exekutive visuell-räumlicher Notiz-
block 

 

Episodischer Puffer 
 

 
 

Langzeitgedächtnis 

 Deklaratives (explizites) Gedächtnis 
Medialer Temporallappen 

Diencephalon 
Nichtdeklaratives (implizites) Gedächtnis 

 

 Fakten Prozedurales (motorisches) Lernen 
Striatum 

 

 Ereignisse Priming und Wahrnehmungslernen 
Neocortex 

 

 Visuelle Eindrücke Klassische Konditionierung 
Amygdala, Cerebellum 

 

 Auditorische Eindrücke Nichtassoziatives Lernen 
Reflexkreise 

 

 
Tabelle 1: Unterteilung des menschlichen Gedächtnisses in Arbeits- und Langzeitgedächtnis (modifiziert nach 
Squire und Dede 2015, Repovs und Baddeley 2006) 

Das Gedächtnis kann auch aus Sicht des Zeitpunktes unterschieden werden, nämlich in anterogrades 

(Speicherung von neuen Erinnerungen) und retrogrades (Erinnern an bereits gespeicherte Inhalte) Ge-

dächtnis; neue Informationen können dabei von außen über die Sinnessysteme zugeführt oder intern 

durch das Gehirn selbst generiert werden (Calabrese und Markowitsch 2003). Für das deklarative Ge-

dächtnis folgt eine kurze Zwischenspeicherung in Strukturen des Frontal- und Parietallappens, ehe die 

Eindrücke im limbischen System bewertet und einer längerfristigen Speicherung zugeführt werden. 
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Diese Fixierung als explizite Gedächtnisinhalte erfolgt durch weitreichende neuronale Netzwerke des 

zerebralen Kortex (Calabrese und Markowitsch 2003). Von hieraus können die Informationen dem Be-

wusstsein wieder zugeführt werden. 

Auch im Mausmodell ist es möglich, die einzelnen Gedächtnisfunktionen in Kognitionstests zu unter-

suchen. So kann im verwendeten modifizierten Holeboard-Test (mHBT) das deklarative Gedächtnis 

vom Arbeitsgedächtnis getrennt analysiert und Rückschlüsse auf das Lernverhalten der Mäuse gezogen 

werden. Parallel dazu wird die Angst und Erregung der Tiere gemessen, wodurch es möglich ist, diese 

beeinflussenden Faktoren der Gedächtnis- und Lernleistung separat zu betrachten (Tabelle 4, Ohl et al. 

2003; Schmid et al. 2019). 

1.4. Neuronale Rezeptoren 

In der vorliegenden Studie wurde der GluN2B (NR2B), ein Subtyp der glutamatergen NMDA-Rezeptor-

Gruppe (N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor, NMDAR), näher betrachtet. Er bildet gemeinsam mit der 

GluN1 Untereinheit den tetrameren GluN1/GluN2-Rezeptorkomplex. Dieser gehört zur Gruppe der io-

notropen Glutamatrezeptoren, welche als ligandengesteuerte Ionenkanäle funktionieren und wird nach-

folgend vereinfachend als NMDAR oder NR2B bezeichnet. Nach der Aktivierung mittels Glutamat als 

Agonist und einem Co-Agonisten (in der Regel Glycin) kommt es zur Öffnung des Kanals selektiv für 

Kationen, insbesondere für Kalzium-, Natrium- und Kalium-Ionen (Vyklicky et al. 2014). Es konnte 

gezeigt werden, dass die Aktivierung der NMDAR zu einer Phosphorylierung des CREB (cAMP 

response element) und einer Aktivierung verschiedener Zielgene führt, welche für neuronales Überleben 

und die Ausbildung des Langzeitgedächtnisses über die Langzeitpotenzierung (engl. Long-Term-Poten-

tiation, LTP) relevant sind (Snyder et al. 2005). 

Der metabotrope Glutamatrezeptor 5 (mGluR5) gehört zu den G-Protein gekoppelten Glutamatrezepto-

ren. Diese führen über eine intrazelluläre Signalkette zu einer veränderten Ausbildung von neuronalen 

Ionenkanälen und greifen in die Glutamat- und GABA-Freisetzung ein (Conn und Pin 1997). 

Der untersuchte GABA-A Rezeptor ist ein ligandengesteuerter Ionenkanal, welcher bei seiner Aktivie-

rung zu einem Influx an Chlorid-Ionen und damit zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran führt. 

Diese Hyperpolarisation federt exzitatorische Einflüsse ab und führt zu einer geringeren Erregbarkeit 

der Neuronen. Dadurch ist er ein wichtiger Angriffspunkt für (volatile) Anästhetika. Er besteht aus fünf 

Untereinheiten, darunter die untersuchte α1-Untereinheit (Bonin und Orser 2008). 

1.5. Isofluran als Anästhetikum 

In der Inhalationsanästhesie werden heutzutage vor allem Sevo- und Desfluran verwendet. Die Blutlös-

lichkeit dieser Narkotika ist im Vergleich zu Isofluran nochmals geringer und die Narkose damit besser 
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steuerbar. Isofluran besitzt ein Methylethylether-Grundgerüst mit Fluorid- und Chlorid-Substituenten. 

Die Funktion der volatilen Anästhetika wird durch eine dämpfende Wirkung (beispielsweise durch Sti-

mulation von GABA-A-Rezeptoren) auf die Neuronen im Hippocampus und Kortex erreicht. Auf Rü-

ckenmarksebene induzieren die Inhalationsnarkotika muskelrelaxierende und mitunter schmerzstillende 

Effekte. Sie sind damit Grundlage einer balancierten Anästhesie, in welcher die volatilen Anästhetika 

mit einem Opioid (z.B. Sufentanil) sowie nach Notwendigkeit mit einem Muskelrelaxans (z.B. Rocuro-

nium) kombiniert werden (Wilhelm 2018). 

 

 
Isofluran 

 
Desfluran 

 
Abbildung 1: Die Strukturformeln der beiden volatilen Anästhetika Isofluran und Desfluran. Beide bestehen aus 
einem organischen Methylethylether-Grundgerüst mit Fluorid- und Chloridresten. 

Neben einer guten Steuerbarkeit ist Isofluran durch eine geringe hepatische Metabolisierung (insbeson-

dere Desfluran und Isofluran) und eine kardioprotektive Wirkung ausgezeichnet. Allerdings stellt Isof-

luran eine wichtige Triggersubstanz der malignen Hyperthermie dar und auch PONV (engl. postopera-

tive nausea and vomiting, postoperative Übelkeit und Erbrechen) tritt wesentlich häufiger auf als bei 

einer Narkose mit Propofol, wie sie im Rahmen einer total intravenösen Anästhesie (TIVA) durchge-

führt wird (Striebel 2017). 

1.6. Postoperative kognitive Störungen 

Nach einer Allgemeinanästhesie können am Menschen verschiedene klinische Beeinträchtigungen beo-

bachtet werden. Hierbei muss zwischen postoperativem Delir (POD), postoperativer kognitiver Dys-

funktion (engl. postoperative cognitive dysfunction, POCD) und dem zentralen anticholinergen Syn-

drom (ZAS) unterschieden werden (Jungwirth et al. 2009). Das ZAS tritt unmittelbar nach der Narkose 

auf und kann sowohl durch Exzitation als auch Stupor oder Koma gekennzeichnet sein; die Diagnose 

wird ex juvantibus durch eine schnelle Erholung nach Therapie mit dem Acetylcholinesterasehemmer 

Physostigmin gestellt (Schneck und Rupreht 1989). POD tritt abrupt innerhalb von Stunden oder Tagen 

auf und kann von hyperaktiver oder hypoaktiver Natur sein. Störungen des Tag-Nacht-Rhythmus, der 

Orientierung, des Bewusstseins sowie der Emotionen stellen typische Einschränkungen dar. Die Diag-

nose kann durch klinische Tests und Beobachten des Patienten gestellt werden (Inouye 2006). POCD 

stellt eine langanhaltende Beeinträchtigung der kognitiven Leistung der Patienten nach einem operativen 
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Eingriff dar, welche durch prä- und postoperativ durchgeführte neuropsychologische Tests gesichert 

werden kann. Allerdings fehlen hier einheitliche Richtlinien, sodass eine Vergleichbarkeit verschiedener 

Studien nur erschwert möglich ist (Newman et al. 2007). POCD steht auch mit der AD in Verbindung, 

was in Kapitel 5.2.3 näher betrachtet wird. 

 
 

 

 

 

2. Fragestellung 

Durch die insgesamt gestiegene Lebenserwartung und der Fortentwicklung der Allgemeinanästhesie, 

die auch bei hochbetagten Menschen eine sichere Narkoseführung erlaubt, werden zunehmend im 

höchsten Alter erfolgreich Operationen in Vollnarkose durchgeführt. Zieht man in Betracht, dass eine 

Narkose in höherem Alter möglicherweise das Auftreten der postoperativen kognitiven Dysfunktion 

(POCD) begünstigt und diese als bedeutender Risikofaktor für die AD gilt (Chen et al. 2014a, b; Bratzke 

et al. 2018), so stellt dies in Anbetracht der Entwicklung der Bevölkerungspyramide eine besondere 

Risikokonstellation dar. Hier ist eine weitere Erforschung der genauen Hintergründe wünschenswert, da 

die wissenschaftliche Datenlage sehr heterogen ist und eine einheitliche Lehrmeinung bisher nicht exis-

tiert. 

Um eine Grundlage für klinische Untersuchungen zu schaffen, untersucht die vorliegende Arbeit die 

Auswirkungen einer zweistündigen Allgemeinanästhesie mit Isofluran auf das postanästhetische Out-

come von genetisch modifizierten Alzheimer-Mäusen und Wildtypen. Ziel dieser Studie war es, die 

Auswirkungen einer Narkose auf Verhalten, Neurokognition und Motorik der Mäuse (analysiert mithilfe 

des modifizierten Holeboard-Tests, mHBT) sowie die pathophysiologischen Veränderungen in deren 

Gehirnen zu untersuchen. Dementsprechend wurde der Frage nachgegangen, ob eine zweistündige Nar-

kose mit Isofluran positive, negative oder gar keine Veränderungen bei den Versuchstieren hervorruft. 

Mittels molekularbiologischer Methoden wurden zudem die Alzheimer-Kaskade, Neuroinflammation, 

Apoptose und Rezeptorexpression in den Gehirnen, sowie die Auswirkungen einer Narkose darauf un-

tersucht. Bisherige Untersuchungen in diesem Feld beschränken sich zumeist allein auf männliche oder 

weibliche Versuchstiere (Bianchi et al. 2008; Rammes et al. 2009; Haseneder et al. 2013; Eckel et al. 

2013). Deshalb wurde bei allen genannten Aspekten das Geschlecht in die Betrachtung miteinbezogen, 

um etwaige Einflüsse detektieren zu können. 
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3. Material und Methoden 

3.1. Studienplanung 

Insgesamt wurden 85 Tiere (41 Wildtypen, 44 Tg2576-Mäuse) in einem Alter von zehn Monaten in die 

Studie eingeschlossen. Es ergeben sich folgende acht Versuchsgruppen: 

 

Alter (Monate) Geschlecht Genotyp Intervention Anzahl der Mäuse 
10 weiblich Wildtyp Sham 11 
10 weiblich Wildtyp Isofluran 10 
10 männlich Wildtyp Sham 10 
10 männlich Wildtyp Isofluran 10 
10 weiblich Tg2576 Sham  12 
10 weiblich Tg2576 Isofluran 11 
10 männlich Tg2576 Sham 9 
10 männlich Tg2576 Isofluran 12 

Tabelle 2: Versuchsgruppendesign 

Da es sich bei dem vorliegenden Versuch um eine Orientierungsstudie handelt, konnte keine formale 

Fallzahlplanung durchgeführt werden. Aus Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe ist jedoch bereits be-

kannt, dass die kognitiven Parameter stark streuen (Fendl 2013; Schmid et al. 2019). Weil die transgenen 

Mäuse eine erhöhte Mortalität in den ersten sechs bis zwölf Lebensmonaten aufweisen (King und 

Arendash 2002; Fendl 2013), wurde eine Versuchstieranzahl von zehn Tieren pro Versuchsgruppe als 

angemessen betrachtet. 

3.2. Zeitlicher Ablauf 

14 Tage vor Beginn der Studie wurden die weiblichen Mäuse einzeln gesetzt, um zu den Männchen 

äquivalente Bedingungen zu schaffen. Diese (insbesondere die männlichen Tg2576-Mäuse) müssen be-

reits nach dem Absetzen vom Muttertier aufgrund ihres aggressiven Sozialverhaltens einzeln gesetzt 

werden. Vier Tage, bevor der mHBT durchgeführt wurde, wurden die Mäuse durch Anfüttern mit den 

gleichen Mandeln, die auch später im mHBT verwendet wurden, an die Belohnung gewöhnt. Am nächs-

ten Tag wurde die zweistündige Narkose an den Mäusen durchgeführt. Es folgten acht Tage der Ver-

haltenstestung mittels mHBT und am neunten Tag die Probengewinnung nach Dekapitation der Mäuse 

in tiefer Narkose. Die asservierten Proben wurden tiefgefroren und in der Zeit danach den einzelnen 

molekularbiologischen Analysemethoden zugeführt (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Schema und zeitliche Planung der Studie. 

 

3.3. Rechtliche Grundlage  

Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden gemäß Tierversuchsantrag (TVA) Aktenzeichen 55.2-1-

54-2532-67-2016 (genehmigt durch die Regierung von Oberbayern, Maximilianstr. 39, 80538 Mün-

chen, Deutschland, Dr. Britta Wirrer) durchgeführt.    

3.4. Zucht und Haltung der Versuchstiere 

Die Mäuse der Studie wurden gemäß des oben genannten TVA in einer separaten Zuchtumgebung aus 

männlichen B6;SJL-Tg(APPSWE)2576Kha-Mäusen (Taconic Europe, Lille Skensved, Dänemark) und 

weiblichen C57B6/SJL-Mäusen (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) gezüchtet. Der 

Genotyp der Tiere wurde mittels DNA-Material aus den Schwänzen der Mäuse durch Charles River 

Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bestimmt. Mäuse mit einer homozygoten rd1-Mutation wurden 

aufgrund der daraus resultierenden Blindheit aus der Studie ausgeschlossen (Wolf et al. 2016). Die Tiere 

waren in den Räumen der Klinik für Anästhesiologie und Intensivmedizin, Klinikum rechts der Isar 

(Trogerstraße 16, 81675 München, Gebäude 537, 1. UG Raum 3701.3) untergebracht. Unter spezifisch 

pathogenfreier (SPF) Haltung wurden entsprechend des Geschlechts entweder eine Maus (Männchen ab 

einem Alter von acht Wochen) oder eine Gruppe von bis zu drei Mäusen (Weibchen) gehalten. Es 

herrschte eine Raumtemperatur von 21 ± 2 °C bei einer Luftfeuchtigkeit von 60 % ± 15 %. Ein Hell-

Dunkel-Rhythmus von zwölf Stunden wurde eingehalten. Die Tiere wurden in offenen Makrolonkäfigen 

(Typ 3) gehalten. Diese enthielten Einstreu, Nestbau- bzw. Beschäftigungsmaterial in Form von Zell-

stoff und autoklaviertem Heu und ein Versteck aus rotem Polycarbonat (ZOONLAB GmbH, Castrop-

Rauxel, Deutschland). Futter (Erhaltungsfutter, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, 

Deutschland) und Wasser standen ad libitum zur Verfügung. Einmal pro Woche wurden die Käfige 

gemeinsam mit Inhalt, Futter und Wasser erneuert. 
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3.5. Narkose 

Die Narkose wurde in den Räumen der Klinik für Anästhesiologie und Intensivmedizin, Klinikum rechts 

der Isar (Trogerstr. 32, 81675 München, Gebäude 543, 1. UG, Raum 4301.11) durchgeführt. 

Die Einleitung der Narkose mit Isofluran erfolgte in einer Plexiglasbox mit einem Gasgemisch aus 50 % 

Sauersoff und 4,5 Vol.-% Isofluran (Isofluran Baxter vet, Illinois, USA) durch einen Vapor der Firma 

Dräger (Lübeck, Deutschland). Nach dem Verlust der Stellreflexe wurden die Mäuse auf eine Wärme-

platte mit 42 °C gelegt und die Schnauze in eine Nasenkammer platziert. Hierüber wurden zur Narko-

seaufrechterhaltung 1,6 Vol.-% Isofluran (entspricht einem MAC von 1,0 bei Mäusen) und 40 Vol.-% 

Sauerstoff mit einem positiv endexspiratorischen Druck (engl. positive endexspiratory pressure, PEEP) 

von 5 mbar appliziert. Über subkutan platzierte EKG-Elektroden und Impedanzmessung wurde die 

Herzfrequenz (Referenzbereich 400-600 Schläge pro Minute) und Atemfrequenz (Referenzbereich: 80-

120 Atemzüge pro Minute) gemessen. Die Gaskonzentrationen und Vitalparameter wurden über einen 

Monitor (Datex Ohmeda S/5 Anästhesie Monitor F-CM1-05 mit MNESTPR Modul, Datex-Ohmeda 

GmbH, Duisburg, Deutschland) überwacht. Die Körperkerntemperatur wurde über eine rektal einlie-

gende Messsonde ermittelt (Zieltemperatur: 37,5 ± 0,5 °C). Die Augen der Mäuse wurden mit Bepan-

then® (Dexpanthenol, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) vor Austrocknung geschützt und der Kör-

per mit einer Kompresse zugedeckt. Nach Ablauf der zwei Stunden Allgemeinanästhesie wurden die 

Mäuse gewogen und zur Ausleitung wieder in die Plexiglasbox platziert. Diese war geflutet mit 100% 

Sauerstoff. Nachdem die Versuchstiere ihre Stellreflexe wiedererlangt hatten, wurden sie zurück in ihre 

Käfige verbracht. 

Die Tiere der Kontrollgruppe („Sham“-Gruppe, engl. Täuschung) wurden entsprechend der Einschlaf- 

und Aufwachzeit der Interventionsgruppe für zehn Minuten in identischen Plexiglasboxen platziert, ge-

wogen und anschließend in ihre Käfige zurückgebracht. 

3.6. Modifizierter Holeboard Test (mHBT) 

3.6.1. Prinzip 

Der mHBT ist eine Kombination aus Openfield- und Holeboard Test. Er dient der simultanen Untersu-

chung von zahlreichen Parametern des Verhaltens und der Motorik von Nagetieren (Ohl et al. 2001a). 

Die im Folgenden dargelegte Variante ist speziell für Mäuse angepasst und ermöglicht zusätzlich die 

Untersuchung der Neurokognition (Ohl et al. 2003). 

Das modifizierte Holeboard besteht aus der Versuchsarena (quadratische Box mit Kantenlänge 52 cm) 

aus grauem Polyvinylchlorid (PVC), dessen Boden mit weißem Klebeband in neun gleich große Quad-

rate (Kantenlänge 16 cm) unterteilt ist. In der Mitte der Arena befindet sich das Holeboard (PVC, Ab-

messungen: 35 × 18 × 1 cm) mit zehn eingelassenen Löchern (Durchmesser: 3,2 cm, Tiefe: 0,3 cm) auf 
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deren Grund ein Mandelstück (ca. 0,05 g, Mandeln gehackt, Dr. Oetker, Bielefeld) platziert wird. Auf 

einem Absatz des Loches wird ein Gitter sowie darüber ein Zylinder (PVC, Höhe: 3,4 cm) eingepasst, 

sodass die Mandel nicht erreicht werden kann (Abbildung 3). Drei der zehn Zylinder sind mit weißem 

Klebeband markiert. Darin befindet sich oberhalb des Gitters eine für die Mäuse erreichbare Mandel. 

Die Konfiguration der markierten Zylinder wechselt an jedem Versuchstag, sodass diese von den Mäu-

sen neu identifiziert werden müssen (Tabelle 3).  

 

 
Abbildung 3: Versuchsarena in der Draufsicht mit Zylinderkonfiguration des ersten Tages (markierte Zylinder 
dunkel) sowie Startposition der Maus (X). Querschnitt eines Zylinders mit Gitter, Mandeln nicht eingezeichnet. 
Gestrichelte Linie symbolisiert die Ebene des Holeboards (rechts). 

 

Tag 1 2 3 4 5 6 7 8 

markierte Löcher 2 / 7 / 8 1 / 4 / 9 3 / 5 / 8  1 / 4 / 10 2 / 5 / 9 3 / 6 / 9 4 / 8 / 10 2 / 5 / 8 

Tabelle 3: Konfiguration der markierten Zylinder je Versuchstag. 
 

An acht auf die Narkose folgenden Tagen werden die Mäuse in jeweils vier Durchläufen zu maximal 

300 Sekunden Dauer beobachtet. Das Ziel jedes Durchlaufs ist, dass die Maus die drei erreichbaren 

Mandelstücke findet und frisst. Ist ein Durchlauf erfolgreich abgeschlossen oder sind die 300 Sekunden 

verstrichen, wird die Beobachtung beendet und die Maus zurück in ihren Käfig gebracht. Um bei den 

folgenden drei Durchläufen die Reihenfolge zu ändern, ist das zuvor als Zweites getestete Versuchstier 

nun der erste Kandidat und das vormalig Erste das Letzte. 
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Mittels mBHT lassen sich Parameter zu Motorik, des Verhaltens sowie der Neurokognition aufzeichnen 

(Tabelle 4), die während eines Durchlaufs durch Tastatureingabe über einen Computer zeitkorreliert 

gespeichert werden (The Observer® 5.0, Noldus Information Technology BV, Wageningen, Nieder-

lande). 

 
Bezeichnung Erklärung Bedeutung 

Neurokognition 
Wrong Choices (WC) Besuch eines unmarkierten Zylinders deklaratives Gedächtnis 
Omission Error (OE) Fehlender Besuch eines markierten 

Zylinders 
Wrong Choices Total (WCT) Gesamtfehler eines Durchlaufs, 

Summe aus WC und OE 
Repeated Choices (RC) Wiederholter Besuch eines bereits 

geleerten, markierten Zylinders 
Arbeitsgedächtnis 

Time Trial (TT) Gesamtzeit eines Durchlaufs Lernleistung und Motiva-
tion 

Verhalten 
Latency First Hole Visit 
(LFHV) 

Latenz des ersten Zylinderbesuchs zielgerichtete Exploration 

Correct Hole Visits (CHV) Anzahl besuchter markierter Zylinder 
Rearing (RR) Aufstellen auf die Hinterbeine ungerichtete Exploration 
Latency First Board Entry 
(LFBE) 

Zeit, bis das Board zum ersten Mal 
betreten wird 

Vermeidungsverhalten 
(Board: ungeschützter Be-
reich des offenen Feldes) Number of Board Entries 

(NBE) 
Anzahl des Betretens des Boards 

Time on Board (TOB) Gesamtzeit auf dem Board 
Grooming (GR) Gesamtzeit der Putzphasen Erregung 
Boli Kotabsatz 
Immobility Bewegungsstarre (ab drei Sekunden) Angst, Stress 

Motorik 
Line Crossings (LC) Anzahl der überquerten Linien allgemeine Bewegungsakti-

vität 
Unsuccessful Hole Visits 
(UHV) 

Besuch eines markierten Zylinders 
ohne Fressen der Mandel 

Feinmotorik 

Time Food Intake (TFI) Zeit bis zum kompletten Verzehr der 
Mandel 

Tabelle 4: Parameter des mHBT der Kategorien Neurokognition, Verhalten und Motorik mit Erklärung (modifi-
ziert nach Ohl et al. 2003 und Schmid et al. 2019). 

3.6.2. Durchführung des mHBT 

Spätestens 14 Tage vor Durchführung der Verhaltenstestung wurden die Versuchstiere zur Haltung in 

die spätere Versuchsumgebung gebracht. Als Ort der Durchführung diente der Tierhaltungsraum der 

Klinik für Anästhesiologie und Intensivmedizin, Klinikum rechts der Isar (Trogerstraße 16, 81675 Mün-

chen, Gebäude 537, 1. UG, Raum 3701.3). Weibchen, die zuvor in Zweier- oder Dreiergruppen gehalten 
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wurden, wurden einzeln gesetzt, um zu den Männchen äquivalente Versuchsbedingungen zu schaffen. 

Vier Tage vor Beginn des mHBT wurde jedem Versuchstier ca. zwölf Mandelstückchen angeboten, was 

die maximale Anzahl der zu findenden Mandeln an einem Versuchstag darstellt. Somit konnten die 

Mäuse bereits an die Belohnung gewöhnt werden (siehe Versuchsplanung Abbildung 2). Jeden zweiten 

Tag wurden die Tiere gewogen, um stressbedingten Gewichtsverlust zu bemerken. Der mHBT findet in 

der Aktivitätsphase der Mäuse statt und muss somit bei völliger Dunkelheit, lediglich unter Rotlicht, 

durchgeführt werden. Mäuse sind nachtaktive Säugetiere mit dichromatischem Visus; sie besitzen Sin-

neszellen mit Absorptionsmaxima bei 512 nm (Türkis) sowie 360 nm (Ultraviolett) und können damit 

Rotlicht mit Wellenlängen zwischen 700 und 630 nm nicht wahrnehmen (Jacobs 1993). 

Vor Beginn jedes Versuchstages wurde das gereinigte Holeboard aus den Einzelteilen zusammengebaut 

und in der Versuchsarena platziert. Auf den Grund jedes Zylinders wurde ein Mandelstückchen und das 

passgenaue Gitter oberhalb platziert. Anschließend wurden die Zylinder nach dem jeweils tagesaktuel-

len Schema (Tabelle 3) angeordnet und in den mit weißem Klebeband markierten Zylindern ein zusätz-

liches Mandelstückchen oberhalb des Gitters platziert. Die Zylinder wurden mittels Vanillelösung (3,33 

mg/ml Vanillepulver in Wasser; Th. Geyer, Höxter, Deutschland) und Wattestäbchen (Stieltupfer, Loh-

mann & Rauscher International GmbH & Co. KG, Rengsdorf, Deutschland) ausgestrichen. 

Beim ersten Durchlauf des ersten Versuchstages wurde in die linke untere Ecke der Versuchsarena eine 

zusätzliche Mandel gelegt, um den ersten Kontakt des Versuchstiers mit der Arena positiv zu gestalten. 

Dann wurde die zu testende Maus aus ihrem Haltungskäfig genommen und in die linke untere Ecke des 

modifizierten Holeboards platziert. Im gleichen Moment wurde der Startbefehl in der Software (The 

Observer 5.0, Noldus Information Technology BV, Wageningen, Niederlande) gegeben und damit die 

Aufzeichnungen für eine Beobachtung gestartet. Während der gesamten Versuchsdauer wurden die Be-

fehle zur Erfassung der Parameter (Tabelle 4) zeitgleich zur Beobachtung auf einer geräuschlosen Tas-

tatur eingegeben. Nach Ablauf der 300 Sekunden oder erfolgreichem Beenden eines Durchlaufes wurde 

die Maus wieder in ihren Haltungskäfig verbracht und die gespeicherten Befehle auf Falscheingaben 

überprüft. Die Versuchsarena wurde gereinigt, die Zylinder neu mit Mandeln bestückt und ein neuer 

Durchlauf mit dem nächsten Versuchstier gestartet. 

3.7. Organentnahme und Verarbeitung des Gehirns 

Am Tag nach Abschluss des mHBT, d.h. an Tag neun nach der Allgemeinanästhesie, wurden die Ver-

suchstiere unter tiefer Narkose in der Klinik für Anästhesiologie und Intensivmedizin, Klinikum rechts 

der Isar (Trogerstr. 32, 81675 München, Gebäude 543, 1. UG, Raum 4301.11) dekapitiert. Dazu wurde 

ein mit wenigen Tropfen Isofluran (Isofluran Baxter vet, Baxter, Deerfield, Illinois, USA) getränktes 

Papiertuch in eine Glasbox gelegt und das zu euthanasierende Tier hineingesetzt. Nach Eintreten eines 

tiefen Bewusstseinsverlustes wurde die Maus zunächst gewogen und dann mithilfe einer Guillotine 

(World Precision Instruments, Inc., Sarasota, Florida, USA) dekapitiert. Das austretende Blut aus dem 
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verbleibenden Körper wurde in einem Mikroreaktionsgefäß (1,5 ml; Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land) gesammelt. Dieses wurde nach der Gehirnentnahme für fünf Minuten bei 12.000 U/min zentrifu-

giert (Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland), das überstehende Serum in ein weiteres Mikrore-

aktionsgefäß überführt und bei – 80° C gelagert. Der Kopf der Maus wurde in eine Glasschale mit des-

tilliertem Wasser gelegt und der knöcherne Schädel stumpf freipräpariert. Über das Foramen magnum 

wurde die Schädelhöhle von kaudal nach rostral mit einer Schere eröffnet und Kalotte sowie Hirnhäute 

mittels Pinzette vorsichtig vom Gehirn abgetrennt ehe es mit einem Spatel von der Schädelbasis gelöst 

wurde. Mithilfe eines kleinen Löffels wurde das Gehirn auf eine Gefrierplatte (gekühlt auf Trockeneis) 

gelegt und kryokonserviert. Nach ca. drei Minuten wurde das Gehirn in einen Zylinder aus Aluminium-

folie verpackt und bei – 80 °C gelagert. 

Bei weiblichen Tieren wurde eine Zyklusbestimmung durchgeführt. Dazu wurde über eine Pasteur-Pi-

pette (Ratiolab GmbH, Dreeich, Deutschland) destilliertes Wasser in die Scheide der Maus eingebracht 

und die Flüssigkeit mit vaginalen Zellen aspiriert. Diese wurde auf einen Objektträger (Thermo Scien-

tific™ SuperFrost® Plus Objektträger, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) ge-

tropft und ein Deckglas (Menzel-Gläser 24x50 mm, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA) aufgelegt. Die Zyklusbestimmung erfolgte mikroskopisch (Axioskop 40, Carl Zeiss Microscopy 

GmbH, Jena, Deutschland) bei 100-facher Vergrößerung nach Caligioni (2009). 

Zur weiteren Verarbeitung wurde das gelagerte Gehirn zwölf Stunden vor dem Schneideprozess bei 

– 20 °C gelagert. Die beiden Hemisphären wurden getrennt und mittels Kryostat (Microm HM 560, 

ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei – 20 °C Umgebungstemperatur geschnit-

ten (Messertemperatur – 14 °C, Objekttemperatur – 10 °C). Eine Hälfte wurde dabei in motorischen 

präfrontalen Kortex (MPFC), sensorischen Kortex (SC), motorischen Kortex, Thalamus sowie Hippo-

campus (HC) und Rest aufgeteilt und zur weiteren Lagerung bei – 80 °C in ein Mikrorektionsgefäß 

(1,5 ml; Eppendorf AG, Hamburg) überführt. Die andere Hälfte wurde in sagittale Hirnschnitte zerteilt, 

beginnend von medial, und diese auf Objektträger (Thermo Scientific™ SuperFrost® Plus Objektträger, 

ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) übertragen. Dazu wurden jeweils abwech-

selnd sechs Objektträger mit drei Schnitten à 50 µm bzw. 10 µm bestückt, bis die Hemisphäre komplett 

in Hirnschnitte geteilt war, d.h. das laterale Ende erreicht war. Auch diese wurden bei – 80 °C gelagert. 

3.8. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

3.8.1. Prinzip 

Der verwendete Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay (Sandwich-ELISA) beruht auf einer 

Antigen-Antikörperreaktion zwischen einem Antikörper, der sich am Boden der mit der Probe zu befül-

lenden Vertiefungen (Wells einer Mikrotiterplatte, siehe unten) befindet. Nach der Inkubation der Wells 
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mit der Antigenlösung und mehrfachen Waschvorgängen wird der primäre Antikörper hinzugefügt, wel-

cher das Antigen gemeinsam mit dem Antikörper am Boden wie ein Sandwich gemeinsam einfasst. 

Dieser primäre Antikörper selbst kann bereits ein Enzym für den Nachweis beinhalten oder es wird nach 

weiteren Waschvorgängen ein sekundärer Antikörper hinzugefügt, welcher dann über eine enzymati-

sche Reaktion die Konzentrationsbestimmung ermöglicht (Kato et al. 1977; Aydin 2015). 

3.8.2. Probenaufbereitung 

Zur Analyse des murinen Hirngewebes aus dem MPFC wurden einige Teilstücke daraus in ein Mikrore-

aktionsgefäß (2 ml; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) überführt und das Gewicht mittels Fein-

waage (LA 164i-M, VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA) bestimmt. Anschließend wurde 

das zehnfache Gewicht an eisgekühltem Guanidin-Puffer (Tabelle 5) hinzugegeben, mittels eines klei-

nen Mörsers (aus Sample Grinding Kit; 80-6483-37, GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK) zerstoßen 

und für 3,5 Stunden bei Raumtemperatur auf einem 3D-Schüttler (Rocky® 3D, Fröbel Labortechnik, 

Lindau, Deutschland) inkubiert. Das zehnfache Gewicht dieser Lösung wurde als eisgekühlter Casein-

Puffer (Tabelle 5) zugegeben und bei 4 °C und 13.000 U/min für 20 Minuten zentrifugiert (Biofuge 

fresco, Heraeus, Osterode, Deutschland). Der Überstand wurde in ein weiteres Eppendorf-Gefäß (2 ml) 

gegeben und bei – 80 °C gelagert. 

Guanidin-Puffer (pH = 8,0) 
Guanidin-HCl c = 5,0 mol/l Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
Tris c = 50 mmol/l Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
Aqua bidest Lösungsmittel  

Casein-Puffer (pH = 8,0) 
Casein w = 0,25 % Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
Natriumazid w = 0,05 % 
Aprotinin β = 20 µg/ml 
EDTA c = 5 mmol/l 
Leupeptin β = 10 µg/ml 
PBS Lösungsmittel AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Tabelle 5: Zusammensetzung der Extraktionslösungen für den ELISA. Konzentration (c), Massenanteil (w), Mas-
senkonzentration (β). 

3.8.3. Proteinkonzentrationsbestimmung 

Die Proteinkonzentration des Homogenisats wurde mittels Bradford-Test bestimmt (Bradford 1976). 

Dieser wurde ebenfalls beim Western Blot (Kapitel 3.10) verwendet. In zwei Mikroreaktionsgefäße (0,2 

ml; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurde eine 1:5 und eine 1:10 Verdünnung in Aqua bidest 

hergestellt. In eine 96-Well-Mikrotiterplatte (BRANDplates®, BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim, 

Deutschland) wurde zunächst die Standardreihe pipettiert (0, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 
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µg/ml (Pre-Diluted Protein Assay Standards: Bovine Serum Albumin (BSA) Set, ThermoFisher Scien-

tific, Waltham, Massachusetts, USA)) und dann die hergestellten Verdünnungen zu jeweils 5 µl in drei 

Wells pro Verdünnung und Standard. Anschließend wurden 25 µl DC™ Protein Assay Reagent A sowie 

200 µl DC™ Protein Assay Reagent B (beide Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA) 

zugegeben und die Platte bei Raumtemperatur für 30 Minuten auf dem 2D-Schüttler (Inkubator 1000, 

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach, Deutschland) inkubiert. Die digitale Auswertung 

erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 620 nm mittels Sunrise™ (Tecan Group, Maennedorf, 

Schweiz). Standardkurve und Proteinkonzentrationen wurden mittels der Software Magellan™ (Tecan 

Group, Maennedorf, Schweiz) errechnet. 

3.8.4. Bestimmung der Aβ-1-42-Konzentration 

Für die folgenden Analyseschritte wurde das „Human Aβ42 ELISA Kit“ (KHB3442, Invitrogen, Carls-

bad, Kalifornien, USA) verwendet. Falls nicht anders gekennzeichnet, beinhaltet dieses die verwendeten 

Chemikalien. 

Um den Anteil des gelösten Aβ-1-42 an der Gesamtproteinkonzentration im MPFC zu bestimmen, wur-

den alle Homogenisate auf eine Einheitsproteinkonzentration von 0,08 µg/µl mittels Standard Diluent 

Buffer, auf Eiswasser gekühlt, verdünnt. Es wurde eine Standardreihe (0; 15,63; 31,25; 62,5; 125; 250; 

500; 1000 pg/ml) aus dem aufgelösten Human-Aβ-1-42-Standard (c = 1 µg/ml) in 1,4 ml Reconstitution 

Buffer (Natriumbikarbonat (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) c = 55 mmol/l, pH = 9,0) und 

dem Standard Diluent Buffer hergestellt. Zwei Wells der mit dem Antikörper gegen Human-Aβ-1-42 

beschichteten 96-Well-Platte wurden mit 50 µl der Standardreihe und der eingestellten Proben be-

schickt. Anschließend wurde 50 µl des Human-Aβ-1-42 Detection Antibody pro Well hinzugefügt, die 

Platte versiegelt und bei 8 °C auf einem 3D-Schüttler (D305, Hettich Benelux B.V., Geldermalsen, Nie-

derlande) über Nacht inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden 16 ml des 25-fach Wash Buffers mit 384 ml Aqua bidest auf eine 1-fache 

Konzentration verdünnt. Die 1-fache Anti-Rabbit-IgG-Horse-radish-peroxidase (HRP) Lösung wurde 

aus 1,2 ml der 100-fachen Stammlösung durch Verdünnung mit 12 ml HRP-Diluent gewonnen. Die 

inkubierte Platte wurde ausgeschüttelt und viermalig mittels 400 µl Wash Buffer (einfach) gewaschen. 

Anschließend wurden pro Well 100 µl der 1-fachen Anti Rabbit IgG HRP Lösung hinzugefügt, die 

Platte versiegelt und 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem 3D-Schüttler (Rocky® 3D, Fröbel La-

bortechnik, Lindau, Deutschland) inkubiert. Danach erfolgte erneut viermaliges Waschen mittels 400 µl 

1-fach konzentriertem Wash Buffer und die Zugabe von 100 µl stabilisiertem Chromogen (Tetramethyl-

benzidin). Die Platte wurde für 30 Minuten bei Raumtemperatur und Dunkelheit auf einem 3D-Schüttler 

inkubiert, danach wurden 100 µl Stop-Lösung hinzugegeben.  
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Die Analyse erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 450 nm mittels Sunrise™ (Tecan Group, 

Maennedorf, Schweiz). Standardkurve und Aβ-1-42-Konzentration wurden mit Hilfe der Software Ma-

gellan™ (Tecan Group, Maennedorf, Schweiz) ausgewertet. 

3.9. Methoxy-Färbung 

3.9.1. Prinzip 

Die Methoxy-Färbung beruht auf der hohen Affinität des Farbstoffes 1,4-bis(4‘-hydroxystyryl)-2-me-

thoxybenzen – Methoxy-X04 – zu den amyloiden Plaques, die dadurch effektiv markiert werden kön-

nen. Er wird über Zwischenschritte aus Kongorot und Chrysamin G synthetisiert. Beide weisen eine 

hohe Affinität zu amyloiden Ablagerungen auf und eignen sich daher gut, um Aβ in Gehirnschnitten 

und -proben nachzuweisen (Klunk et al. 1995). Methoxy-X04 zeigt eine ähnlich hohe Affinität zu Aβ 

wie Chrysamin G. Es färbt sowohl amyloide Plaques als auch neurofibrilläre Bündel und vaskuläres 

Amyloid bei geringem Hintergrundrauschen, da normales Gewebe praktisch nicht angefärbt wird 

(Klunk et al. 2002). Nach der Färbung und Mikroskopie demarkieren sich senile Plaques, die anschlie-

ßend elektronisch gezählt werden können. 

3.9.2. Auswahl der Hirnschnitte 

Zur Methoxy-Färbung wurden sagittale Hirnschnitte (Dicke 50 µm) herangezogen, auf welchen ver-

gleichbare Flächen von Hippocampus und Isocortex (Region of Interest, ROI) angeschnitten waren. 

Diese Gebiete sollten auf das Vorkommen von Alzheimer-Plaques untersucht werden. Die ROI erstreckt 

sich auf den Bereich zwischen ca. 600 µm – 1900 µm ab der Mittellinie zwischen den beiden Hirnhe-

misphären. Daher wurden für die Plaque-Färbung die Objektträger 5 – 6 sowie 13 – 17, also insgesamt 

7 × 3 = 21 Hirschnitte der gleichen Maus à 50 µm, ausgewählt (Abbildung 4). 

 

 

Abbildung 4: Darstellung der sieben ausgewählten Hirnschnitte (jeweils 
drei à 50 µm) im koronaren Hirnschnitt einer Maus. Sie beinhalten in etwa 
gleiche Anteile des Isocortex und Hippocampus (Allen Institute, Allen 
Mouse Brain Atlas https://mouse.brain-map.org/static/atlas; Abgerufen 
am 08.10.2020 um 15.30 Uhr).   

 

ROI 
Isocortex 
Hippocampusformation 
Sagittale Schnittebenen 
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3.9.3. Färbung der Hirnschnitte 

Zur histochemischen Färbung der Hirnschnitte wurden diese mindestens 20 Minuten vor Beginn der 

Färbung von – 80 °C auf – 20 °C erwärmt. Die Schnitte wurden 20 – 30 Minuten mit – 20 °C gekühlter 

1:1 Aceton-Isopropanol-Lösung (Aceton zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland; 2-Propa-

nol anhydrous, 99.5%, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) fixiert. Anschließend wurden sie 

zweimal zehn Minuten mit 1-facher PBS-Ethanol mit Methylethylketon-Lösung (1:1) (PBS buffer (10X 

Dulbecco’s)-Powder, AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland; Ethanol absolut vollvergällt, Fischar 

Otto GmbH & Co. KG, Saarbrücken, Deutschland) gewaschen und für 30 Minuten in Dunkelheit mit 

der Methoxy-X04 Färbelösung auf einem 3D-Schüttler (Rocky® 3D, Fröbel Labortechnik, Lindau, 

Deutschland) gefärbt. Die Färbelösung besteht aus 100 ml Ethanol (Ethanol absolute, Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Missouri, USA), 100 ml 1-facher PBS-Lösung sowie 800 µl Stammlösung (Tabelle 6). Da-

nach erfolgte dreimal ein Waschvorgang mit der 1-fachen PBS-Ethanol Lösung sowie dreimal mit Aqua 

bidest (jeweils für zehn Minuten). Die gefärbten Objektträger wurden für 30 Minuten in angewinkelter 

Stellung im Dunklen getrocknet und mittels Dako Fluorescence Mounting Medium (Dako North Ame-

rica Inc., Carpinteria, Kalifornien, USA) und Deckgläsern (Menzel-Gläser 24x50 mm, ThermoFisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) eingedeckt und über Nacht belassen. 

 
Methoxy-X04-Stammlösung 

Methoxy-X04 10 mg Tocris Bioscience, Bristol, UK 
Dimethylsulfoxid (DMSO) 100 µl Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
1,2-Propandiol 450 µl Krankenhausapotheke, Klinikum rechts der 

Isar, München, Deutschland 
1-fach PBS 450 µl AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Natriumhydroxid (1 mol/l) 50 µl  Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri USA 

Tabelle 6: Bestandteile der Methoxy-X04-Stammlösung. 

3.9.4. Mikroskopie und Zählung der Plaques 

Um die Alzheimer Plaques sichtbar zu machen und anschließend zu zählen wurde mit Hilfe des Mikro-

skops Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) eine digitale Aufnahme 

eines der drei Schnitte jedes gefärbten Objektträgers erstellt. Hierzu wurde zunächst unter 2,5-facher 

Vergrößerung orientierend der geeignetste Schnitt auf dem Objektträger ausgewählt und anschließend 

mit Hilfe der Software ZEN 2.3 pro (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) die ROI, d.h. 

Hippocampus und Isocortex, grob eingegrenzt (Abbildung 5). Die Aufnahmen wurden dann in zehnfa-

cher Vergrößerung angefertigt mit zwölf Millisekunden Belichtungszeit. Dafür unterteilt das Mikroskop 

die vorher definierte ROI in Kacheln mit zehnfacher Vergrößerung, die dann vollautomatisch abgelich-

tet und als eine große Bildatei digitalisiert werden (Abbildung 6). Da die Oberfläche der Schnitte nicht 

planar vorliegt, mussten dem System für jeden Schnitt manuell mindestens vier Fokuspunkte (in Z-

Richtung) über die gesamte ROI definiert werden. Anhand dieser Fokuspunkte errechnet das System für 
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jede Kachel die optimale Z-Position zur schärfsten Abbildung. Nachdem das gesamte Bild der ROI 

erstellt wurde erfolgte mit dem Befehl „Stitching“ durch die Software eine gleichmäßigere Anlagerung 

der einzelnen Kacheln, sodass sichtbare Kanten zwischen den Einzelbildern minimiert wurden. 

 

     

 
 

 

 
 

Abbildung 6: Grobe Auswahl der ROI 
(gelb) und Einteilung in Kacheln (rot). 
Jede Kachel wird in zehnfacher Vergröße-
rung abgelichtet und zu einem ganzen Bild 
zusammengefügt. Ansicht aus ZEN 2.3. 
pro. 

 

Abbildung 5: Digitales Abbild in der 
Sagittalebene eines Hirnschnitts 
(Tg2576, 10 Monate) mit wenigen Alzhei-
mer-Plaques (weiße Pfeile). Identifika-
tion der ROI anhand des Allen Mouse 
Brain Atlas (unten, Allen Institute, 
https://mouse.brain-map.org/static/atlas; 
Abgerufen: 31.10.2019, 15.50 Uhr). linke 
Verbindungslinie: Isocortex. Rechte Ver-
bindungslinie: Hippokampusformation. 
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Die Identifikation der Plaques wurde elektronisch durch das Open-Source Programm ImageJ mit der 

Erweiterung Fiji (ImageJ 1.52h, https://imagej.net/ImageJ; Abgerufen: 31.10.2019, 16.17 Uhr) vorge-

nommen. Dazu wurden bei jedem Hirnschnitt Hippocampus und Isocortex getrennt analysiert. Die Aus-

wahl wurde anhand des Allen Brain Atlas (https://mouse.brain-map.org/static/atlas; Abgerufen: 

31.10.2019, 15.50 Uhr) getroffen (Abbildung 5). Dazu wurde das „Polygonal Selection Tool“ verwendet 

und über das Tool „Measure“ die Gesamtfläche der Auswahl in Pixel (px) ermittelt. Des Weiteren wur-

den nicht ausgewählte Bereiche gelöscht („Clear outside“). Der Hintergrund wurde subtrahiert („Sub-

stract background“) um die Alzheimer-Plaques deutlicher abgrenzen zu können und ein für jedes Bild 

spezifischer Schwellenwert („Threshold“) festgelegt, der die Intensität festlegt, ab wann das System 

einen Alzheimer-Plaque erkennen sollte. Anschließend wurden die digital ausgewählten Partikel unter 

Berücksichtigung von Anzahl, Fläche und Anteil an der Fläche von Hippocampus und Isocortex gezählt 

(„Analyze“) und das Ergebnis auf Plausibilität überprüft.  

Es wurde der Mittelwert aus den prozentualen Anteilen der Plaques an der Fläche des Hippocampus 

oder Isocortex der sieben Schnitte pro Tier ermittelt und der statistischen Auswertung zugeführt. 

3.10. Western Blot (WB) 

3.10.1. Prinzip 

Der Western Blot (WB) beruht im Wesentlichen auf zwei Schritten: Zunächst wird das Proteingemisch 

durch Elektrophorese und der unterschiedlichen Laufgeschwindigkeit der Proteine aufgrund deren Mo-

lekulargewicht aufgetrennt. Anschließend erfolgt die elektrophoretische Übertragung (das eigentliche 

„Blotting“) der getrennten Proteine auf eine spezielle Membran, worauf später wiederum die Antigen-

Antikörper-Reaktion stattfinden kann. Diese ermöglicht die spezifische Markierung der gesuchten Pro-

teine (Antigene) und macht sie durch eine Enzymreaktion (ähnlich wie beim ELISA, Kapitel 3.8) sicht-

bar. Der geographische Name „Western Blot“ wurde analog zu den Verfahren „Southern Blot“ (zur 

Bestimmung von DNA-Sequenzen) und „Northern Blot“ (zur Bestimmung von RNA-Sequenzen) ge-

wählt. Der WB erlaubt durch die oben genannten Schritte eine sensitive Methode zur Bestimmung spe-

zifischer Proteine aus einer Mischung aus zahlreichen Antigenen (Burnette 1981).  

3.10.2. Herstellung der SDS-Page-Gele 

Zum Auftrennen der Proteine wurden SDS-PAGE-Gele (SDS, engl. sodium dodecyl sulfate polyac-

rylamide gel electrophoresis) benötigt, die aus zwei verschiedenen Fraktionen bestehen: Sammel- und 

Trenngel. Diese Gele wurden mithilfe einer speziellen nur oben geöffneten Kammer (Mini-PRO-

TEAN® 3 Multi-Casting Chamber, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA) hergestellt, 

in welche große und kleine Glasplatten (Mini-PROTEAN® Spacer Plates 1.0 mm und Short Plates, Bio-
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Rad Laboratories Inc., Hercules, Kaliforien, USA) eingespannt wurden. Die großen Glasplatten enthiel-

ten eine 1,0 mm dicke Aussparung, wodurch Zwischenräume für das spätere Gel entstanden. Nachdem 

die Kammer unten dicht verschlossen wurde, folgte die Zugabe des Trenngels (Tabelle 7) mittels einer 

großen Spritze (50 ml Original Perfusor® Spritze, B. Braun, Melsungen, Deutschland) über eine pas-

sende Öffnung von vorne unten, bis der Flüssigkeitsstand die Höhe des „Bio-Rad“-Logos auf der Kam-

mer erreicht hatte. Anschließend wurde mithilfe einer 5 ml Pipette das Sammelgel (Tabelle 7) von oben 

auf das Trenngel in die Aussparungen gegeben, bis die Zwischenräume der Glasplatten vollständig und 

ohne Luftblasen durch das spätere Gel ausgefüllt waren. Um 15 Geltaschen zu schaffen, wurden an-

schließend Kämme mit 1,0 mm Dicke (Mini-PROTEAN® Comb, 15-well, 1.0 mm, 26 µl, Bio-Rad 

Laboratories Inc., Hercules, Kalifornien, USA) in die Zwischenräume gesteckt. Zum Auspolymerisieren 

der Gele wurden diese einige Zeit bei Raumtemperatur belassen und anschließend über Nacht feucht 

eingepackt im Kühlschrank (4 °C) gelagert. 

 
Sammelgel (10 Gele) 

Rotiphorese® Gel 30 (Polyac-
rylamid) 

25 ml Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 

Tris (1,5 mol/l; pH 8,8) 18,75 ml Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
Aqua bidest 29,75 ml  
Natriumdodecylsulfat (10 %) 0,75 ml SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 
2,2,2-Trichlorethanol 0,75 ml Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
N,N,N’,N’-Tetramethylethy-
lendiamin (TEMED) 

75 µl 

Ammoniumpersulfat (APS) 375 µl 
Trenngel (10 Gele) 

Rotiphorese® Gel 30 (Polyac-
rylamid) 

4,2 ml Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 

Tris (1,25 mol/l; pH 6,8) 2,5 ml Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
Aqua bidest 17,5 ml  
Natriumdodecylsulfat (SDS) 
(10 %) 

0,25 ml SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

Tetramethylethylendiamin 
(TEMED)  

50 µl Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 

Ammoniumpersulfat (APS) 250 µl 

Tabelle 7: Bestandteile des Sammel- und Trenngels. 

3.10.3. Probenaufbereitung, Konzentrationsbestimmung und Vorbereitung 

Zur Analyse im Western Blot wurde bei – 80 °C gelagertes Hirngewebe aus dem Hippocampus (HC) 

sowie aus dem sensorischen Cortex (SC) herangezogen. Für die Aufbereitung wurden Mikroreaktions-

gefäße (Grinding Tubes) sowie Mörser aus dem Sample Grinding Kit (80-6483-37, GE Healthcare, 

Chalfont St. Giles, UK) verwendet. Um hygroskopisch angezogenes Wasser in den Grinding Tubes zu 
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entfernen, wurden diese bei 12.000 U/min für drei Minuten zentrifugiert und das überstehende Wasser 

abpipettiert. Zur Proteinextraktion wurden entweder 200 µl (HC) oder 280 µl (SC, da mehr Hirngewebe) 

Extraktionslösung (Tabelle 8) in die Mikroreaktionsgefäße pipettiert, das Hirngewebe zugegeben und 

für ca. zwei Minuten mittels Mörser und Granulat der Grinding Tubes zerkleinert. Gearbeitet wurde auf 

Eiswasser. Das zerkleinerte Gewebe wurde bei 14.000 U/min bei 4 °C für 40 Minuten zentrifugiert, der 

Überstand in ein neues Mikroreaktionsgefäß (1,5 ml; Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) überführt 

und die Zellhomogenisate bei – 20 °C gelagert. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte analog 

zu Kapitel 3.8.3 nach Bradford. 

 
Extraktionslösung (1 ml) 

Ripa Buffer 970 µl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (100×) 10 µl Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Deutschland cOmplete™ (50×) 20 µl 
Pepstatin (1 mg/ml) 1 µl 

Tabelle 8: Bestandteile des Extraktionspuffers zur Vorbereitung für die Gelelektrophorese. 

3.10.4. Vorbereiten der Proben und Auftrennen der Proteine 

Um einheitliche Proteinkonzentrationen zu erhalten, wurden die Homogenisate mittels Sample Buffer 

(SB) (4-fach: 1000 µl LDS-Buffer + 400 µl Sample Reducing Agent 10× (beide NuPage®, Invitrogen, 

Carlsbad, Kalifornien, USA)) entweder auf 1 µg/µl oder 2 µg/µl verdünnt. Dies wurde über die Gesamt-

proteinkonzentration des Extrakts festgelegt. Bei zuzugebender Menge an SB von < 5 µl wurde 4-fach 

SB, bei > 5 µl wurde 2-fach SB verwendet; beides bei einer späteren Probenmenge von 20 µl. Bevor die 

Proteine getrennt werden konnten, mussten diese thermisch denaturiert werden. Hierzu wurden die ein-

gestellten Proben mithilfe eines Thermoschüttlers (Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland) bei 95 °C für fünf Minuten gekocht. 

Die dicht abgeschlossene innere Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad Labo-

ratories Inc., Hercules, Kalifornien, USA) wurde mit Elpho-Buffer (Tabelle 9) vollständig gefüllt und 

in die Geltaschen je nach Konzentration der Proben 20 µl (2 µg/µl) oder 40 µl (1 µg/µl) hinzugefügt. 

Hierzu wurde eine 20 µl Pipette mit speziellen Spitzen (Pipet tips for gel loading with 25 mm capillary, 

VWR International, Radnor, Pennsylvania, USA) verwendet. In die ersten beiden linken Taschen wur-

den 20 µl des Standards gegeben. Dieser wurde aus Hirnrestgewebe verschiedener Mäuse hergestellt 

und war bei allen durchgeführten Western Blots identisch. In die rechte Randtasche wurden 10 µl der 

Markerlösung (Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) 

gegeben. Die äußere Kammer wurde mit Elpho-Buffer (Tabelle 9) aufgefüllt, sodass die Elektroden-

drähte bedeckt waren, um den Stromkreis zu schließen. Die Proteine wurden bei 100 Volt für 20 Minu-

ten und anschließend bei 200 Volt für ca. 30 Minuten getrennt, bis die Lauffront am unteren Ende des 

Gels angelangt war. 
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Die Gele wurden aus der Kammer und den Glasplatten gelöst und in Blotting-Puffer (Tabelle 9) gelegt. 

Mittels UV-Kammer (Universal Hood II Gel Doc System, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kali-

fornien, USA) wurden sie durch das „Stain Free Gel“-Protokoll (Image Lab 6.0, Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Hercules, USA) aktiviert und das Verteilungsmuster der Proteine sichtbar gemacht. 

 
Elpho-Puffer ad 2 l Aqua bidest 

Tris 6 g Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
Glycin 28,8 g Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
SDS 2 g SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland 

Blotting-Puffer (10X) ad 1 l Aqua bidest 
Tris 30 g Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
Glycin 69 g Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tris-buffered saline with Tween 20 (TBS/T) ad 2 l Aqua bidest 
Tris  6 g Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
Natriumchlorid 22,2 g Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
Tween® 20 2 ml 

Tabelle 9: Verwendete Pufferlösungen für den Western Blot. 

3.10.5. Übertragen der Proteine (Blotting) 

Die Zielmembranen für den Proteintransfer (Amersham™ Hybond™ Low Fluorescence 0.2 µm PVDF, 

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) wurden für jeweils 15 Sekunden in Aqua bidest und Methanol 

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) aktiviert und anschließend in den Blotting-Puffer gelegt. Die 

Blotting-Spangen wurden nach dem Schema in Abbildung 7 vorbereitet und die Gele an die entspre-

chende Position verbracht. Auf die Polung wurde geachtet, um eine Übertragung auf die Zielmembranen 

zu erreichen. Die Blotting-Kammer (Kammer, Spangen und Schwämme: Mini Trans-Blot® Electropho-

retic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Kalifornien, USA) wurde mit Blotting-Puffer 

gefüllt und ein Kühlpack hineingelegt. Es folgte die Proteinübertragung für 60 Minuten bei 80 Volt. 

Nach dem Blotting wurden die Membranen in TBS/T (Tabelle 9) eingelegt und ein Abbild mittels 

ImageLab 6.0 in einer UV-Kammer (Universal Hood II Gel Doc System; beide Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Hercules, Kalifornien, USA) erstellt (Protokoll „Stain Free Blot“). Die Membranen wurden parallel 

zur 80 kDa-Markierung (ermittelt durch den optisch sichtbaren Marker) zweigeteilt um sie entsprechend 

den Molekülgrößen der Antigene mit Antikörpern markieren zu können (Tabelle 10). 
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Abbildung 7:  Links: schematische Darstellung der komplett bestückten Blotting-Spange im Querschnitt mit 
Schwämmen (1), zwei Lagen Filterpapier (2, Whatman™ 3MM CHR Sheets, GE Healthcare UK Ltd., Little Chal-
font, UK), Blotting-Membranen (3) und den SDS-PAGE-Gelen (4). Blotting-Richtung vom Minus- zum Pluspol 
(orange Pfeile). Rechts: schematische Darstellung des SDS-PAGE-Gels mit 15 Geltaschen (S: Standard, P: Pro-
ben, M: Marker), Laufrichtung vom Minus- zum Pluspol und Aufteilung in Sammel- und Trenngel. 

 

3.10.6. Markierung der Proteine und verwendete Antikörper 

Zu den Membranen wurden für 60 Minuten 10 ml einer 5 % Rinderserumalbumin-(BSA)-Lösung (Al-

bumin Fraktion V, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) gegeben ehe 10 ml des pri-

mären Antikörpers (in Verdünnung 1:1000 in TBS/T, Tabelle 10) hinzugefügt wurden. Die Membranen 

wurden über Nacht mit dem primären Antikörper im Kühlschrank (8 °C) auf einem 3D-Schüttler (D305, 

Hettich Benelux B.V., Geldermalsen, Niederlande) inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Membranen drei Mal mit TBS/T für fünf Minuten gewaschen und für 60 

Minuten 10 ml des sekundären Anti-Rabbit-IgG (Verdünnung 1:10 000 in TBS/T, Tabelle 10) auf einem 

3D-Schüttler (Rocky® 3D, Fröbel Labortechnik, Lindau, Deutschland) hinzugegeben. Danach folgte 

erneut drei Mal das Waschen mit TBS/T für fünf Minuten. Um die markierten Proteine sichtbar zu 

machen, wurden die Membranen vor der Belichtung ca. eine Minute in das ECL-Reagenz (Tabelle 11) 

gelegt unter Lichtabschluss. Die Chemilumineszenz-Reaktion der ECL-Reagenz mit der Horseradish 

peroxidase (Meerrettichperoxidase, HRP) gebunden an Anti-Rabbit-IgG wurde mit dem Programm 

ImageLab 6.0 (Protokoll „Chemi“) in der UV-Kammer (Universal Hood II Gel Doc System; beide Bio-

Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA) detektiert und die gewünschten Proteine selektiv sichtbar ge-

macht. Die Belichtungszeit wurde individuell an den maximal möglichen Schwarzwert angepasst. Die 

Membranen wurden nach dem Ablichten getrocknet und sicher aufbewahrt. 
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War es notwendig, eine Membran erneut mit einem anderen Antikörper zu markieren, so wurde diese 

drei Mal für fünf Minuten mit TBS/T gewaschen. Danach wurde zwei Mal für 15 Minuten Stripping-

Buffer (Restore™ PLUS Western Blot Stripping Buffer, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massa-

chussets, USA) hinzugegeben und erneut zweimal für zehn Minuten mit TBS/T gewaschen. Danach 

wurden die Membranen wie oben beschrieben mit 5% BSA inkubiert und das Verfahren analog fortge-

setzt. 

 
Zielantigen Erklärung Best.-Nr. Hersteller 
Anti-Rabbit-IgG sekundärer Antikörper, mit HRP gekoppelt #7074 Cell Signaling 

Technology, 
Cambridge, UK 

GluN2B NMDA-Rezeptor-2b (ionotroper Glutamat-
Rezeptor)  

#4207 

APP Amyloid-Precursor-Protein  #2452 
Caspase 3 Caspase 3  #9662 
mGluR5 metabotroper-Glutamat-Rezeptor-5  ab53090 Abcam, 

Cambridge, UK GABA-A α1 γ-Amino-Buttersäure-Rezeptor A α1  ab33299 
TNF-α Tumornekrosefaktor α XP-5284 ProSci Inc., San 

Diego, CA, USA 

Tabelle 10: Verwendete Antikörper mit Zielantigen im Western Blot. 

 
 

Enhancend Chemiluminescence Reagent (ECL-Reagenz) 
Aqua bidest 18 ml  
Luminol (44,29 mg/ml in DMSO) 200 µl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
p-Cumarsäure (14,78 mg/ml in 
DMSO) 

80 µl 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Lösungsmittel 
Tris (1 mol/l) 2 ml Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland 
Wasserstoffperoxid (H2O2, 30%) 
als Startreagenz  

6,1 µl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Tabelle 11: Inhalt des Enhanced Chemiluminescence Reagent (ECL-Reagenz). 

3.10.7.  Auswertung der Antigenkonzentrationen 

Die Auswertung der Antigenmengen wurde mit der Software ImageLab 6.0.1 (Bio-Rad Laboratories, 

Inc., Hercules, Kalifornien, USA) durchgeführt. Hierzu wurde das Abbild der unmarkierten Membran 

(Kapitel 3.10.4) sowie der mit Antikörpern markierten Membran benötigt (Kapitel 3.10.5). Mithilfe der 

unmarkierten Membranen („Stain Free Blot“) wurden die vertikalen Spuren („Lanes“) der aufgetrennten 

Proteine und somit die Gesamtproteinmenge in Form der Intensität der Lanes erfasst (Abbildung 8 

rechts). Die erste Lane des Standards wurde dabei als Referenzmenge genutzt. Darüber wurde ein Nor-

malisierungsfaktor gegenüber den restlichen Lanes ermittelt, der mit der Intensität der detektierten Ban-

den des „Chemi Blot“ multipliziert wurde (Abbildung 8 links). Damit wurde eine unterschiedliche 
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Gesamtproteinmenge der Lanes bzw. verminderte Übertragungsqualität ausgeglichen, die die spezifi-

sche Intensität der Banden des Chemi Blots verfälschen und auf eine falsche Proteinmenge hinweisen 

würde.  

 

 

Abbildung 8: Auswertung des Western Blot mittels ImageLab 6.0.1. Rechts der „Stain Free Blot“ mit markierten 
Lanes und der „Referenzlane“ 1, die mit „Norm“ bezeichnet wird. Links die Banden des Chemi Blot mit den 
gleichen Lanes wie rechts zur Normierung. 

ImageLab ermittelt über den Normalisierungsfaktor eine „Normalisierte Intensität“, die mit der Menge 

an exprimiertem Protein korreliert. Dieser erste Schritt dient der intrinsischen Normierung jedes einzel-

nen Durchgangs bzw. jeder einzelnen Membran, die durch unterschiedliche Proteinmengen der einzel-

nen Lanes notwendig wird. 

Mittels Microsoft Excel (Excel 2010, Microsoft Corp., Redmond, Washington, USA) wurde eine zweite 

Anpassung der Werte vorgenommen. Anhand der Intensitäten der Standards der einzelnen Membranen 

(Abbildung 8, die ersten beiden Banden links) konnten diese untereinander normalisiert werden, da die 

Proteinmenge der Standards bei allen Durchgängen konstant war. Aus den Mittelwerten ergab sich wie-

der ein Faktor, der mit den Intensitäten der Banden multipliziert die wahre Proteinexpression über alle 

Membranen hinweg möglichst genau wiedergab. Somit wurden die einzelnen Durchgänge untereinan-

der normiert und die relativen Proteinexpressionen konnten miteinander verglichen werden. 

 



32 

3.11. Statistische Auswertung der Ergebnisse 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Statistics 

25 (IBM, Armonk, New York, USA). Die mittels mHBT erhobenen abhängigen Variablen (aus Neuro-

kognition, Motorik, Verhalten; siehe Tabelle 4) wurden auf zwei verschiedene Arten untersucht: 

(1) Berechnungen mit dem allgemeinen linearen Modell (engl. general linear model, GLM) wurden zur 

Analyse des Zeitverlaufs des Lernvorgangs über die acht Versuchstage verwendet. Hierbei fungierten 

die Gruppen (Geschlecht, Genotyp, Intervention) als Zwischensubjektfaktoren und die Zeit (Tag 1 – 8) 

als Innersubjektfaktor. Signifikante Interaktionseffekte wurden mittels paarweiser Vergleiche der ge-

schätzten Randmittel näher untersucht. 

(2) Um das Ergebnis des Lernprozesses an Tag 8 des mHBT zu bewerten wurde eine einfaktorielle 

Varianzanalyse (engl. univariate analysis of variance, UNIANOVA) berechnet mit Geschlecht, Genotyp 

und Art der Intervention als unabhängige Variablen und die Ergebnisse des mHBT an Tag 8 als abhän-

gige Variable. Auch hier wurden Interaktionen mittels paarweiser Vergleiche der geschätzten Randmit-

tel näher betrachtet.  

Mit den Ergebnissen der molekularbiologischen Analytik (jeweils die abhängige Variable) aus ELISA, 

Western Blot und Methoxy-Färbung wurde ebenfalls eine UNIANOVA mit Geschlecht, Genotyp und 

Intervention als unabhängige Variablen durchgeführt. Signifikante Interaktionseffekte zwischen den 

Versuchsgruppen wurden mittels paarweiser Vergleiche der geschätzten Randmittel näher untersucht. 

Da die analytischen Ergebnisse nicht normalverteilt waren, wurde zuvor eine logarithmische Transfor-

mation durchgeführt. 

Es wurden einfache lineare Regressionsanalysen mit allen Parametern des mHBT (Mittelwerte aus den 

Durchläufen aller 8 Tage) und den Ergebnissen aus ELISA, WB und Methoxy-Färbung durchgeführt. 

Bei ausgewählten Parametern wurde zudem der Einfluss des Geschlechts, des Genotyps sowie der Nar-

kose auf die Korrelation untersucht. 

Das Signifikanzniveau wurde auf α = 0,05 festgelegt. 
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4. Ergebnisse 

4.1. Modifizierter Holeboard Test (mHBT) 

Aus Gründen der Übersichtlichkeit wird in den folgenden Absätzen überwiegend der Begriff Carrier 

(engl. Träger) für Mäuse, die die Tg2576-Mutation tragen, verwendet. Mäuse ohne Mutation, d.h. mit 

normalem genetischem Hintergrund, werden als Wildypen bezeichnet. 

Mit Hilfe des mHBT können das Verhalten, die Neurokognition und die Motorik der Mäuse untersucht 

werden. Für eine detaillierte Darstellung der unterschiedlichen Parameter siehe Tabelle 4. 

4.1.1. Verhalten 

Verhaltensparameter bilden im mHBT gerichtete und ungerichtete Exploration sowie Vermeidungs- und 

Angstverhalten der Mäuse ab. 

Zielgerichtete Exploration wird durch die Latenz bis zum ersten Besuch eines Zylinders (Latency First 

Hole Visit, LFHV) und die Anzahl besuchter markierter Zylinder (Correct Hole Visits, CHV) be-

schrieben. 

Die LFHV nahm über die 8 Tage des mHBT ab (Zeit: p < 0,001). Wildtypen brauchten signifikant 

länger, bis sie zum ersten Mal einen Zylinder aufsuchten als Alzheimer-Mäuse (Genotyp: p = 0,022). 

Dieser Unterschied bestand in dieser Form auch an Tag 8 des mHBT (Genotyp Tag 8: p = 0,006) (Dia-

gramm 1). 

Bei den CHV konnte weder über die Zeit noch am letzten Tag des mHBT ein signifikanter Unterschied 

zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden.  

Ungerichtete Exploration zeigt sich bei Mäusen durch Aufrichten auf die Hinterbeine (Rearing, RR). 

Über die Zeit nahm die Anzahl der Rearings signifikant ab (Zeit: p < 0,001). Wildtypen stellten sich 

signifikant häufiger auf die Hinterbeine als Carrier (Genotyp: p < 0,001).  

Dies zeigte sich auch am letzten Tag des mHBT (Genotyp Tag 8: p = 0,001) (Diagramm 2). Weiter 

zeigte sich hier ein Interaktionseffekt zwischen Geschlecht und Narkose (Geschlecht × Narkose p = 

0,022). In der Gruppe der narkotisierten Tiere fand sich eine signifikant höhere Anzahl an Rearings bei 

Männchen im Vergleich zu Weibchen (männlich vs. weiblich: p = 0,016). Männliche narkotisierte 

Mäuse stellten sich signifikant häufiger auf die Hinterbeine als männliche Exemplare der Kontroll-

gruppe (Isofluran vs. Sham: p = 0,018).  
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Latency First Hole Visit (LFHV) 

  

Diagramm 1 A: Latenz bis zum ersten Besuch eines 
Lochs in Sekunden (LFHV). Mittelwerte der Versuchs-
gruppen (in Sekunden) aus den vier Durchläufen an je-
weils zwei aufeinanderfolgenden Tagen im Zeitverlauf 
des mHBT (Tag 1 – 8). 

Diagramm 1 B: Latenz bis zum ersten Besuch eines 
Lochs (LFHV). Mittelwerte in Sekunden aus den vier 
Durchgängen an den acht Versuchstagen des mHBT. 
Signifikante Unterschiede zwischen Wildtypen und 
Tg2576 (* p = 0,022). Mittelwerte der Gruppen und 
95% Konfidenzintervall der Mittelwerte dargestellt. 

 Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 

 
Die gemessene Zeit bis zum ersten Betreten des Boards (Latency First Board Entry, LFBE), die An-

zahl der Besuche auf den Board (Number Of Board Entries, NBE) und die gesamte Zeit, die die Mäuse 

auf dem Board verbringen (Time On Board, TOB) geben Hinweise auf das Vermeidungsverhalten der 

Mäuse, da das Board als ungeschützter Bereich des mHBT gilt (Ohl et al. 2003). 

Bei Betrachtung der LFBE ergaben sich lediglich an Tag 8 des mHBT signifikante Unterschiede zwi-

schen Wildtypen und Alzheimer-Mäusen. Wildtypen brauchten länger, um das Board zum ersten Mal 

zu betreten als Carrier (Genotyp Tag 8: p = 0,044). 

Unabhängig von der Versuchsgruppe machten alle Tiere über die acht Tage des mHBT weniger Besuche 

auf dem Board (Zeit: p < 0,001). 

Die auf dem Board verbrachte Zeit (TOB) nahm über den Versuchszeitraum zu (Zeit: p = 0,026). Carrier 

verbrachten signifikant mehr Zeit auf dem Board als Wildtypen (Genotyp: p = 0,024). Dieser Effekt 

zeigt sich auch an Tag 8 (Genotyp Tag 8: p < 0,001) (Diagramm 3). 
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Rearing (RR) 

  

Diagramm 2 A: Anzahl der Rearings (RR) pro Durch-
lauf. Mittelwerte der Versuchsgruppen aus den vier 
Durchläufen an jeweils zwei aufeinanderfolgenden Ta-
gen im Zeitverlauf des mHBT (Tag 1 – 8). 

Diagramm 2 B: Anzahl der Rearings. Mittelwerte 
aus den jeweils vier Durchgängen an acht Versuchs-
tagen des mHBT. Signifikante Unterschiede zwi-
schen Wildtypen und Tg2576 (* p < 0,001). Mittel-
werte der Gruppen und 95% Konfidenzintervall der 
Mittelwerte dargestellt. 

Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 

 
Angst und Erregung der Tiere werden im mHBT anhand der Gesamtzeit der Putzphasen (Grooming, 

GR), Anzahl der abgesetzten Kothaufen (Boli) sowie die Dauer einer Bewegungsstarre (Immobility) 

gemessen. 

Die Gesamtzeit, in der sich die Mäuse putzen, veränderte sich nicht signifikant über die Zeit, jedoch 

verbrachten Wildtypen signifikant mehr Zeit mit Grooming als Carrier (Genotyp: p = 0,017). Dies ließ 

sich auch an Tag 8 des mHBT beobachten (Genotyp Tag 8: p = 0,018) (Diagramm 4). 

Die Tiere setzten weniger Kothaufen über die acht Tage des mHBT ab (Zeit: p < 0,001). Dieser Effekt 

war abhängig vom Genotyp (Zeit × Genotyp: p = 0,019). Wildtypen machten im Verlauf der 8 Tage 

signifikant mehr Boli als Carrier (Genotyp: p = 0,048). Dieser Effekt konnte an Tag 8 nicht beobachtet 

werden. 

Die Dauer der Immobilitätsphasen nahm über die Zeit hinweg unabhängig von der Versuchgruppenzu-

gehörigkeit ab (Zeit: p < 0,001). An Tag 8 fanden sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen. 
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Time on Board (TOB) 

 

Diagramm 3 A: Anteil an der Zeit eines Durchlaufs 
(Time Trial), den die Mäuse auf dem Board verbrin-
gen, in Prozent (TOB). Mittelwerte aus den vier 
Durchläufen an jeweils zwei aufeinanderfolgenden 
Tagen im Zeitverlauf des mHBT (Tag 1 – 8). 

Diagramm 3 B: Anteil an der Zeit eines Durchlaufs 
(Time Trial), den die Mäuse auf dem Board verbringen, 
in Prozent (TOB). Mittelwerte aus den jeweils vier 
Durchgängen an den acht Versuchstagen des mHBT. 
Signifikante Unterschiede zwischen Wildtypen und 
Tg2576 (* p = 0,024). Mittelwerte der Gruppen und 
95% Konfidenzintervall der Mittelwerte dargestellt. 

Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 

 
Wildtypen zeigten ein ausgeprägteres Vermeidungs- und Angstverhalten als die Tg2576-Mäuse. Ziel-

gerichtete Exploration war bei den Alzheimer-Mäusen ausgeprägter, wohingegen Wildtypen häufiger 

ungerichtetes Erkundungsverhalten zeigten. Narkose und Geschlecht beeinflussten diese Parameter 

nicht. 
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Grooming (GR) 

  

Diagramm 4 A: Anteil an der Zeit eines Durchlaufs 
(Time Trial), den die Mäuse mit Putzphasen verbrin-
gen, in Prozent (Grooming). Mittelwerte aus den vier 
Durchläufen an jeweils zwei aufeinanderfolgenden Ta-
gen im Zeitverlauf des mHBT (Tag 1 – 8).  

 

Diagramm 4 B: Anteil an der Zeit eines Durchlaufs 
(Time Trial), den die Mäuse mit Putzphasen verbrin-
gen (Grooming). Mittelwerte aus den jeweils vier 
Durchgängen an den acht Versuchstagen des mHBT. 
Signifikante Unterschiede zwischen Wildtypen und 
Tg2576 (* p = 0,017). Mittelwerte der Gruppen und 
95% Konfidenzintervall der Mittelwerte dargestellt. 

Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 

4.1.2. Neurokognition 

Parameter der Neurokognition im mHBT spiegeln die Funktion des deklarativen Gedächtnisses (Wrong 

Choices, Omission Errors, Wrong Choices Total), des Arbeitsgedächtnisses (Repeated Choices), der 

Lernleistung und der Motivation (Time Trial) wider. 

Bei den wiederholten Besuchen von bereits geleerten Löchern (Repeated Choices, RC) ergab sich über 

die acht Versuchstage keine signifikante Veränderung (Zeit: p > 0,05). Die Anzahl der RC war bei den 

Carriern signifikant höher als bei den Wildtypen (Genotyp: p < 0,001), unabhängig von den Faktoren 

Geschlecht und Narkose.  
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Repeated Choices (RC) 

  

Diagramm 5 A: Anzahl der Repeated Choices (RC). 
Mittelwerte aus den vier Durchläufen an jeweils 
zwei aufeinanderfolgenden Tagen im Zeitverlauf 
des mHBT (Tag 1 – 8). 

 

Diagramm 5 B: Anzahl der Repeated Choices (RC). 
Mittelwerte aus den jeweils vier Durchgängen an den 
acht Versuchstagen des mHBT. Signifikante Unter-
schiede zwischen Wildtypen und Tg2576 (* p < 0,001). 
Mittelwerte der Gruppen und 95% Konfidenzintervall 
der Mittelwerte dargestellt. 

Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 

 

Die Anzahl der RC an Tag acht, dem letzten Tag des mHBT, unterschied sich signifikant zwischen 

Alzheimer-Mäusen und Wildtypen. Carrier zeigten am achten Tag mehr RC als Wildtypen (Genotyp 

Tag 8: p < 0,001) (Diagramm 5). 

Die Anzahl der Besuche von unmarkierten Zylindern (Wrong Choices, WC) nahm über die acht Ver-

suchstage hinweg ab (Zeit: p < 0,001). Carrier machten signifikant weniger WC als Wildtypen (Geno-

typ: p < 0,001). Der Vergleich an Tag 8 zeigte signifikant weniger WC bei Alzheimer-Mäusen im Ver-

gleich zu den Wildtypen (Genotyp Tag 8: p = 0,016).  

Es zeigten sich weniger ausgelassene Besuche eines markierten Lochs (Omission Errors, OE) im Zeit-

verlauf des mHBT (Zeit: p < 0,001). Wildtypen machten signifikant mehr OE als Alzheimer-Mäuse 

(Genotyp: p = 0,035). 

Die Anzahl der OE am letzten Versuchstag des mHBT war bei den Wildtypen signifikant höher als bei 

den Carriern (Genotyp Tag 8: p = 0,047). Hier waren die Einflüsse von Geschlecht, Genotyp und Art 

der Intervention voneinander abhängig (Geschlecht × Genotyp × Narkose Tag 8: p = 0,027). So zeigten 

sich lediglich bei den männlichen Wildtypen signifikante Unterschiede in den Interventionsgruppen: 
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Narkotisierte, männliche Wildtypen machten mehr OE an Tag 8 als die Tiere in der Kontrollgruppe 

(Isofluran vs. Sham: p = 0,019). Nur in der Gruppe der männlichen, narkotisierten Tiere zeigten sich 

signifikant mehr OE bei Exemplaren mit der Alzheimer-Mutation im Vergleich zu den Wildtypen 

(männlich vs. weiblich: p = 0,014). 

Die Summe aus WC und OE wird Anzahl der Gesamtfehler (Wrong Choices Total, WCT) bezeichnet. 

Sie nahm während den acht Tagen des mHBT ab (Zeit: p < 0,001). Wildtypen machten sowohl über den 

Gesamtzeitraum (Genotyp: p < 0,001) als auch am letzten Tag (Genotyp Tag 8: p = 0,016) signifikant 

mehr WCT als Carrier (Diagramm 6). 

Wrong Choices Total (WCT) 

 

Diagramm 6 A: Anzahl der Wrong Choices Total 
(WCT). Mittelwerte aus den vier Durchläufen an 
jeweils zwei aufeinanderfolgenden Tagen im Zeit-
verlauf des mHBT (Tag 1 – 8). 

 

Diagramm 6 B: Anzahl der Wrong Choices Total 
(WCT). Mittelwerte aus den jeweils vier Durchgängen 
an den acht Versuchstagen des mHBT. Signifikante Un-
terschiede zwischen Wildtypen und Tg2576 (* p < 
0,001). Mittelwerte der Gruppen und 95% Konfidenzin-
tervall der Mittelwerte dargestellt. 

Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 

 
Betrachtet man die benötigte Gesamtzeit für den Abschluss eines Durchlaufs (Time Trial), d.h. bis die 

drei Zylinder aufgesucht wurden und die Belohnungen gefressen wurden oder die fünf Minuten verstri-

chen waren, so nahm diese über den Zeitverlauf ab (Zeit: p < 0,001). Wildtypen benötigten signifikant 

länger als Alzheimer-Mäuse, um eine Runde zu beenden (Genotyp: p < 0,001). Dies ließ sich auch an 

Tag 8 beobachten (Genotyp Tag 8: p = 0,001). 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

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

W
ro

ng
 C

ho
ic

es
 T

ot
al

: A
nz

ah
l p

ro
 D

ur
ch

la
uf

Zeit (Versuchstage)

w / WT / Sh (n = 10) w / WT / Iso (n = 10)

m / WT / Sh (n = 10) m / WT / Iso (n = 10)

w / TG / Sh (n = 10) w / TG / Iso (n = 10)

m / TG / Sh (n = 9) m / TG / Iso (n = 10)

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

5
W

ro
ng

 C
ho

ic
es

 T
ot

al
: A

nz
ah

l p
ro

 D
ur

ch
la

uf
an

 d
en

 8
 T

ag
en

 d
es

 m
H

B
T

w
/ W

T 
/ S

h

m
 / 

W
T 

/ S
h

w
 / 

W
T 

/ I
so

m
 / 

W
T 

/ I
so

w
 / 

TG
 / 

Is
o

w
 / 

TG
 / 

S
h

m
 / 

TG
 / 

Is
o

m
 / 

TG
 / 

S
h

*



40 

Träger der Alzheimer-Mutation zeigten eine bessere Testperformance als Wildtypen, die sich in besse-

ren Werten für WC, OE sowie WCT niederschlug. Lediglich bei den RC schnitten Carrier schlechter als 

Wildtypen ab. Narkose und das Geschlecht zeigten keinen signifikanten Einfluss. 

4.1.3. Motorik 

Parameter der Motorik, die im mHBT erhoben werden, lassen Aussagen über die allgemeine Bewe-

gungsaktivität sowie die Funktion der Feinmotorik der Tiere zu. 

Die Anzahl der überquerten Linien auf dem modifizierten Holeboard (Line Crossings, LC) gibt Hin-

weise auf die allgemeine Bewegungsaktivität. Eine Veränderung über die Zeit des mHBT ergab sich 

nicht. Carrier machten signifikant mehr LC als Wildtypen (Genotyp: p = 0,025). An Tag 8 zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mehr (Diagramm 7). 

Line Crossings (LC) 

 

Diagramm 7 A: Anzahl der Line Crossings (LC) 
pro Minute. Mittelwerte aus den vier Durchläufen 
an jeweils zwei aufeinanderfolgenden Tagen im 
Zeitverlauf des mHBT (Tag 1 – 8). 

 

Diagramm 7 B: Anzahl der Line Crossings (LC) pro Mi-
nute. Mittelwerte aus den jeweils vier Durchgängen an 
den acht Versuchstagen des mHBT. Signifikante Unter-
schiede zwischen Wildtypen und Tg2576 (* p = 0,025). 
Mittelwerte der Gruppen und 95% Konfidenzintervall 
der Mittelwerte dargestellt. 

Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 
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Die Feinmotorik wird durch die Anzahl an Besuchen markierter Zylinder ohne Fressen der Mandel (ge-

scheiterte Lochbesuche, Unsuccessful Hole Visits, UHV) sowie der Zeit bis zum Verzehr einer gefun-

denen Mandel (Time Food Intake, TFI) gemessen.  

Die Mäuse benötigten unterschiedlich lange für die Einnahme einer Mandel (TFI) an den acht Versuchs-

tagen, wobei sich keine Tendenz zu Zu- oder Abnahme der Zeiten feststellen ließ (Zeit: p = 0,005). 

Carrier benötigten signifikant länger als Wildtypen (Genotyp: p < 0,001). Dies zeigte sich auch am 

letzten Tag des mHBT (Genotyp Tag 8: p = 0,001) (Diagramm 8). 

Time Food Intake (TFI) 

 

Diagramm 8 A: Zeit, die die Mäuse für die Ein-
nahme einer Mandel benötigen (TFI). Mittelwerte 
in Sekunden aus den vier Durchläufen an jeweils 
zwei aufeinanderfolgenden Tagen im Zeitverlauf 
des mHBT (Tag 1 – 8). 

  

Diagramm 8 B: Zeit, die die Mäuse für die Einnahme 
einer Mandel benötigen (TFI) in Sekunden. Mittelwerte 
aus den jeweils vier Durchgängen an den acht Ver-
suchstagen des mHBT. Signifikante Unterschiede zwi-
schen Wildtypen und Tg2576 (* p < 0,001). Mittelwerte 
der Gruppen und 95% Konfidenzintervall der Mittel-
werte dargestellt. 

Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 

 
Die UHV nahmen über den Versuchszeitraum hinweg ab (Zeit: p < 0,001). Es bestanden keine Unter-

schiede zwischen Alzheimer-Mäusen und Wildtypen. Die Effekte von Narkose und Geschlecht waren 

voneinander abhängig (Geschlecht × Narkose: p = 0,023). In der Gruppe der männlichen Versuchstiere 

zeigten narkotisierte männliche Mäuse signifikant mehr gescheiterte Lochbesuche als männliche Tiere 

der Kontrollgruppe (Isofluran vs. Sham: p = 0,007). In der Gruppe der Mäuse mit Allgemeinanästhesie 

machten Männchen signifikant mehr UHV als Weibchen (männlich vs. weiblich: p = 0,004). An Tag 8 
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fand sich ein Interaktionseffekt zwischen Geschlecht und Narkose (Geschlecht × Narkose: p = 0,007). 

Es ergaben sich die gleichen signifikanten Gruppeneffekte wie oben beschrieben (Isofluran vs. Sham: p 

= 0,004; männlich vs. weiblich: p = 0,005). 

Tg2576-Mäuse zeigten eine höhere Bewegungsaktivität als die Wildtypen, bei gleichzeitig beeinträch-

tigter Feinmotorik. 

4.2. Molekularbiologische Analytik 

Es wurden jeweils vier bis sieben Mausgehirne aus den acht Versuchsgruppen einer molekularbiologi-

schen Analytik mittels ELISA und Western Blot unterzogen. Die Anzahl der Amyloid-Plaques wurde 

an jeweils zwei Hirnschnitten der Wildtypen pro Versuchsgruppe und vier Hirnschnitten der Tg2576-

Mäuse pro Versuchsgruppe untersucht. 

4.2.1. Lösliches Amyloid-β-1-42 (Aβ-1-42) 

Mäuse mit der Tg2576-Mutation wiesen signifikant mehr Aβ-1-42 in ihrem motorischen präfrontalen 

Cortex (MPFC) auf als Wildtypen (Genotyp: p < 0,001) (Diagramm 11). Eine höhere Aβ-42-Konzent-

ration in den Gehirnen der narkotisierten Tiere verfehlte die Signifikanz knapp (Narkose: p = 0,054). 

Der Einfluss von Geschlecht und Narkose war voneinander abhängig (Geschlecht × Narkose p = 0,012). 

In der Kontrollgruppe zeigten weibliche Tiere mehr Aβ-1-42 im MPFC als deren männliche Wurfge-

schwister (männlich vs. weiblich: p = 0,003). In der Gruppe der männlichen Tiere wiesen narkotisierte 

Mäuse signifikant mehr Aβ-1-42 auf als die männlichen Tiere der Kontrollgruppe (Isofluran vs. Sham: 

p = 0,003). 

4.2.2. Amyloid-Plaques (Methoxy-Färbung) 

Der Anteil der Amyloid-Plaques (Alzheimer-Plaques) an der Gesamtfläche des Hippocampus (HC) war 

bei den Carriern signifikant höher als bei den Wildtypen (Genotyp: p = 0,001) (Diagramm 10). Es erga-

ben sich keine Unterschiede hinsichtlich des Geschlechts oder zwischen den Interventionsgruppen. 

Der Anteil der Alzheimer-Plaques an der Gesamtfläche des Isocortex (IC) war bei transgenen Mäusen 

signifikant höher als bei Wildtypen (Genotyp: p < 0,001) (Diagramm 9). Hinsichtlich Narkose oder 

Geschlecht ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.  

4.2.3. Amyloid-Precursor-Protein (APP) 

Träger der Tg2576-Mutation zeigten eine signifikant höhere Expression des Amyloid-Precursor-Pro-

teins (APP) im sensorischen Cortex (SC) (p < 0,001) (Diagramm 12) sowie im HC (p < 0,001) 
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(Diagramm 13). Es ergaben sich in beiden Gehirnregionen keine Unterschiede beim Geschlecht oder 

nach der Durchführung einer Allgemeinanästhesie mit Isofluran.  

4.2.4. NMDA-Rezeptor-2B (NR2B) 

Bei der Expression des NR2B ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen 

Versuchsgruppen sowohl im Hippocampus als auch im sensorischen Cortex. 

4.2.5. Metabotroper Glutamat-Rezeptor 5 (mGluR5) 

Bei der Expression des mGluR5 im Hippocampus war der Einfluss einer Isoflurannarkose vom Genotyp 

abhängig (Genotyp × Narkose: p = 0,035). Bei den Wildtypen zeigten die narkotisierten Mäuse eine 

geringere Menge des mGluR5 im Vergleich zur Kontrollgruppe (Isofluran vs. Sham: p = 0,017) (Dia-

gramm 14). 

Im sensorischen Cortex ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. 

4.2.6. GABA-A-Rezeptor α1-Untereinheit (GABA-A α1) 

Der Einfluss des Genotyps auf die Expression der GABA-A α im Hippocampus war vom Typ der Inter-

vention abhängig (Genotyp × Narkose: p = 0,010). Bei den Wildtypen zeigten die Tiere der Kontroll-

gruppe signifikant mehr GABA-A α1 als die Mäuse nach einer Allgemeinanästhesie mit Isofluran (Iso-

fluran vs. Sham: p = 0,012) (Diagramm 15). 

Im sensorischen Cortex konnten keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden. 

4.2.7. Caspase 3 

Die Expression der Caspase 3 im Hippocampus war vom Geschlecht der Versuchstiere abhängig. Männ-

liche Mäuse zeigten signifikant mehr Caspase 3 als ihre weiblichen Wurfgeschwister (Geschlecht: p = 

0,026) (Diagramm 16). 

Im sensorischen Cortex zeigten sich keine Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen. 

4.2.8. Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) 

Mäuse mit der Tg2576-Mutation exprimierten signifikant mehr TNF-α im Hippocampus als die Wild-

typen (Genotyp: p = 0,013) (Diagramm 17). 

Bei der Expression von TNF-α im sensorischen Cortex konnten keine Unterschiede zwischen den ein-

zelnen Versuchsgruppen festgestellt werden.  
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Diagramm 9: Prozentualer Anteil (%) der Amyloid-
Plaques an der Gesamtfläche des Isocortex der Tg2576-
Mäuse. Wildtypen (keine Belastung mit Amyloid-Plaques) 
nicht dargestellt. Keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Versuchsgruppen. Mittelwert und 95% Kon-
fidenzintervall des Mittelwerts dargestellt. 

 
 

Diagramm 10: Prozentualer Anteil (%) der Amyloid-
Plaques an der Gesamtfläche des Hippocampus (HC) 
der Tg2576-Mäuse. Wildtypen (keine Belastung mit 
Amyloid-Plaques) nicht dargestellt. Keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Mit-
telwert und 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts 
dargestellt. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 9: Zwei Hirnschnitte von Tg2576-Mäusen (10 
Monate) ohne (oben) und mit zwei Plaques (unten). Grau-
stufen-Ansicht während der Auswertung mit Fiji. 

 

Diagramm 11: Aβ-1-42-Konzentration (pg/ml) im mo-
torischen präfrontalen Cortex (MPFC) der einzelnen 
Versuchsgruppen. Signifikante Unterschiede zwischen 
WT und Tg2576 (p < 0,001). Mittelwert und 95% Kon-
fidenzintervall des Mittelwerts dargestellt. 

 
Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, Sh), 
Isoflurannarkose (Iso). 
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Diagramm 12: Expression von APP im sensorischen Cortex 
(SC) als Normalisierte Menge (in 106 Einheiten) und darunter 
entsprechende WB-Banden. Signifikante Unterschiede zwi-
schen Wildtypen und Tg2576 (* p < 0,001). Mittelwert und 
95% Konfidenzintervall des Mittelwerts dargestellt. 

 

 
Diagramm 13: Expression von APP im Hippocampus 
(HC) als Normalisierte Menge (in 106 Einheiten) und da-
runter entsprechende WB-Banden. Signifikante Unter-
schiede zwischen Wildtypen und Tg2576 (* p < 0,001). 
Mittelwert und 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts 
dargestellt.  

 

  
 

Diagramm 14: Expression von mGluR5 im Hippocampus als 
Normalisierte Menge (in 106 Einheiten) und darunter entspre-
chende WB-Banden. Signifikante Unterschiede zwischen Isoflu-
ran und Sham bei den Wildtypen (* p = 0,017) Mittelwert und 
95% Konfidenzintervall des Mittelwerts dargestellt. 
 
 

  
 

Diagramm 15: Expression von GABA-A α1 im Hippocam-
pus als Normalisierte Menge (in 106 Einheiten) und darun-
ter entsprechende WB-Banden. Signifikante Unterschiede 
zwischen Isofluran und Sham bei den Wildtypen (* p = 
0,012). Mittelwert und 95% Konfidenzintervall des Mittel-
werts dargestellt. Logarithmierte Skala.  

Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, Sh), Isofluran-

narkose (Iso). 
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Diagramm 16: Expression von Caspase 3 im Hippo-
campus als Normalisierte Menge (in 106 Einheiten) 
und darunter entsprechende WB-Banden. Signifikante 
Unterschiede zwischen weiblichen und männlichen 
Mäusen (* p = 0,026) Mittelwert und 95% Konfiden-
zintervall des Mittelwerts dargestellt.  

  
 

Diagramm 17: Expression von TNF-α im Hippocampus 
als Normalisierte Menge (in 106 Einheiten) und darunter 
entsprechende WB-Banden. Signifikante Unterschiede 
zwischen Wildtypen und Tg2576  (* p = 0,013)  Mittel-
wert und 95% Konfidenzintervall des Mittelwerts darge-
stellt.  

 
Versuchsgruppen: Tg2576 (TG, rot), Wildtypen (WT, blau), Männlich (m), Weiblich (w), Kontrollgruppe (Sham, 
Sh), Isoflurannarkose (Iso). 
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4.3. Regressionsanalysen mit Parametern des mHBT 

Wrong Choices Total (WCT) 

Die lineare Regressionsanalyse zeigte eine Korrelation zwischen der Konzentration an Aβ-1-42 im 

MPFC und den WCT im mHBT: Eine höhere Konzentration an Aβ-1-42 war assoziiert mit einer gerin-

geren Anzahl an WCT (p = 0,017). Hierbei war der Einfluss des Geschlechts von der Menge an Aβ-1-

42 im MPFC abhängig: Das männliche Geschlecht verstärkte den Einfluss von Aβ-1-42 im MPFC auf 

die Anzahl der WCT im mHBT (Geschlecht × Aβ-1-42 im MPFC: p = 0,005). 

Eine höhere Expression von APP im SC bzw. HC zeigte weniger WCT im mHBT (APP im SC: p = 

0,008; APP im HC: p = 0,001), wobei männliche Tiere weniger WCT aufwiesen (APP im SC, Ge-

schlecht: p = 0,004; APP im HC, Geschlecht: p = 0,001). Das männliche Geschlecht verstärkte den 

Einfluss von APP im SC bzw. HC auf die WCT signifikant (Geschlecht × APP im SC: p = 0,002; Ge-

schlecht × APP im HC: p = 0,001) (Diagramm 18). 

Höhere prozentuale Anteile der Amyloid-Plaques an der Fläche des HC (p = 0,028) waren assoziiert mit 

einer geringeren Anzahl an WCT im mHBT.  

Repeated Choices (RC) 

Eine höhere Konzentration an Aβ-1-42 im MPFC (p < 0,001) war assoziiert mit einer höheren Anzahl 

an RC im mHBT, wobei männliche Tiere signifikant mehr RC aufwiesen als ihre weiblichen Wurfge-

schwister (Geschlecht: p = 0,011). Der Effekt von Aβ-42 im MPFC auf die RC wurde durch das männ-

liche Geschlecht verstärkt (Geschlecht × Aβ-1-42 im MPFC: p = 0,002) (Diagramm 19). 

Mehr APP im SC (p < 0,001) war verbunden mit einer höheren Anzahl an RC im mHBT. Männliche 

Mäuse zeigten signifikant mehr RC (Geschlecht: p = 0,006), wobei der Effekt von APP im SC durch 

das männliche Geschlecht verstärkt wurde (Geschlecht × APP im SC: p = 0,005). 

Eine höhere Expression von APP im HC (p < 0,001) sowie ein größerer Anteil der amyloiden Plaques 

an der Gesamtfläche des HC (p = 0,043) war assoziiert mit einer größeren Anzahl an RC im mHBT. 

Rearing (RR) 

Eine höhere Konzentration an Aβ-1-42 im MPFC (p = 0,012), ein größerer Anteil der Alzheimer-

Plaques an der Fläche des HC (p = 0,016) und des IC (p = 0,018) war mit einer geringeren Anzahl an 

Rearings verbunden. 

Eine höhere Expression des APP im SC (p < 0,001) und HC (p = 0,001) war mit weniger Rearings im 

mHBT assoziiert (Diagramm 21). 

Time on Board (TOB) 

Mehr Aβ-1-42 im MPFC (p = 0,005) war mit einer längeren Verweildauer der Mäuse auf dem Board 

assoziiert, wobei der Effekt von Aβ-1-42 im MPFC durch das männliche Geschlecht verstärkt wurde 

(Geschlecht × Aβ-1-42 im MPFC: p = 0,047). 



48 

Eine höhere Expression an APP im SC (p < 0,001) war mit einer längeren TOB assoziiert, wobei männ-

liche Tiere eine signifikant höhere Verweildauer auf dem Board aufwiesen (Geschlecht: p < 0,001). Der 

Effekt von APP im SC auf TOB wurde durch den Einfluss des männlichen Geschlechts verstärkt (Ge-

schlecht × APP im SC: p < 0,001) (Diagramm 20). 

Mehr APP im HC war verbunden mit einer längeren TOB (p < 0,001). 

Ein größerer Anteil der Alzheimer-Plaques an der Fläche des HC (p = 0,001) war mit einer längeren 

TOB verbunden. 

 

Wichtige Zusammenhänge in der Übersicht: 

(A) 
Analytik 

(B) Mittelwerte aller Durchläufe an den 8 Tagen des mHBT 
WCT RC RR TOB 

ELISA MPFC Männliches Ge-
schlecht verstärkt 
den Effekt 

Männliches Ge-
schlecht verstärkt 
den Effekt 

Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Männliches Ge-
schlecht verstärkt 
den Effekt 

Plaques HC Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Plaques IC p > 0,05 p > 0,05 Kein Effekt des Ge-
schlechts 

p > 0,05 

Westernblot 
APP SC 

Männliches Ge-
schlecht verstärkt 
den Effekt 

Männliches Ge-
schlecht verstärkt 
den Effekt 

Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Männliches Ge-
schlecht verstärkt 
den Effekt 

Westernblot 
APP HC 

Männliches Ge-
schlecht verstärkt 
den Effekt 

Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Kein Effekt des Ge-
schlechts 

Tabelle 12: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse der Werte aus ELISA, Plaquefärbung und WB von APP 
im SC und HC (A) mit den Mittelwerten aller Durchläufe des mHBT (B). Grün hinterlegt: positive Korrelation p 
< 0,05; höhere Werte aus (A) korrelieren mit einem höheren Wert in (B). Gelb hinterlegt: negative Korrelation 
p < 0,05; höhere Werte aus (A) korrelieren mit einem kleineren Wert in (B). Bei einem signifikanten Einfluss des 
Geschlechts (p < 0,05) wurde dies in die entsprechende Zelle mit aufgenommen. 
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Diagramm 18: Regression zwischen APP im HC und 
WCT im mHBT. Eine höhere Expression von APP im 
Hippocampus war assoziiert mit einer geringeren An-
zahl an WCT (Mittelwerte aus allen Durchläufen an den 
8 Tagen des mHBT) (p = 0,001). Männliche Tiere zeig-
ten weniger WCT (p = 0,001), wobei der Effekt von APP 
im HC durch das männliche Geschlecht verstärkt wurde 
(p = 0,001). 
 
 
 

Diagramm 19: Regression zwischen Aβ-1-42 im MPFC und 
RC im mHBT. Eine höhere Konzentration von Aβ-1-42 im 
MPFC war assoziiert mit einer höheren Anzahl an RC (Mit-
telwerte aus allen Durchläufen an den 8 Tagen des mHBT) 
(p < 0,001). Männliche Tiere zeigten mehr RC (p = 0,011), 
wobei der Effekt von Aβ-1-42 im MPFC durch das männliche 
Geschlecht verstärkt wurde (p = 0,002). 

 
Diagramm 20: Regression zwischen APP im SC und 
TOB im mHBT. Eine höhere Expression von APP im sen-
sorischen Cortex war assoziiert mit einer höheren TOB 
(Mittelwerte aus allen Durchläufen an den 8 Tagen des 
mHBT) (p < 0,001). Männliche Tiere zeigten eine höhere 
TOB (p < 0,001), wobei der Effekt von APP im SC durch 
das männliche Geschlecht verstärkt wurde (p < 0,001). 

  
Diagramm 21: Regression zwischen APP im SC und RR im 
mHBT. Eine höhere Expression von APP im sensorischen 
Cortex war assoziiert mit weniger Rearings (Mittelwerte 
aus allen Durchläufen an den 8 Tagen des mHBT) (p < 
0,001). 
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Unsuccessful Hole Visits (UHV) 

Die Anzahl der Besuche markierter Löcher ohne Einnahme der Mandel, d.h. ein nicht erfolgreicher 

Lochbesuch, nahm mit steigender Expression des APP im SC (p = 0,025) und HC (p = 0,029) ab (Dia-

gramm 22). 

Line Crossings (LC) 

Eine höhere Expression an mGluR5 im HC war mit einer größeren Anzahl an überquerten Linien im 

mHBT verbunden (p = 0,044), wobei Carrier eine signifikant höhere Anzahl an LC erreichten (p = 

0,042) als die Wildtypen. Der Effekt des mGluR5 im HC auf die LC wurde durch den Einfluss der 

Alzheimer-Mutation verstärkt (Genotyp × mGluR5 im HC: p = 0,014) (Diagramm 23). 

 

  

Diagramm 22: Regression zwischen APP im HC und 
UHV im mHBT. Eine höhere Expression von APP im 
Hippocampus war assoziiert mit einer geringeren An-
zahl an UHV (Mittelwerte aus allen Durchläufen an 
den 8 Tagen des mHBT) (p = 0,029). 

 

Diagramm 23: Regression zwischen mGluR5 im HC und 
UHV im mHBT. Eine höhere Expression von mGluR5 im 
Hippocampus war assoziiert mit einer höheren Anzahl an 
LC (Mittelwerte aus allen Durchläufen an den 8 Tagen 
des mHBT) (p = 0,044). Tg2576-Mäuse zeigten mehr LC 
(p = 0,042), wobei der Effekt von mGluR5 im HC durch 
den Tg2576-Genotyp verstärkt wurde (p = 0,014). 
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Weitere signifikante Regressionen 

(B) Parameter 
des mHBT 

(A) Zusammenhang mit Ergebnissen der Analytik  

Wrong Choices 
(WC) 

Mehr APP im SC war assoziiert mit weniger WC. p = 0,043 

Mehr APP im HC war assoziiert mit weniger WC. p = 0,004 

Mehr Amyloide-Plaques im IC waren assoziiert mit weniger WC p = 0,024 

Time Trial (TT) Mehr Amyloide-Plaques im HC waren assoziiert mit einer gerin-
geren TT. 

p = 0,046 

Mehr APP im SC war assoziiert mit einer geringeren TT. p = 0,001 

Mehr APP im HC war assoziiert mit einer geringeren TT. p = 0,045 

Grooming (GR) Mehr Amyloide-Plaques im HC waren assoziiert mit weniger 
GR. 

p = 0,038 

Mehr APP im SC war assoziiert mit weniger GR. p = 0,023 

Mehr APP im HC war assoziiert mit weniger GR. p = 0,047 

Latency First 
Board Entry 
(LFBE) 

Mehr Amyloide-Plaques im IC waren assoziiert mit einer länge-
ren LFBE. 

p = 0,048 

Latency First 
Hole Visit 
(LFHV) 

Mehr APP im SC war assoziiert mit einer geringeren LFHV. p = 0,024 

Mehr Caspase 3 im HC war assoziiert mit einer geringeren 
LFHV. 

p = 0,032 

Correct Hole Vi-
sit (CHV) 

Mehr APP im SC war assoziiert mit mehr CHV. p = 0,037 

Mehr Caspase 3 im HC war assoziiert mit mehr CHV. p = 0,031 

Time Food Intake 
(TFI) 

Mehr APP im HC war assoziiert mit einer längeren TFI. p = 0,010 

Boli Mehr Amyloide-Plaques im IC waren assoziiert mit mehr Boli. p = 0,038 

Tabelle 13: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse der Werte aus Plaquefärbung, WB von APP im SC und 
HC sowie Caspase 3 im HC (A) mit den Mittelwerten aller Durchläufe des mHBT (B). Grün hinterlegt: positive 
Korrelation p < 0,05; höhere Werte aus (A) korrelieren mit höheren Werten in (B). Gelb hinterlegt: negative 
Korrelation p < 0,05; höhere Werte aus (A) korrelieren mit kleineren Werten in (B). 
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5. Diskussion 

5.1. Methoden 

5.1.1. Tg2576-Mausmodell  

Die vorliegende Studie untersucht den Einfluss einer Isofluran-Allgemeinnarkose auf die Neurokogni-

tion in einem Mausmodell der Alzheimer Krankheit (engl. Alzheimer’s Disease, AD). Ziel war es, die 

Auswirkungen während einer frühen Form der Erkrankung mit Fokus auf mögliche Geschlechtsunter-

schiede zu untersuchen. Hierfür wurden sowohl männliche wie auch weibliche Mäuse eingeschlossen. 

Die AD beim Menschen betrifft die beiden Geschlechter unterschiedlich häufig und mit verschiedener 

Dynamik. Zudem stellen Alter und Geschlecht die beiden stärksten nicht modifizierbaren Risikofakto-

ren dar, sodass ein Einblick in die dahinter liegende Pathophysiologie von großem Wert wäre (Podcasy 

und Epperson 2016). Daher wurde in dieser Studie die Aufmerksamkeit auch auf mögliche Geschlechts-

unterschiede gerichtet.  

Ein Teil der verwendeten Mäuse in unserer Studie zeigte aufgrund ihrer Tg2576-Genveränderung typi-

sche Zeichen eines frühen Stadiums der AD. Bei den Abkömmlingen dieses genveränderten Mausstam-

mes manifestieren sich zwischen acht bis neun Monaten die ersten Anzeichen eines beeinträchtigten 

Lern- und Gedächtnisvermögens (Hsiao et al. 1996). Zu diesem Zeitpunkt sind sowohl im mHBT bereits 

messbare Verhaltensauffälligkeiten als auch Veränderungen in der Neurobiologie feststellbar, wobei 

Geschlechtsunterschiede in der Kognition erst zu einem späteren Zeitpunkt (zwölf Monate) auftreten 

(Schmid et al. 2019). Zwischen zehn und 21 Monaten nimmt die Belastung der Gehirne mit Alzheimer-

Plaques und unlöslichem Aβ stark zu (Kawarabayashi et al. 2001). Somit kann man bei einer Tg2576-

Maus im Alter von zehn Monaten von einer Analogie einer frühen AD beim Menschen sprechen und 

die Folgen einer Narkoseapplikation zu diesem Zeitpunkt untersuchen. 

Das Tg2576-Mausmodell ist das am häufigsten untersuchte transgene Alzheimer-Mausmodell (Elder et 

al. 2010). Jedoch wird nur ein Teilaspekt der AD repräsentiert, was die Übertragbarkeit des Modells auf 

die Situation beim Menschen limitiert. Beispielsweise fehlt die Tau-Pathologie, d.h. die intrazelluläre 

Akkumulation von neurotoxischen Fibrillen, oder der Verlust von Neuronen. Andererseits ist es dadurch 

möglich, selektiv die Effekte der Amyloid-Kaskade und die Auswirkungen einer Allgemeinanästhesie 

darauf zu untersuchen. Wie Elder et al. ausführen, ist die Modellierung einer menschlichen Krankheit 

im Tiermodell in jedem Falle von dem bisherigen wissenschaftlichen Kenntnisstand der Pathophysiolo-

gie abhängig. Eine genetische Modifikation mit der folgenden Pathologie kann nur dann implementiert 

werden, wenn der zugrunde liegende Mechanismus hinreichend bekannt ist und ein genetischer An-

griffspunkt identifiziert werden kann. Die AD eignet sich in dieser Hinsicht sehr gut, da die zugrunde 

liegenden Mechanismen größtenteils klar sind und mit den familiären Alzheimer-Formen mögliche An-

griffspunkte im Erbgut der Versuchstiere gegeben sind (Elder et al. 2010). Andere Mausmodelle gehen 
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in der Modellierung der AD weiter und beinhalten mehrfache genetische Mutationen, welche zusätzlich 

zur Amyloid-Pathologie auch Tau-Fibrillen ausbilden und somit einen weiteren Aspekt der AD abbil-

den. Diese enthalten allerdings mehrere Mutationen von unterschiedlichen neurologischen Erkrankun-

gen, zum Beispiel APP und Presenelin-1 (Morbus Alzheimer) und Tau (Frontotemporale Demenz) in 

einem dreifach transgenen Mausmodell (Oddo et al. 2003) und entsprechen somit ebenfalls nicht der 

Realität, da diese Erkrankungen nur selten gemeinsam auftreten und der AD beim Menschen nicht zu-

grunde liegen (Elder et al. 2010).  

Da mit zunehmenden Mutationen aus verschiedenen eigenständigen Erkrankungen auch die Interpreta-

tion von möglichen Auswirkungen einer Allgemeinanästhesie darauf schwieriger wird, fiel die Entschei-

dung bei Überwiegen der Vorteile auf das Tg2576-Mausmodell für die vorliegende Studie. 

Durch die Verwendung eines Tiermodells können gezielt die spezifischen Auswirkungen der Allge-

meinanästhesie auf oben genannte Aspekte untersucht werden, während in klinischen Studien der Ein-

fluss der Narkose und des operativen Eingriffs stets gemeinsam betrachtet werden müssen. Hierin liegt 

die offensichtliche Stärke eines Tiermodells. Untersuchungen deuten darauf hin, dass eine postoperative 

kognitive Dysfunktion maßgeblich durch eine auf das Operationstrauma folgende Inflammationsreak-

tion bedingt ist (Cibelli et al. 2010; Terrando et al. 2010). Durch den fehlenden operativen Eingriff in 

unserer Studie fällt dieser Reiz weg, sodass die alleinigen Auswirkungen der Narkose untersucht werden 

können. Ein solches Konzept wäre als klinische Studie am Patienten kaum realisierbar, da eine reine 

Narkosedurchführung angesichts der Risiken ohne eine Operation nicht vertretbar wäre. Ohnehin ist 

dieses Szenario im klinischen Alltag nicht zu erwarten, da eine Allgemeinanästhesie die Grundlage eines 

operativen Eingriffs oder einer Intervention ist und ohne diese im Regelfall nicht zustande kommt. Aus-

genommen hiervon sind beispielsweise die Kinderanästhesie oder Sedierungsmaßnahmen ohne chirur-

gische Intervention oder zu diagnostischen Zwecken. 

Die Haltung von Mäusen als Versuchstiere ist aufgrund ihrer Größe, des Futtermittelbedarfs und damit 

des generellen Platzbedarfs relativ einfach. Zudem weisen sie ein hohes Reproduktionsverhalten auf, 

sodass schnell Nachwuchstiere generiert werden können. Sie haben eine kurze Lebensspanne, die trans-

gene Modifikation ist kostengünstig und die zugrunde liegenden Techniken sind ausgereift. Diese As-

pekte machen sie den Ratten oder anderen Säugetieren gegenüber als Versuchstiere überlegen (Elder et 

al. 2010). Ähnlichkeit zur menschlichen Genetik und Physiologie machen Mäuse zu den beliebtesten 

Säugetieren für Tierversuche, wobei sie bereits zur Jahrtausendwende 90 % dieser ausmachten – Ten-

denz steigend (Malakoff 2000). 

Ein wesentlicher Kritikpunkt von klinischen Studien, die die Auswirkungen einer Allgemeinanästhesie 

auf die Neurokognition (in Form der POCD) bzw. AD untersuchen, besteht in der mangelnden Standar-

disierung der Teilnehmer, unterschiedlichen Arten an chirurgischen Eingriffen und Narkoseverfahren. 

Auch erfolgt die Erhebung des kognitiven Status in den klinischen Studien vielfach mit unterschiedli-

chen neuropsychiatrischen Tests ohne klare Standards (Newman et al. 2007). Ansprüche an aussage-

kräftige Studien sind damit eine standardisierte Vorgehensweise mit vergleichbaren Eingriffen, 
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vergleichbare neuropsychologischen Tests und definierten Diagnosekriterien für die POCD (Jungwirth 

et al. 2009). Diese Problematik wird durch den Einsatz eines Tiermodells umgangen, welches ein stan-

dardisiertes Vorgehen für Narkose und postinterventionelles Follow-Up gewährleistet. Interindividuelle 

Unterschiede und Confounder werden durch die Verwendung von weitestgehend identischen Studien-

tieren mit vergleichbarem genetischem Hintergrund sowie gleicher Haltung und Fütterung dieser ver-

mieden. Für das Tg2576-Mausmodell existiert eine Vielzahl an Tests, in welchem kognitive Einschrän-

kungen dieser Mauslinie mit transparenten Versuchsprotokollen nachgewiesen werden konnten, wobei 

die Sensitivität zwischen ihnen schwankt (Stewart et al. 2011). Obwohl die in einem Tiermodell erho-

benen Befunde nur bedingt auf den Menschen übertragbar sind, können wertvolle Hinweise im Maus-

modell gefunden werden, die auf Zusammenhänge beim Menschen hindeuten. Eine Richtung für fol-

gende Versuche am Menschen kann somit gefunden und begründet werden.  

In Zusammenschau der positiven Aspekte eines Mausmodells und die weite Verbreitung und Erfor-

schung sowie der Expertise in unserer Abteilung mit dem Tg2576-Mausmodell wurde diese Versuchs-

tiergattung zur Untersuchung möglicher Effekte einer Isoflurannarkose auf die AD ausgewählt.  

5.1.2. Narkose mit Isofluran 

Die Wahl eines geeigneten Narkosemittels fiel in unserer Studie auf das volatile Anästhetikum Isofluran. 

Es ist das am weitesten verbreitete inhalative Narkotikum bei Labortieren und ersetzt die früher sehr 

gebräuchliche Ether- oder Methoxyfluran-Narkose (Richardson und Flecknell 2005). Diese benötigt 

keine besonderen Hilfsmittel für die Durchführung der Anästhesie, wurde aber wegen ihrer Nachteile 

(irritative Wirkung auf Schleimhäute, Induktion von Leberenzymen, Entflammbarkeit und Explosivität 

des Sauerstoff-Gas-Gemisches) durch Isofluran abgelöst und ist kommerziell nicht mehr verfügbar 

(Flecknell 2009). Allerdings ist für eine Isoflurannarkose bei Nagetieren spezielles Equipment erforder-

lich, weshalb noch häufiger als die volatilen Narkotika eine Injektionsanästhesie mit bspw. Pentobarbital 

oder einer Kombination aus Ketamin und Xylazin angewendet wird (Richardson und Flecknell 2005). 

Nichtsdestotrotz stellt die vergleichsweise einfache Narkoseeinleitung in einer Plexiglasbox mit Isoflu-

ran ohne körperliche Manipulation und die Narkoseführung mittels Nasenkammer eine stressfreiere Al-

ternative zur Einleitung der Narkose mit intravenösen oder intraperitonealen Narkotika dar. Wie 

Richardson und Flecknell beschreiben, hat Isofluran zudem wenige Nebenwirkungen, da es nur zu ei-

nem geringen Teil der Biotransformation unterliegt und zum Großteil wieder abgeatmet wird. Es flutet 

schnell an und ab und ermöglicht damit eine gute Steuerung der Narkose(-tiefe). Es beeinträchtigt die 

respiratorische und kardiovaskuläre Leistung moderat. Xylazin, was meist in Kombination mit Ketamin 

angewendet wird, und Pentobarbital haben hierauf eine stärker depressive Wirkung. Somit ist eine si-

chere Narkoseführung mit schneller Induktion und Ausleitung mit Isofluran leichter zu erreichen als mit 

den am häufigsten verwendeten intravenösen Narkotika (Richardson und Flecknell 2005; Flecknell 

2009). 
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Neben ihren Vorteilen bei der Anwendung an Mäusen sind volatile Anästhetika (Sevofluran, Desfluran, 

Isofluran) heute klinisch weit verbreitet und werden vornehmlich zur Narkoseaufrechterhaltung nach 

der meist intravenösen Einleitung der Narkose (durch Propofol oder Thiopental) genutzt. Der größte 

Anteil einer üblichen Allgemeinnarkose wird also durch ein volatiles Narkotikum hergestellt. Durch 

diese hohe klinische Relevanz und Etablierung bei der Narkose an Mäusen wurde dieses Anästhetikum 

für unsere Studie ausgewählt. 

Die wissenschaftliche Datenlage zum Einfluss von Isofluran bzw. volatilen Anästhetika auf AD und die 

postoperative kognitive Dysfunktion (POCD) ist nicht eindeutig. Sowohl präklinische als auch klinische 

Studien finden keinen eindeutigen Kanon. In einigen Artikeln gibt es Hinweise darauf, dass volatile 

Anästhetika sowohl die Pathologie der AD in vitro verstärken (Eckenhoff et al. 2004) als auch zu Defi-

ziten der Neurokognition im Tiermodell (Culley et al. 2003, 2004; Fidalgo et al. 2012) und bei klinischen 

Probanden führen können (Liu et al. 2013; Qiao et al. 2015; Geng et al. 2017). Andere Studien wiederum 

zeigen keinen eindeutigen Einfluss (Miller et al. 2018) oder sogar positive Auswirkungen einer Allge-

meinanästhesie mit einem volatilen Anästhetikum (Rammes et al. 2009; Schoen et al. 2011; Eckel et al. 

2013). Somit ist keine eindeutige Aussage zu einem positiven oder negativen Effekt einer Isofluran- 

bzw. volatilen Narkose auf die Neurokognition oder die AD möglich, weshalb eine weitere Untersu-

chung dieses Anästhetikums sinnvoll erscheint. In Kapitel 5.2.3 werden diese Aspekte noch tieferge-

hender diskutiert. 

5.1.3. Der modifizierte Holeboard Test (mHBT) als Verhaltenstest 

Zur Analyse des Verhaltens der Mäuse in unserer Studie wurden diese nach einer zweistündigen Nar-

kose bzw. der Sham-Prozedur an den acht darauffolgenden Tagen dem mHBT unterzogen. Wie von Ohl 

et al. und Gordan et al. beschrieben wird, erlaubt der mHBT die simultane Untersuchung von Parame-

tern der Neurokognition, des Verhaltens und der Motorik und ist somit geeignet, möglichst viele Ver-

änderungen der AD im Modell abzubilden und unabhängig voneinander zu betrachten. Mögliche Con-

founder (wie beispielsweise ein hohes Stresslevel, siehe unten), die ebenfalls zu einer veränderten Test-

performance führen und einem Einfluss der Narkose oder der Tg2576-Genveränderung nicht zugeordnet 

werden können, werden dadurch erkannt. Durch die gleichzeitige Untersuchung von mehreren neu-

ropsychiatrischen Teilaspekten verhindert man, wie bei anderen Verhaltenstests auf eine wiederholte 

Testung der einzelnen Parameter mit jeweils naiven Tieren angewiesen zu sein. Dies würde zu einer 

erheblichen Erhöhung der Versuchstieranzahl führen. Eine mehrfache Untersuchung der gleichen Tiere 

würde die Performance in den einzelnen Tests wechselseitig beeinflussen und ist damit abzulehnen (Ohl 

et al. 2001b, 2003; Gordan et al. 2012). Der Test kann sowohl pharmakologische Einflüsse auf das 

Verhalten von Ratten (Ohl et al. 2001a) als auch in einer leicht veränderten Form von Mäusen aufdecken 

(Ohl et al. 2001b; Labots et al. 2015). 
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Da der mHBT im Haltungsraum der Mäuse stattfindet, erreicht man eine Stressreduktion bei den Ver-

suchstieren: Diese müssen für den Versuchszeitraum nicht aus ihrer gewohnten Umgebung entfernt wer-

den. Wie de Quervain beschreibt, beeinflusst ein hohes Stresslevel während des Testens die Gedächt-

nisleistung der Versuchstiere. Bei Stress wird die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse ak-

tiviert, die auch bei Nagetieren zur Freisetzung von Glucocorticoiden führt, welche ihre Wirkung auch 

auf das zentrale Nervensystem ausüben. Diese verbessern die Konsolidierung von Inhalten in das Lang-

zeitgedächtnis, beeinträchtigen allerdings das Abrufen dieser Informationen und das Arbeitsgedächtnis 

(de Quervain et al. 2009). Weil sowohl Gedächtnisprozesse als auch Angstverhalten durch den mHBT 

erfasst werden, können solche wechselseitigen Einflüsse untersucht werden. 

Die initiale Beschreibung des Tg2576-Mausmodells wurde mit dem Morris Water Maze-Test (MWM) 

durchgeführt (Hsiao et al. 1996). Ursprünglich wurde dieser als Test des räumlichen Lernens von Ratten 

entwickelt (Morris 1984). Er stellt eine häufig angewendete Standarduntersuchung bei Mäusen mit der 

Tg2576-Mutation dar, weist jedoch nur eine vergleichsweise geringe Sensitivität beim Erkennen von 

kognitiven Defiziten bei Tg2576-Mäusen auf, sodass seine häufige Anwendung durchaus kritisch gese-

hen werden kann (Stewart et al. 2011). Er erwies sich auch bei der Detektion von ischämischen Hirn-

schädigungen bei Ratten und den folgenden kognitiven Einschränkungen im Vergleich zum mHBT als 

unterlegen (Gordan et al. 2012). Für Mäuse ist er nur bedingt geeignet, da sie im Gegensatz zu Ratten 

weniger gute Schwimmer sind, gehäuft Probleme beim Erklimmen der Plattform des MWM zeigen und 

durch das Bad im Versuchsbecken zur Hypothermie neigen (Tanila 2012). Beim MWM werden die 

Mäuse einer Stresssituation ausgesetzt, wohingegen die Erkundung der Versuchsumgebung im mHBT 

und die Einnahme der Mandel als Belohnung ohne aversiven Reiz erfolgen kann. 

Für Tierversuche gilt es, sich bei der Planung möglichst an die sogenannten „3Rs“ zu halten: Replace-

ment (Ersatz durch andere Versuche ohne Tiere), Reduction (möglichst wenige Tiere pro Studie) und 

Refinement (weniger Belastung für die Tiere) (https://www.nc3rs.org.uk/the-3rs, online abgerufen am 

21.09.2020, 11:36 Uhr). Der mHBT ist durch eine stressfreie Versuchsumgebung und ohne multiple 

konsekutive Tests durch die zahlreichen gleichzeitig erfassten Parameter (Refinement) sowie einer Ver-

ringerung der benötigten Versuchstiere durch nur einen angewendeten Test (Reduction) als positiv zu 

bewerten. Würden mehrere Tests pro Versuchstier durchgeführt, wäre die Belastung der Tiere größer, 

nähme man für jeden zusätzlichen Versuch neue Tiere, wäre die Zahl der benötigten Mäuse deutlich 

höher. Somit fällt aufgrund der offensichtlichen Defizite des MWM oder anderer Verhaltenstests und 

der Vorteile des mHBT die Wahl für unsere Studie auf Letzteren. 

5.1.4. Analytische Methoden 

Ziel der Studie war es, nicht nur die Auswirkungen einer Isoflurannarkose auf das Verhalten und die 

Kognition der Mäuse zu erforschen, sondern auch die molekularbiologischen Veränderungen in deren 

Gehirnen näher zu betrachten. Daher wurden die Mausgehirne nach Abschluss des mHBT einer 
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laborchemischen Analytik zugeführt. Der phänotypischen Ausprägung der Alzheimer-Merkmale wurde 

dabei besondere Aufmerksamkeit im Sinne einer dreifachen Analytik mit verschiedenen Verfahren ge-

widmet. Diese dient der möglichst genauen Abbildung der Amyloid-Beta-Kaskade durch die Analyse 

des Amyloid-Precursor-Protein (APP), Aβ-1-42 und den senilen (amyloiden) Plaques. Damit wird die 

phänotypische Ausprägung der der APP695SWE-Mutation im Tg2576-Mausmodell in einem Alter von 

zehn Monaten untersucht und den Wildtypen gegenübergestellt. 

Es wurden Proben aus dem Hippocampus (HC) und sensorischen Cortex (SC) untersucht, um die Aus-

prägung an zwei verschiedenen Gehirnregionen zu untersuchen, die zum Erlernen und Ausführen des 

mHBT notwendig sind: Der HC als Sitz des deklarativen Gedächtnisses und der SC als Ort der Integra-

tion der sensorischen Eindrücke und Ursprung direkter motorischer Antworten auf Umweltreize (Squire 

and Dede 2015; Karadimas et al. 2020). Hierfür wurde das Western Blot Verfahren (WB) genutzt. Mit-

tels WB wurde die Expression im HC und SC von APP, TNF-α, Caspase 3, GABA-A α1, NR2B und 

mGluR5 ermittelt. Der WB stellt ein Verfahren zur semiquantitativen Konzentrationsbestimmung eines 

exprimierten Proteins aus einem lysierten Gewebeteilstück dar. Es sind keine genauen Aussagen zu 

Eiweißkonzentrationen möglich (wie etwa beim ELISA), sondern nur eine relative Angabe der Expres-

sion im Vergleich zu den anderen Proben (Gavini und Parameshwaran 2020). Für unsere Fragestellung 

war es nicht notwendig, die genaue Konzentration zu wissen, vielmehr waren relative Unterschiede in 

der Proteinexpression wichtig, die mit dem WB optimal erfasst werden können. Innerhalb des Verfah-

rens finden an mehreren Stellen intrinsische Kontrollen der einzelnen Schritte statt: Die Aktivierung des 

Gels dient dazu, das Laufverhalten und somit die korrekte Trennung der Proteine durch ein funktionie-

rendes (blasenfreies) Gel festzustellen. Bei der Ablichtung der Membran vor der Inkubation mit dem 

Antikörper können etwaige Übertragungsfehler festgestellt werden. Das „Blocken“ der Membran mit 

BSA verhindert, dass sich der Antikörper an der gesamten Membran festhält, da diese eine hohe Affi-

nität für Proteine im Allgemeinen aufweist (Gavini und Parameshwaran 2020). Zahlreiche Waschvor-

gänge sind notwendig, um Hintergrundrauschen zu vermeiden. Insgesamt stellt der WB eine sensitivere 

Analysemethode als der ELISA dar (Gavini und Parameshwaran 2020). Aus diesem Grund wurde bei 

einer großen Menge an analysierten Antigenen (siehe Tabelle 10) der WB gewählt, da durch nur einen 

Durchgang zahlreiche Proben aufgetrennt und mit mehreren Antikörpern markiert werden können. Er 

stellt zwar ein aufwändiges Verfahren mit vielen Zwischenschritten dar, jedoch wird das obige Protokoll 

in unserer Arbeitsgruppe seit langem angewendet und ist daher auf mögliche Fehlerquellen hin opti-

miert. Alle Durchgänge wurden durch dieselbe Person durchgeführt, sodass interindividuelle Unter-

schiede durch wechselnde Experimentatoren vermieden wurden. In jedem Durchgang wurde ein zwei-

facher Standard aufgetragen, der über alle durchgeführten WB identisch war und den gesuchten Anti-

körper enthielt. Dieser Standard ist für die korrekte elektronische Auswertung als Referenzkonzentration 

obligatorisch. 

Die Belastung der Versuchstiere mit Aβ-1-42 wurde im motorischen präfrontalen Cortex (MPFC) mit-

tels ELISA bestimmt. Neben HC und SC wird somit ein weiterer Teil des Mausgehirns auf die 
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Ausprägung der Alzheimer-Krankheit untersucht. Der motorische Kortex übernimmt nicht nur eine 

wichtige Rolle in der Bewegungskontrolle, sondern auch beim motorischen Lernen (Peters et al. 2017). 

Auch diese Lernprozesse können durch die Akkumulation von Aβ und senilen Plaques beeinträchtigt 

werden. Der ELISA stellt eine gleichsam sensitive und spezifische Analytik dar, da er auf einer Antigen-

Antikörper-Interaktion beruht. Durch die zweifache Antigen-Antikörper-Reaktion ist der von uns ver-

wendete Sandwich-ELISA ca. zwei bis fünf Mal sensitiver als alle anderen entwickelten ELISA-Vari-

anten (Aydin 2015). Er stellt ein schnelles und einfaches Verfahren im Gegensatz zum Western Blot dar 

und liefert quantitative Ergebnisse (Konzentrationen). Es ist möglich, mit nur einem einzigen Durch-

gang eine Vielzahl an Gehirnproben zu analysieren mit jedoch nur einem Antikörper. Das fertig zu 

erwerbende Testkit enthält nahezu alle notwendigen Chemikalien und Materialien, sodass die Anzahl 

der nötigen Versuchsschritte sehr geringgehalten wird und eine standardisierte Durchführung gewähr-

leistet ist. All diese Vorteile des ELISAs gehen mit einem Nachteil im Gegensatz zum WB einher: Man 

ist auf eine einzige Antigen-Antikörper-Reaktion beim ELISA limitiert, während man beim WB nahezu 

beliebig viele Antigene (semiquantitativ) detektieren kann. Vor Durchführung werden die Proben auf 

eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellt. Für korrekte Ergebnisse ist die optimale Verdünnung 

der Proben essentiell. Da die Menge an untersuchten Gehirnen sehr groß war, wurde eine Zweifachmes-

sung vorgenommen, d.h. zwei Wells mit dem gleichen Proteinhomogenisat beladen. Hier wurde zu-

gunsten eines geringeren Materialverbrauchs auf eine sichere Dreifachbestimmung, wie beim Bradford-

Test (siehe Kapitel 3.8.3), verzichtet. Somit kann man bei stark voneinander abweichenden Ergebnissen 

nicht auf den wahren Wert schließen, wie dies bei einer dreifachen Bestimmung möglich ist. 

Die Ausprägung der Amyloiden-Plaques im Hippocampus (HC) und Isocortex wurde mithilfe der Me-

thoxy-X04-Färbung und einer mikroskopischen, computerunterstützten Zählung bestimmt. Um eine zu-

verlässige elektronische Auswertung zu erreichen, ist ein möglichst hoher Kontrast zwischen den ange-

färbten Alzheimer-Plaques und dem umgebenden Gewebe notwendig. Dieser wird durch die spezifische 

Bindung des Methoxy-X04-Farbstoffes an die Amyloid-Plaques gewährleistet. Hintergrundrauschen 

wird somit vermieden. Die hohe Affinität des Farbstoffes zu den Alzheimer-Plaques wird dadurch ver-

deutlicht, dass sogar eine in vivo Detektion der Plaques ermöglicht wird. Durch intravenöse oder intra-

peritoneale Anwendung kommt es zu einer Anreicherung in den Gehirnen der Mäuse, da der Farbstoff 

die Blut-Hirn-Schranke gut passieren kann (Klunk et al. 2002). Dass die angewandte Methodik gute 

Ergebnisse liefert, welche mit dem Alter der Mäuse und den neurokognitiven Defiziten korreliert, 

konnte in einer vorhergehenden Studie unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden (Schmid et al. 2019). Das-

selbe Prinzip wurde auch bei unseren Untersuchungen angewendet. Jeder Hirnschnitt wird vor der au-

tomatischen Ablichtung durch das Mikroskop manuell betrachtet und die optimale Schärfe über die ge-

samte Region of Interest (ROI) eingestellt. Somit wird sichergestellt, dass keine Plaques durch eine 

unpassende Z-Achseneinstellung des Mikroskops übersehen werden. Auch die digitale Zählung unter-

liegt einer ständigen Kontrolle durch den Untersucher, da die Empfindlichkeit, ab wann eine Plaque als 
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solche erkannt wird, für jede Abbildung manuell festgelegt und Artefakte der Mikroskopie entfernt wer-

den müssen.  

5.2. Ergebnisse des Modifizierten Holeboard Test (mHBT) 

5.2.1. Verhalten und Motorik 

Im mHBT können durch die spezielle Versuchsarchitektur Aspekte des Verhaltens, der Neurokognition 

und der Motorik der getesteten Mäuse untersucht werden. Objektiv messbare Aktionen können dabei 

spezifischen neurologischen Funktionen zugeordnet werden. 

Über die acht Tage des mHBT zeigten alle Mäuse eine verstärkte zielgerichtete und abnehmende unge-

richtete Exploration. Die Mäuse suchten im Verlauf schneller die Zylinder auf, um die Aufgabe des 

mHBT zu lösen. Eine Abnahme der Immobilitätsphasen und des Kotabsatzes über die acht Tage spricht 

für ein verringertes Angstempfinden und reduzierte Erregung der Tiere in der Versuchsumgebung. 

Ebenso nimmt das Vermeidungsverhalten (als Manifestation der Angst) im Verlauf des mHBT ab, da 

die Tiere länger auf dem Board verweilen. Dies ist durch eine Habituation an die Versuchssituation und 

das Erlernen des Versuchsprinzips zu erklären, was ebenso bei mehrmaligem Testen mittels mHBT 

beobachtet werden konnte (Ohl et al. 2003). Wildtypen meiden den Aufenthalt auf dem Board in grö-

ßerem Maße als Tg2576-Mäuse.  

Mäuse mit der Alzheimer-Mutation zeigen ein über alle acht Tage stärker ausgeprägtes Erkundungsver-

halten, da der mHBT bei ihnen generell mit weniger Stress verbunden zu sein scheint. Dies zeigt sich 

auch daran, dass bei Wildtypen die Putzphasen länger und die Anzahl der abgesetzten Kothaufen höher 

waren. Das Erkundungsverhalten der Mäuse wird durch Angstempfinden und Erregung offensichtlich 

negativ beeinflusst, was sich in einer geringeren zielgerichteten Exploration zeigt. Die ungerichtete Ex-

ploration, d.h. das Aufstellen auf die Hinterbeine (Rearing) scheint in gegensätzlicher Weise mit der 

emotionalen Belastung der Mäuse verbunden zu sein. Hier zeigt sich bei den Wildtypyen vermehrt un-

gerichtetes Erkundungsverhalten im Vergleich zu den Alzheimer-Mäusen. Die Tg2576-Mäuse im Alter 

von zehn Monaten zeigen als Manifestation der AD in einem frühen Stadium ein weniger ängstliches 

und enthemmtes Verhalten im Vergleich zu den Wildtypen. Diese Ergebnisse decken sich mit vorher-

gehenden Untersuchungen, die den Tg2676-Mäusen hemmungslose Verhaltensmuster attestieren auf-

grund einer geringeren cholinergen Verhaltensinhibition (Ognibene et al. 2005). Das eingeschränkte 

Angstempfinden der Tg2576-Mäuse wurde bereits im mHBT beschrieben (Schmid et al. 2019) und im 

Zusammenhang mit einer verringerten Angstkonditionierung durch aversive Reize (Elektroschocks an 

den Füßen) im Alter von 16 Monaten geschildert (Barnes und Good 2005). Anders als beim vorliegen-

den Mausmodell zeigen sich beim Menschen Beeinträchtigungen der affektiven Funktion eher in fort-

geschrittenen Stadien der AD, früher manifestieren sich die mnestischen Defizite. Es zeigt sich dann 

vielfach enthemmtes, unangemessenes Verhalten aber auch verstärkt Ängstlichkeit und Passivität und 
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Alzheimer-Patienten neigen gleichermaßen zu aggressivem und paranoidem Verhalten, Abwehrreakti-

onen und Depressionen (Reiman und Caselli 1999; Chung und Cummings 2000). 

Mäuse mit der Alzheimer-Mutation weisen eine erhöhte Bewegungsaktivität im Vergleich zu ihren 

Wildtyp-Wurfgeschwistern auf, was sich über alle acht Versuchstage gleichermaßen zeigt. Die motori-

sche Aktivität der Mäuse ist also im Gegensatz zur Exploration nicht abhängig von der Expositionsdauer 

des mHBT. In Zusammenschau mit der verstärkten direkten Exploration der Tg2576-Mäuse zeigen 

diese im Vergleich zu den Wildtypen ein disinhibitorisches Verhalten, welches auch bei Patienten mit 

der AD beobachtet werden kann (Lalonde et al. 2003). 

Die feinmotorischen Fähigkeiten der Tg2576-Mäuse nehmen mit zunehmendem Fortschreiten der AD 

ab. Diese lassen sich darüber bemessen, wie lange eine Maus für den Verzehr einer Mandel benötigt. 

Um das gefundene Mandelstück einzunehmen, ist eine komplexe Abfolge an motorischen Operationen 

auszuführen, die bei Trägern der Alzheimer-Mutation längere Zeit in Anspruch nehmen. Auch die An-

zahl der gescheiterten Lochbesuche ist ein Indikator für motorische Defizite, wobei hier keine Unter-

schiede zwischen Tg2576-Mäusen und Wildtypen gefunden werden konnten. Beide Gruppen zeigten 

über die acht Tage weniger gescheiterte Besuche, was analog zu den Kognitionsparametern als Erlernen 

des mHBT zu werten ist. Beobachtungen an Alzheimer-Patienten zeigen ebenfalls motorische Einbußen, 

die sich in pyramidalen und extrapyramidalen bzw. parkinsonoiden Störungen niederschlagen. Diese 

treten bereits zu einem frühen Stadium der AD auf oder möglicherweise bereits Jahre bevor sich die 

ersten kognitiven Einschränkungen manifestieren (Albers et al. 2015). 

5.2.2. Neurokognition 

Im mHBT können verschiedene Teilbereiche des Gedächtnisses, wie sie auch beim Menschen vorkom-

men, untersucht werden. Falsche Lochbesuche (WC), ausgelassene Besuche eines markierten Zylinders 

(OE) und die Summe daraus (WCT) geben Ausschluss über die Funktion des deklarativen Gedächtnis-

ses. Dieses ist beim Menschen für das bewusste Erinnern an Fakten und Ereignisse zuständig und im 

medialen Temporallappen lokalisiert, weshalb sich die Untersuchung des deklarativen Gedächtnisses 

eignet, um eine Schädigung des Hippocampus zu detektieren (Squire und Dede 2015). Im mHBT benö-

tigen die Mäuse das deklarative Gedächtnis, um das Versuchsprinzip zu erlernen und sich daran während 

den acht Versuchstagen zu erinnern. Ebenfalls wird es benötigt, um sich die richtigen Löcher eines 

Durchgangs zu merken, da zwischen den vier Durchläufen an einem Tag eine Pause stattfindet (Ohl et 

al. 2003). 

Wiederholte Besuche geleerter markierter Zylinder (RC) sind ein Indikator für ein eingeschränktes Ar-

beitsgedächtnis der Versuchstiere, da sich die Mäuse an einen erst kürzlich erfolgten korrekten Lochbe-

such erinnern müssen (Ohl und Fuchs 1999). Als Sitz des Arbeitsgedächtnisses wurde im Tiermodell 

zunächst der Hippocampus beschrieben, was sich später zu Gunsten des präfrontalen Kortex wandelte 

und damit mit der Vorstellung beim Menschen übereinstimmt (Funahashi 2017). 
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Das Arbeitsgedächtnis der Mäuse unterlag keiner Verbesserung über die acht Versuchstage während 

des mHBT. Im Vergleich zeigte sich allerdings eine erhöhte Anzahl an RC bei den Tg2576-Mäusen, 

was für ein gestörtes Arbeitsgedächtnis durch die frühe Form der AD bei diesen Mäusen spricht. Das 

impulsivere Verhalten Tg2576-Mäuse mit längeren Aufenthalten auf dem Board und schnell aufeinan-

derfolgenden, teilweise unsystematischen Lochbesuchen kann auch eine Erklärung für den Befund bei 

verbessertem deklarativem Gedächtnis (siehe unten) liefern. 

Bereits in frühen Stadien der AD werden Beeinträchtigungen des Arbeitsgedächtnisses klinisch auffällig 

und äußern sich durch eine weniger effiziente Speicherung von vergleichsweise wichtigen Erinnerungen 

(Castel et al. 2009). Als Risikofaktor für die AD gilt eine milde kognitive Beeinträchtigung (engl. mild 

cognitive impairment, MCI), bei welcher ebenfalls bereits das Arbeitsgedächtnis und die Aufmerksam-

keitsspanne betroffen sind. Eine Früherkennung und etwaige Modifizierung dieser Störungen könnten 

den Fortgang der AD positiv beeinflussen, weshalb es sich lohnt, Auswirkungen auf diesen Teil des 

Gedächtnisses näher zu betrachten (Saunders und Summers 2011; Kirova et al. 2015). 

Interessanterweise zeigten die Träger der Alzheimer-Mutation im Alter von zehn Monaten eine bessere 

Funktion des deklarativen Gedächtnisses, welche sich mit von Versuchstag zu Versuchstag weiter stei-

gerte. Diese Ergebnisse stellen eine plausible Konsequenz des enthemmten Verhaltens (verstärkte di-

rekte Exploration) bei gleichzeitig erhaltener allgemeiner Gedächtnisfunktion dar. Diese führte bei den 

Alzheimer-Tieren zu einer besseren Testperformance, wohingegen Wildtypen durch ängstlicheres Ver-

halten schlechter abschnitten. Dies widerspricht den Befunden vorhergehender Untersuchungen, welche 

den Tg2576-Mäusen im Alter von zehn Monaten eine erhöhte Anzahl an WC im Vergleich zu den Wild-

typen zuschreiben und damit eine schlechtere Funktion des deklarativen Gedächtnisses (Fendl 2013; 

Schmid et al. 2019) wobei auch Studien existieren, die keine kognitiven Beeinträchtigungen der 

Tg2576-Mauslinie bis ins Alter von 19 Monaten beschreiben (King und Arendash 2002). Zu beachten 

ist hierbei allerdings, dass die Tiere der vorliegenden Studie zusätzlich teilweise einer Narkose ausge-

setzt waren. Die Beeinträchtigung des deklarativen Gedächtnisses stellt offenbar keine zwingende Ei-

genschaft der Alzheimer-Mäuse im Alter von zehn Monaten dar. In Kontrast zu unserer These stehen 

Berichte, wonach ängstlichere Mäuse im mHBT besser abschneiden, was allerdings mit einer zielge-

richteteren und verbesserten Performance erklärt wird. Diese ängstlichen Mäuse zeigten eine verstärkte 

direkte Exploration, welche zu einer erfolgreicheren Suchstrategie im mHBT führte – genau wie bei den 

Tg2576-Mäusen in unseren Untersuchungen (Ohl et al. 2003). 

Wie Jahn beschreibt, äußert sich die AD beim Menschen beginnend mit Einschränkungen des deklara-

tiven Gedächtnisses, was sich unter anderem darin äußert, dass die Alzheimer-Patienten nicht mehr in 

der Lage sind, sich flüssig verbal zu artikulieren und Objekte namentlich zu bezeichnen. Neue Gedächt-

nisinhalte können durch die Zerstörung des Hippocampus in Form einer anterograden Amnesie nicht 

mehr abgespeichert werden (Jahn 2013). Der Alzheimer-Patient ist sich seiner Erkrankung nicht be-

wusst, was als Anosognosie bezeichnet wird und ihn von Menschen unterscheidet, die eine milde 
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Gedächtniseinschränkung des normalen Alterns als sehr beunruhigend empfinden (Reiman und Caselli 

1999). 

Die Lernleistung und Motivation der Tiere, dargestellt durch eine Verkürzung der Dauer bis zum Ab-

schluss eines Durchgangs, verbesserte sich über die acht Tage des mHBT. Ähnlich wie in Bezug auf die 

Funktion des deklarativen Gedächtnisses zeigten sich die Tg2576-Mäuse mit der frühen Ausprägung 

der AD mit besseren Werten im Vergleich zu den Wildtypen, was am ehesten auf die emotionalen Un-

terschiede durch den Genotyp der Versuchstiere zurückzuführen ist. Zu diesem Zeitpunkt der AD ent-

wickelte sich die erhöhte Impulsivität und verminderte Ängstlichkeit der Alzheimer-Tiere zu deren Vor-

teil im mHBT. Eine Beeinträchtigung des Arbeitsgedächtnisses konnte durch eine dynamischere Test-

performance bei gleichzeitig sogar verbessertem deklarativem Gedächtnis ausgeglichen werden und 

führte zu besseren Ergebnissen bei den Tg2576-Tieren. Tiere aus beiden Experimentalgruppen sind in 

der Lage, den mHBT zu erlernen, was sich in einer abnehmenden Anzahl an ausgelassenen Löchern und 

verkürzter Dauer der Durchläufe zeigt (Eckel et al. 2013). 

5.2.3. Einfluss der Narkose 

Die Studienlage zur postoperativen kognitiven Dysfunktion (engl. postoperative cognitive dysfunction, 

POCD) und dem Einfluss verschiedener Anästhesieformen, der Art des chirurgischen Eingriffs und der 

perioperativen Komplikationen ist zahlreich und lässt einen roten Faden vermissen. Exemplarisch sei 

für nicht-kardiochirurgische Eingriffe die International Study of Postoperative Cognitive Dysfunction 

(ISPOCD 1) an Patienten mit einem Alter von über 60 Jahren genannt. Diese findet nach einer Woche 

in ca. einem Viertel der Patienten und nach drei Monaten noch bei ca. zehn Prozent POCD im Vergleich 

zur Kontrollgruppe mit 3,4 % und 2,8 % (Moller et al. 1998). Weitere Studien beschreiben kognitive 

Einschränkungen nach einer Operation unter Allgemeinanästhesie (Bratzke et al. 2018) oder eine ver-

stärkte Dynamik des kognitiven Verfalls bei bereits beeinträchtigten Individuen, in diesem Falle auch 

unter Regionalanästhesie (Patel et al. 2016). Bei kardiochirurgischen Eingriffen, wie der koronaren By-

passchirurgie wird die POCD ebenfalls häufig beschrieben (van Dijk et al. 2000; Selnes et al. 2001). 

Die Inzidenz der POCD in älteren Individuen wird durch vorbestehende kognitive Defizite und die Alz-

heimer-Erkrankung verstärkt (Patel et al. 2016). Andererseits wird POCD als Prodromalstadium bzw. 

Risikofaktor für die Ausprägung einer Demenz diskutiert. Während die POCD in der Regel bis ein Jahr 

nach dem Eingriff wieder reversibel ist, werden nach Eingriffen zur Anlage eines koronaren Bypasses 

drei bis fünf Jahre nach der Operation verzögerte kognitive Einbußen beschrieben (Vanderweyde et al. 

2010). Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von kognitiven Defiziten nach einer Narkose und 

der AD erscheint somit als wahrscheinlich. 

Die Auswirkungen einer Allgemeinanästhesie auf die AD und der zu Grunde liegenden Mechanismus 

sind bisher unklar. Es finden sich Studien, die keinen Einfluss beschreiben (Bohnen et al. 1994; Sprung 

et al. 2013) oder der Narkose einen verstärkenden Effekt zuschreiben (Chen et al. 2014a, b), wobei auch 
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hier ein wissenschaftlicher Konsens fehlt. Ebenso wird berichtet, dass herzchirurgische Eingriffe die 

Inzidenz der AD verstärken können, wobei vorbestehende kardiovaskuläre Erkrankungen als eigenstän-

dige Risikofaktoren mitbeachtet werden müssen (Lee et al. 2005; Evered et al. 2016). Im Mausmodell 

werden positive Auswirkungen einer Isoflurannarkose beschrieben, die durch eine verbesserte kognitive 

Funktion durch gesteigerte Langzeitpotenzierung im Hippocampus erreicht wird (Rammes et al. 2009). 

Die Ergebnisse bei den Alzheimer-Mausmodellen zeigen ebenfalls in beide Richtungen: Es finden sich 

positive Einflüsse auf die Neurokognition durch Isofluran, sowohl bei Wildtypen als auch bei transgenen 

(APP23) Versuchstieren (Eckel et al. 2013). Auf der anderen Seite werden auch negative Folgen einer 

Narkose mit Isofluran im Tg2576-Mausmodell beschrieben, die sich sowohl in kognitiven Beeinträch-

tigungen als auch in neurophysiologischen Defiziten, wie vermehrten pro-apoptotischen Proteinen und 

Aβ-Aggregaten, und einer erhöhten Mortalität zeigen (Perucho et al. 2010). Eine andere Studie mit dem 

gleichen Modell und (weiblichen) Tieren im Alter von zwölf Monaten findet lediglich eine einge-

schränkte Neurokognition bei den Wildtypen; Veränderungen bei den transgenen Mäusen können nur 

in Form einer verstärkten Amyloidopathie nach einer Narkose mit Halothan festgestellt werden (Bianchi 

et al. 2008). 

In unseren Untersuchungen zeigte sich kein alleiniger Einflusse einer Allgemeinanästhesie mit Isofluran 

auf die im mHBT erhobenen Parameter. Um die Realität möglichst genau abzubilden wurden für die 

Dauer der Narkose zwei Stunden gewählt. Ob die Dauer dabei zu kurz für einen Einfluss gewählt wurde, 

bleibt fraglich. Studien, die einen negativen Einfluss im Mausmodell finden, applizieren die Narkose 

zwei Stunden an fünf Tagen, d.h. insgesamt zehn Stunden (Bianchi et al. 2008) oder 30 bzw. 20 Minuten 

zweimal pro Woche innerhalb von drei Monaten (Perucho et al. 2010). Da Erstere nur einen Einfluss 

bei den Wildtypen findet und Zweitere in allen Versuchsgruppen, begünstigt eine chronische Narkose-

exposition möglicherweise den neurotoxischen Effekt der Allgemeinanästhesie. Selbstverständlich sind 

die Studien in den Rahmenbedingungen nicht übereinstimmend, jedoch kann man den Eindruck gewin-

nen, der nachteilige Effekt einer Anästhesie wäre von der Dauer abhängig. Diese These wird dadurch 

untermauert, dass Arbeiten, die positive Effekte beschreiben, eine wesentlich kürzere Narkosedauer an-

wenden, zum Beispiel wie in unserer Studie eine Einmalanwendung von zwei Stunden (Rammes et al. 

2009; Eckel et al. 2013). In zukünftigen Studien sollten daher unterschiedliche Längen einer Narkose 

untersucht werden, um eine mögliche Schwellendauer bzw. zeitabhängige positive oder negative Wir-

kung von Isofluran ausfindig zu machen. In jedem Fall muss bedacht werden, dass eine repetitive All-

gemeinanästhesie mit Isofluran eine stärkere Belastung für Mäuse, insbesondere für weibliche Tiere, 

darstellt (Hohlbaum et al. 2017). 

Eine weitere Schwierigkeit stellt der Zeitpunkt der Verhaltenstestung dar. Hier ist es wichtig, diesen 

nicht zu früh und nicht zu spät zu wählen. Eine Verzerrung durch unmittelbare Nachwirkungen der 

Narkose, welche potentiell reversibel sind, wie z.B. prolongierte Aufwachreaktionen, ist zu vermeiden. 

Aus diesem Grund beginnt der mHBT erst am folgenden Tag nach der Anästhesie. 
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Unterschiede im mHBT zwischen Wildtypen und Tg2576-Mäusen treten ab einem Alter von acht Mo-

naten in Erscheinung (Schmid et al. 2019). Somit ist der Test prinzipiell in der Lage, bereits zu einem 

frühen Zeitpunkt der AD bei den Tg2576-Mäusen Veränderungen zu detektieren und müsste folglich 

auch in der Lage sein, subtile Veränderungen durch eine Allgemeinanästhesie aufzudecken. Das Vor-

handensein von alzheimertypischen pathologischen Veränderungen bei den Mäusen scheint hingegen 

keinen Einfluss auf die Vulnerabilität der Gehirne gegenüber einer Allgemeinanästhesie zu haben. Be-

reits nach zwei Stunden Narkose mit Isofluran bei Wildtyp-Mäusen können erhöhte Konzentrationen an 

Caspase 3 und Aβ (Xie et al. 2008) beobachtet werden. In der vorliegenden Studie und bei Untersu-

chungen mit zwölf Monate alten Tg2576-Mäusen (Bianchi et al. 2008) können dagegen keine Auswir-

kungen festgestellt werden. Letztere verwendete allerdings nur weibliche Tiere, sodass die Aussagekraft 

für männliche Tiere eingeschränkt ist. 

In Anbetracht der heterogenen Datenlage muss bedacht werden, dass die vorliegende Studie keinen An-

spruch auf eine allumfassende Klärung des Sachverhalts Narkose und AD stellt, sondern lediglich ein-

zelne Punkte dieses komplexen Feldes näher zu beleuchten versucht. Hierüber können wertvolle grund-

legende Erkenntnisse für nachfolgende (prä-)klinische Studien gefunden werden. 

5.2.4. Einfluss des Geschlechts 

Klinische Untersuchungen legen nahe, dass weibliche Patientinnen ein höheres Risiko für eine Alzhei-

mer-Erkrankung haben als Männer (Fratiglioni et al. 1997; Gao et al. 1998). Mögliche Gründe liegen in 

einer Abnahme der Östrogenkonzentration nach der Menopause, da dem weiblichen Sexualhormon neu-

roprotektive Einflüsse zugeschrieben werden. Darüber hinaus sind niedrigere Östrogenspiegel mit einer 

höheren Konzentration an Aβ assoziiert (Schönknecht et al. 2001; Barron und Pike 2012). Weiter wird 

berichtet, dass ein geringeres Risiko der Entwicklung einer AD bei Frauen besteht, welche eine Hormo-

nersatztherapie erhalten, wobei die Dauer und der Zeitpunkt maßgeblichen Einfluss auf die Risikore-

duktion haben (Zandi et al. 2002).  

Ebenso finden sich in tierexperimentellen Untersuchungen Hinweise auf eine erhöhte Vulnerabilität von 

weiblichen Versuchstieren. Eine stärkere Ausprägung der alzheimertypischen neuropathologischen Ver-

änderungen (im APPSWE-Presenelin-1-Mausmodell) finden sich dabei entweder in allen Altersklassen 

der Mäuse (Wang et al. 2003) oder erst ab einem bestimmten Alter. So gibt es Hinweise, dass weibliche 

Tg2576-Mäuse erst ab einem Alter von zwölf Monaten mit Gipfeln in einem Alter von 15 und 19 Mo-

naten mehr Aβ exprimieren als die Männchen (Callahan et al. 2001). Erste Geschlechtsunterschiede bei 

ethologischen Untersuchungen im Tg2576-Mausmodell zeigen sich ab einem Alter von zwölf Monaten, 

wobei hier bei einer vergleichbaren Belastung mit Amyloid-β eine schlechtere Funktion des Referenz-

gedächtnisses im mHBT beobachtet werden kann. Unterschiede in der Belastung der Mäuse nach Ge-

schlecht mit Aβ oder amyloiden Plaques finden sich hier jedoch in keiner Altersklasse (Schmid et al. 

2019). Weibliche Tiere reagieren also möglicherweise sensitiver auf eine Belastung mit Amyloid-β als 
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ihre männlichen Artgenossen. Unterschiede im Abschneiden der zehn Monate alten Tg2576-Mäuse im 

mHBT, die alleine durch das Geschlecht zu erklären wären, finden sich in unserer Studie im Einklang 

mit vorhergehenden Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe (Schmid et al. 2019) nicht. Bekannte 

Defizite im Sinne einer beginnenden Alzheimer-Erkrankung der Mäuse werden in unserer Studie hin-

gegen bestätigt. 

Die These, dass Östrogenentzug mit einer stärkeren Ausprägung der AD assoziiert ist wird auch in Tier-

experimenten verfolgt. Eine Östrogendeprivation wird dabei durch eine Ovariektomie der Versuchstiere 

erreicht und führt zu einer stärkeren Belastung der transgenen Mauslinien mit Aβ, wobei auch eine er-

höhte Mortalität bei diesen Tieren auffällig ist (Levin-Allerhand und Smith 2002). Ähnlich zur Hormo-

nersatztherapie beim Menschen können die Effekte eines Östrogenentzugs durch eine Substitutionsthe-

rapie am Versuchstier geschmälert werden (Zheng et al. 2002). Eine Aussage hierzu ist durch unsere 

Daten nicht möglich, da auf die Bestimmung der Serumöstrogenkonzentration verzichtet wurde.  

In klinischen Untersuchungen finden sich vergleichbare Raten an POCD beim Vergleich von Männern 

und Frauen (Newman et al. 2001; Hogue et al. 2003). Findet allerdings eine Trennung nach dem ApoE4-

Status (Apolipoprotein E, ε4 Isoform) der Probanden statt, so demaskieren sich geschlechtsspezifische 

Unterschiede. ApoE4-positive Männer zeigen eine höhere Rate an POCD im Vergleich zu ApoE4-po-

sitiven Frauen (Schenning et al. 2019). Auch bei der AD spielt ApoE4 eine Rolle: Weibliche Patienten 

mit einem positiven ApoE4-Genotyp haben ein höheres Risiko die Alzheimer-Krankheit oder eine milde 

kognitive Beeinträchtigung (engl. mild cognitive impairment, MCI) auszubilden (Altmann et al. 2014). 

Die Entwicklung der POCD scheint also vom Trägerstatus des ApoE4-Allels abhängig zu sein, wohin-

gegen ein postoperatives Delir (POD) unabhängig von ApoE4 bei Männern häufiger anzutreffen ist und 

eine vorbestehende demenzielle Entwicklung ebenfalls als Risikofaktor für ein POD anzusehen ist (Lee 

et al. 2011). 

In unserer Studie war der Einfluss des Geschlechts auf die Ergebnisse im mHBT von der Durchführung 

einer Narkose und teilweise vom Genotyp abhängig. Eine alleinige Beeinflussung durch die Faktoren 

weiblich oder männlich ergab sich nicht. Am letzten Tag des mHBT zeigten die Männchen in der Gruppe 

der narkotisierten Tiere im Vergleich zu den Weibchen eine verstärkte ungerichtete Exploration. Diese 

zeigte sich durch mehr Rearings, was auch bei den männlichen Tieren mit Isoflurannarkose im Vergleich 

zu den Sham-Männchen beobachtet werden konnte. In der Gruppe der männlichen Wildtypen mit einer 

Allgemeinanästhesie zeigten sich mehr unbesuchte markierte Löcher (OE) am achten Tag des mHBT 

als bei den korrespondierenden Tieren der Sham-Gruppe, was für ein stärker beeinträchtigtes deklarati-

ves Gedächtnis nach Durchlaufen des mHBT spricht. Gescheiterte Lochbesuche (UHV) als Zeichen 

einer motorischen Beeinträchtigung waren bei den männlichen narkotisierten Tieren ausgeprägter als 

bei den männlichen Mäusen aus der Kontrollgruppe. Bei den Mäusen, die einer Isoflurannarkose unter-

zogen wurden, war dieser Effekt bei den männlichen Tieren im Vergleich zu den Weiblichen stärker 

ausgeprägt. Gleiche Effekte fanden sich am letzten Tag des mHBT für die UHV. Verstärkte ungerichtete 

Exploration und mehr OE fanden sich auch bei den Wildtypen im Vergleich zu den Tg2576-Mäusen, 
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sodass eine Narkose mit Isofluran die Leistung der Männchen im mHBT in gegensätzlicher Weise zu 

beeinflussen scheint, wie die Alzheimer-Mutation. Bei den UHV fanden sich keine Unterschiede zwi-

schen Wildtypen und Carriern, sodass man hier lediglich einen hemmenden Einfluss von Isofluran auf 

die Motorik der männlichen Tiere folgern kann. Eine Narkose mit Isofluran führt bei den männlichen 

Tieren zu einer schlechteren Funktion des deklarativen Gedächtnisses und zu einer verstärkten unge-

richteten Exploration. Dies unterstützen Studien, die eine erhöhte Inzidenz von POD und POCD bei 

männlichen Patienten postulieren (Lee et al. 2011; Schenning et al. 2019). In die gleiche Richtung deu-

ten Unterschiede in den UHV, welche eine stärker beeinträchtigte Motorik bei den männlichen narkoti-

sierten Tieren zeigt. Nichtsdestotrotz sind dies nur diskrete Unterschiede zwischen männlichen und 

weiblichen Mäusen. Möglicherweise sind diese Unterschiede in einem weiter fortgeschrittenen Alter 

oder nach einer längeren Isofluran-Exposition deutlicher festzustellen. 

5.3. Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen 

5.3.1. Alzheimer-Korrelate 

Amyloid Precursor Protein (APP) 

Sowohl im Hippocampus als auch im sensorischen Cortex der zehn Monate alten Tg2576-Mäuse findet 

sich eine erhöhte Expression des APP gemäß ihres genetischen Hintergrunds im Vergleich zu den Wild-

typen (siehe Diagramm 12, Diagramm 13). Eine zweistündige Narkose mit Isofluran hat auf die Belas-

tung der beiden Hirnregionen mit APP keinen Einfluss. Die steigende Belastung mit Aβ und Plaques 

scheint nicht von einer höheren Expression an APP mit steigendem Alter abhängig zu sein, da diese 

über die Lebensmonate konstant bleibt (Hsiao et al. 1996). Vermehrtes APP in den Gehirnen von weib-

lichen transgenen (5XFAD) Mäusen wird mit einem östrogenempfindlichen Element in deren Erbgut in 

Verbindung gebracht. Dieses ist Bestandteil eines murinen transgenen Promotors und somit nicht auf 

den Menschen übertragbar (Sadleir et al. 2015). In unseren Untersuchungen finden sich keine Hinweise 

auf eine verstärkte Expression des APP in den weiblichen Tg2576-Tieren, sodass es für die Existenz 

eines östrogenempfindlichen Elements in diesem Modell keinen Anhalt gibt. Die Art der genetischen 

Veränderung des Mausstammes spielt eine wesentliche Rolle bei geschlechtsspezifischen Unterschie-

den. Dies wird in einer weiteren Studie betont, die im verwendeten Modell eine höhere Vulnerabilität 

der weiblichen Mäuse für das APP bzw. Aβ im Vergleich zu ihren männlichen Artgenossen beschreibt, 

wobei ebenfalls keine geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Expression des APP berichtet wer-

den. Die weiblichen Tiere zeigen hier eine verstärkte Atrophie des Gyrus dentatus und früher einset-

zende Verhaltensauffälligkeiten (Melnikova et al. 2016). 

In unserer Studie finden sich zwischen der Expression des APP (sowohl im Hippocampus als auch im 

sensorischen Cortex) und den Ergebnissen des mHBT an zahlreichen Stellen Zusammenhänge. So ist 

eine vermehrte Expression an APP mit weniger WCT, mehr RC, weniger Rearings und einer längeren 
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TOB assoziiert. Mehr APP korrelierte also mit einer stärkeren Ausprägung von alzheimertypischen Ver-

haltensweisen der Mäuse, d.h. ein verbessertes deklaratives-, ein verschlechtertes Arbeitsgedächtnis, 

geringere indirekte Exploration und ein geringeres Angstverhalten. Das männliche Geschlecht ver-

stärkte den Effekt des APP, sodass bei einigen Parametern eine gleiche Expression von APP bei männ-

lichen Tieren zu einer größeren Korrelation mit Parametern des mHBT gegenüber den weiblichen Mäu-

sen führte (siehe Tabelle 12). Diese Befunde stellen die These, dass weibliche Tiere empfindlicher auf 

eine Belastung mit APP bzw. Aβ reagieren (Melnikova et al. 2016; Schmid et al. 2019), infrage. In 

unserer Studie zeigten männliche Tg2576-Mäuse bei gleicher Expression von APP eine stärkere alzhei-

mertypische Beeinflussung ihres Verhaltens als Weibchen. 

Amyloid-Plaques 

Im Tg2576-Mausmodell zeigt sich eine 14-fache Erhöhung von Aβ-1-42/43 bei Tieren im Alter von elf 

bis 13 Monaten im Vergleich zu Mäusen im Alter von zwei bis acht Monaten. Diese neuropathologi-

schen Veränderungen sind mit einer Verschlechterung der Lern- und Gedächtnisleistung assoziiert 

(Hsiao et al. 1996). Eine andere Studie richtet einen differenzierteren Blick auf die Neuropathologie im 

Tg2576-Mausmodell. Sie unterscheidet zwischen in SDS löslichem und unlöslichem (d.h. nur mittels 

Ameisensäure löslichem) Aβ sowie senilen Plaques. Konzentrationen des löslichen Aβ steigen demnach 

ab einem Alter von sechs bis acht Monaten leicht und stärker ab zehn Monaten. Zwischen sechs und 

neun Monaten tritt unlösliches Aβ erstmalig auf. Solide amyloide Plaques finden sich zum ersten Mal 

vereinzelt aber zunehmend zwischen sieben und zehn Monaten, wobei sie sich ab zwölf bis 15 Monaten 

diffus in den Gehirnen ablagern. Zwischen zehn und 21 Monaten nimmt die Belastung mit allen drei 

Komponenten rapide zu (Kawarabayashi et al. 2001). Dies konnte durch unsere Versuche bestätigt wer-

den, da sich im Hippocampus und Isocortex der Carrier vereinzelt Alzheimer-Plaques nachweisen ließen 

(siehe Diagramm 9, Diagramm 10); Geschlecht und Narkose konnten die Ausprägung dieser nicht be-

einflussen. Die Wildtypen zeigten in allen untersuchten Gehirnen keine Plaquebelastung. 

Amyloid-β-1-42 (A-β-1-42) 

Eine Studie von Westermann et al., die sich mit der Rolle des unlöslichen Aβ im Tg2576-Modell befasst, 

kommt zu dem Schluss, dass unlösliches Aβ gemeinsam mit dem löslichen Aβ als Surrogatparameter 

für die Belastung der Gehirne mit kleinen Aβ-Agglomeraten (nicht zu verwechseln mit senilen Plaques 

als aggregiertem unlöslichem Aβ) genutzt werden kann. Diese kleinen Aβ-Agglomerate bedingen letzt-

lich die demenzielle Entwicklung. Als angepasste Alzheimer-Kaskade wurde sie von den Autoren pos-

tuliert, da sich in ihrer Studie das lösliche Aβ als ungeeigneter Wert für die Korrelation mit kognitiven 

Defiziten herausstellte (Westerman et al. 2002). Demgegenüber wird eine gute Korrelation zwischen 

einer Beeinträchtigung des Referenzgedächtnisses und der Belastung mit löslichem Aβ-1-42 im MPFC 

und dem Auftreten von amyloiden Plaques der Tg2576-Mäuse im Alter von acht bis 16 Monaten be-

schrieben. Das Geschlecht führt zu keiner unterschiedlichen Belastung mit senilen Plaques oder Aβ 

(Schmid et al. 2019). 
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In unserer Studie wurde nicht zwischen löslichem und unlöslichen Amyloid-beta unterschieden. Der 

ELISA detektierte im MPFC der Carrier im Alter von zehn Monaten eine höhere Konzentration an Aβ-

1-42 im Vergleich zu den Wildtypen (siehe Diagramm 11). Ein alleiniger Einfluss des Geschlechts fand 

sich nicht. Der Einfluss des Geschlechts und einer Narkose mit Isofluran war voneinander abhängig: 

Bei den männlichen Tieren konnte nach einer Allgemeinanästhesie mehr Aβ-1-42 im MPFC nachge-

wiesen werden als bei den Tieren der Kontrollgruppe. Dies steht im Gegensatz zu oben diskutierten 

Ergebnissen des mHBT, wonach für eine Narkose bei männlichen Tieren eher eine protektive Wirkung 

beschrieben wurde. Generell zeigte sich in der Kontrollgruppe eine erhöhte Konzentration an Aβ-1-42 

bei den weiblichen Tieren im Vergleich zu den männlichen.  

In unseren Versuchen wurde Aβ-1-42 bestimmt, da es zwar einen geringeren Anteil als Aβ-1-40 an der 

Gesamtmenge an sezerniertem Aβ einnimmt, sich aber früher zu senilen Plaques zusammenlagert und 

diese überwiegend aufbaut (Kawarabayashi et al. 2001). Bei in vitro Untersuchungen konnte gezeigt 

werden, dass eine Lösung aus Aβ-1-42 zu sofortiger Aggregation führte, während es bei Aβ-1-39 und 

Aβ-1-40 mehrere Tage dauerte (Jarrett et al. 1993). In Fällen von sporadischer AD und insbesondere 

familiärer AD zeigte sich, dass Aβ-1-42 die häufigste Aβ-Spezies darstellt und Aβ-1-40 positive Plaques 

erst mit Fortschreiten der Krankheit auftreten (Iwatsubo et al. 1994). Aβ-1-42 ist damit ein geeigneterer 

Marker, um die Ausprägung der AD in einem frühen Stadium zu untersuchen. 

Die Konzentration an Aβ-1-42 im MPFC sowie die Belastung des HC mit amyloiden Plaques korrelier-

ten mit Parametern des mHBT. So zeigte sich auch in unserer Studie eine schlechtere Funktion des 

deklarativen Gedächtnisses (mehr WCT) von weiblichen Tieren bei gleichen Konzentrationen von Aβ-

1-42 wie von Schmid et. al beschrieben, wobei der grundsätzliche Zusammenhang zwischen Aβ und 

Gedächtnisfunktion gegensätzlich war: In unserer Studie führte eine höhere Konzentration an Aβ-1-42 

zu weniger WCT, also einer gesteigerten Funktion des deklarativen Gedächtnisses. Dies steht entgegen 

den Ergebnissen, die für eine erhöhte Belastung mit Aβ-1-42 eine schlechtere Funktion des deklarativen 

Gedächtnisses beschreiben (Schmid et al. 2019). Ebenso korrelierten mehr Plaques im HC mit weniger 

WCT, wobei das Geschlecht hier keinen Einfluss hatte. Mehr Aβ-1-42 im MPFC bzw. mehr Plaques im 

HC korrelierten mit einer größeren Beeinträchtigung des Arbeitsgedächtnisses (RC) und der auf dem 

Board verbrachten Zeit sowie negativ mit ungerichteter Exploration (Rearings). Wie beim APP fand 

sich damit auch bei einer erhöhten Ausprägung von Aβ und amyloiden Plaques im HC eine verstärkte 

Alzheimersymptomatik der Mäuse. Übereinstimmend zeigte sich hier wieder das männliche Geschlecht 

als Verstärker. Die senilen Plaques im Isocortex korrelierten hingegen nur mit den Rearings in negativer 

Weise, sodass dieser Wert weniger Voraussagekraft besitzt als die amyloiden Plaques im HC und die 

Konzentration an Aβ im MPFC (siehe Tabelle 12). 

Die pathologischen Befunde der Alzheimer-Krankheit (APP, Aβ-1-42, amyloide Plaques) bei den Mäu-

sen unserer Studie zeigten einen Zusammenhang zwischen der Stärke der phänotypischen Ausprägung 

der AD und der Leistung im mHBT. Sie korrelierten mir Parameter des deklarativen- und Arbeitsge-

dächtnisses, der ungerichteten Exploration, des Angstverhaltens und der Motorik. Je stärker die AD bei 
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den Mäusen ausgeprägt war, desto deutlicher zeigten sie Verhaltensweisen, die für Tg2576-Mäuse in 

diesem Alter typisch sind (siehe Tabelle 12, Tabelle 13). Das männliche Geschlecht scheint im Alter 

von zehn Monaten als Verstärker dieser Zusammenhänge zu fungieren. 

In unseren Versuchen konnte kein alleiniger Einfluss einer zweistündigen Isoflurannarkose auf die Be-

lastung der Gehirne mit APP, Aβ-1-42 oder senilen Plaques gezeigt werden. Jedoch werden in der Lite-

ratur nach einer Isoflurannarkose zweimal pro Woche für drei Monate an Tg2576-Mäusen vergleichba-

ren Alters zahlreiche negative Effekte auf die Neurophysiologie und Neurokognition beschrieben, wie 

z.B. eine verstärkte Belastung mit Aβ-Aggregaten. Allerdings wurde in dieser Studie eine höhere Kon-

zentration an Isofluran und repetitive Narkosen innerhalb eines kurzen Zeitraumes vorgenommen, was 

üblicherweise nicht der klinischen Praxis entspricht (Perucho et al. 2010). Eine andere Untersuchung an 

Wildtyp-Mäusen zeigte bereits nach zwei Stunden Narkose mit Isofluran erhöhte Werte für Aβ, wobei 

diese erst nach 24 Stunden zu detektieren waren. Eine ebenfalls erhöhte Aktivierung der Caspase 3 war 

zu diesem Zeitpunkt bereits wieder abgeklungen (Xie et al. 2008). In vitro Experimente zu klinischen 

Konzentrationen von Isofluran und Halothan im Vergleich zu Propofol zeigen eine verstärkte Oligome-

risation von Aβ bei Applikation der volatilen Anästhetika (Eckenhoff et al. 2004). Dies wird neben 

Isofluran auch für Desfluran beschrieben und beruht auf der Interaktion der Anästhetika mit kritischen 

Aminosäureresten des Aβ-Peptides (Mandal und Pettegrew 2008; Mandal und Fodale 2009). Nichtsdes-

totrotz konnte ein solcher Effekt des Isoflurans auf die Alzheimer-Pathologie in unseren Versuchen in 

vivo nicht bestätigt werden.  

5.3.2. Neuroinflammation, Apoptose 

TNF-α wird als Schlüsselfaktor für die Regulation einer Entzündungsantwort angesehen, da er nach 

Bindung an seine spezifischen Rezeptoren unter Anderem zur Transkription des NFκB und der Aktivie-

rung von Caspasen (siehe unten) führt (Bradley 2008).  

Bis dato ist noch nicht abschließend geklärt, ob es sich bei den postoperativen kognitiven Beeinträchti-

gungen um Auswirkungen der Narkose alleine, des Operationstraumas oder einer Kombination aus bei-

dem handelt. In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass der chirurgische Reiz zu einer 

Inflammationsreaktion und der Freisetzung von IL-1β führt, welches mit kognitiven Beeinträchtigungen 

assoziiert ist. Mäuse, die dagegen nur der Narkose (ohne Operation) ausgesetzt waren, zeigten weder 

erhöhte IL-1β-Spiegel noch postoperative kognitive Beeinträchtigungen. Auch konnten diese bei Mäu-

sen mit fehlendem IL-1beta-Rezeptoren nicht nachgewiesen werden (Cibelli et al. 2010). Somit scheint 

IL-1β wesentlichen Anteil an der Ausbildung der POCD zu haben. Dieses entsteht im Rahmen einer 

Zytokinkaskade welche nach einem (Operations-) Trauma durch TNF-α initiiert wird. Eine Blockade 

von TNF-α konnte im Mausmodell die IL-1 Produktion reduzieren und somit einer Beeinträchtigung 

der postoperativen kognitiven Funktion entgegenwirken (Terrando et al. 2010). Untersuchungen am 

Menschen zeigen, dass eine Narkose mit Sevofluran im Vergleich zu Propofol zu erhöhten Werten an 
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TNF-α und einer schlechteren kognitiven Funktion nach der Operation führt. Eine präoperative Gabe 

von Methylprednisolon konnte die Expression des TNF-α und der folgenden Inflammationsreaktion un-

terdrücken (Qiao et al. 2015). Um den oben genannten Aspekten Rechnung zu tragen, wurde auf einen 

Eingriff an den narkotisierten Versuchstieren verzichtet. Somit konnte die alleinige Auswirkung einer 

Narkose auf die Expression des TNF-α als Korrelat der Neuroinflammation untersucht werden. 

Carrier der Alzheimer-Mutation zeigten eine verstärkte Neuroinflammation im Hippocampus mit einer 

höheren Expression von TNF-α. Da diese Ergebnisse unabhängig von der Narkose auftreten, sind diese 

am ehesten im Rahmen der AD der Mäuse zu werten. Vorhergehende Untersuchungen konnten zeigen, 

dass in Individuen mit einer erhöhten Produktion von TNF-α im Blut das Risiko erhöht ist, an der AD 

zu erkranken (Tan et al. 2007). Weiter fanden sich erhöhte Konzentrationen an TNF-α in älteren Indivi-

duen, die sowohl mit der AD als auch generalisierter Arteriosklerose assoziiert war (Bruunsgaard et al. 

1999). Unsere Untersuchungen unterstreichen diese Befunde in klinischen Studien. 

Caspasen bilden eine Familie von Proteasen, die eine essentielle Rolle in der Induktion des program-

mierten Zelltodes, der Apoptose spielen. Die untersuchte Caspase 3 ist dabei Teil einer Signalkaskade, 

an deren Beginn beispielsweise die Aktivierung des membranständigen TNF-Rezeptors (siehe oben) 

steht (Fan et al. 2005). In vitro Untersuchungen zeigen, dass auf eine Störung des Zytoskeletts durch Aβ 

eine Aktivierung von Caspase 3 und 9 folgt, welche schließlich zum neuronalen Zelltod führt (Sponne 

et al. 2003). Ebenfalls in vitro greift Isofluran über eine verstärkte Aktivierung von Caspase 3 in diese 

Kaskade ein. Es wird berichtet, dass dieser Einfluss unabhängig von einer erhöhten APP-Prozessierung 

oder Aβ-Produktion geschieht. Auf der anderen Seite ist die verstärkte Aβ-Akkumulation einerseits von 

einer erhöhten Caspase-3-Aktivierung durch das volatile Anästhetikum abhängig, kann andererseits 

auch direkt durch Isofluran induziert werden. Diese Akkumulation führt selber wiederum zu einer ver-

stärkte Caspase-Aktivierung und damit zu einem Teufelskreis (Xie et al. 2007). Befunde, wonach die 

Expression von Caspase 3 im Hippocampus im Tg2576-Mausmodell ab einem Alter von drei Monaten 

erhöht ist und zu einer synaptischen Dysfunktion führt, konnten in unseren Untersuchungen nicht veri-

fiziert werden (D’Amelio et al. 2011). 

Die Expression von Caspase 3 im Hippocampus, war bei den männlichen Mäusen unabhängig vom 

Genotyp oder Intervention stärker ausgeprägt als bei den weiblichen Tieren. Im sensorischen Cortex 

zeigte sich dieser Effekt nicht. Dieser Aspekt unterstützt die These, dass männliche Mäuse in einem 

Alter von zehn Monaten vulnerabler für neuronalen Schaden bzw. die Ausprägung der AD sind, wie 

auch in Kapitel 5.2.4 und 5.3.1 ausgeführt. Die verstärkte Aktivierung der Caspase 3 scheint eine Ei-

genschaft männlicher Mäuse unabhängig von deren Genotyp zu sein. Eine verstärkte Expression durch 

die Applikation von Isofluran konnte in unserer Studie nicht gezeigt werden. 
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5.3.3. Rezeptoren 

Bei der Pathophysiologie der AD spielen nicht nur amyloide Veränderungen und die Neuroinflamma-

tion eine Rolle, sondern auch Auswirkungen auf die Rezeptoren der neuronalen Zellen. Aus diesem 

Grund wurden der N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor 2B (NR2B), der metabotrope-Glutamat-Rezeptor 5 

(mGluR5) und die α1 Untereinheit des GABA-A-Rezeptors (GABA-A α1) näher betrachtet. 

Hinsichtlich der Expression des NR2B ergaben sich keinerlei Unterschiede zwischen den Versuchs-

gruppen. Auch konnte ein Zusammenhang mit den WCT im mHBT nicht gezeigt werden. Schmid et al. 

fanden demgegenüber eine Korrelation zwischen der Expression des NR2B im sensorischen Cortex der 

Mäuse und den WCT. Eine erhöhte Menge an NR2B war also mit einer schlechteren Funktion des de-

klarativen Gedächtnisses im mHBT verbunden (Schmid et al. 2019). Dies wird auf Neurotoxizität des 

NR2B zurückgeführt, welche durch eine erhöhte Exzitotoxizität und neuronaler Apoptose zu einer Be-

einträchtigung der synaptischen Leistung führt; NR2A wird demgegenüber eine protektive Wirkung 

hinsichtlich des neuronalen Zelltodes bescheinigt (Liu et al. 2007). Demgegenüber konnte ein komplet-

tes Knockout des NR2B eine Beeinträchigung der LTP zeigen, sodass über die Rolle des NR2B bei der 

Gedächtnisfunktion keine einheitliche Lehrmeinung existiert (Rammes et al. 2011). 

Amyloid-β führt zu einer Endozytose des synaptischen NMDAR und hierüber vermutlich zu Einschrän-

kungen des Gedächtnisses (Snyder et al. 2005). Da in unseren Analysen nicht zwischen extrazellulärem 

und intrazellulärem NR2B unterschieden wird, widersprechen unsere Befunde diesen Erkenntnissen 

nicht. Isofluran im Mausmodell führt zu einer vorübergehend verstärkten Expression des NR2B, was 

mit einer verbesserten LTP im Hippocampus und verbesserter kognitiver Leistung assoziiert ist. Eine 

selektive Blockade des NR2B verhindert diese Effekte (Rammes et al. 2009). Ähnliche kognitive Ef-

fekte konnten bei Sevofluran festgestellt werden, ausgenommen einer verbesserten LTP, wobei 24 Stun-

den nach der Narkose wurde eine erhöhte Konzentration an NR2B und NR1 im Hippocampus gefunden 

(Haseneder et al. 2013). Beide Studien wurden ausschließlich an Wildtypen durchgeführt. In unseren 

Untersuchungen zeigte der Genotyp oder die Applikation einer Allgemeinanästhesie keinerlei Verände-

rungen der Expression des NR2B über alle Gruppen hinweg, sodass diese Befunde weder bestätigt noch 

widerlegt werden können. 

Der mGluR5 war bei Wildtypen, die einer Narkose ausgesetzt wurden, im Hippocampus geringer nach-

zuweisen als bei Wildtypen der Sham-Gruppe. Positive Auswirkungen des mGluR5 auf die Gedächt-

nisleistungen werden beschrieben. So führt im Rattenmodell eine induzierte LTP im Gyrus dentatus zur 

Hochregulation des mGluR5 im Hippocampus. Dies scheint dabei nicht nur ein Nebeneffekt der LTP, 

sondern vielmehr auch für diese notwendig zu sein (Manahan-Vaughan et al. 2003). Bei mGluR5 

Knockout-Mäusen ist die LTP in der CA1-Region des Hippocampus beeinträchtigt, wobei sie in dieser 

Region vom NMDAR abhängig ist. In der CA3-Region, wo die LTP unabhängig vom NMDAR statt-

findet, wurden keine Beeinträchtigungen gefunden (Lu et al. 1997). Somit ist die Funktion des NMDAR 

von der Anwesenheit des mGluR5 abhängig, da eine NMDAR-unabhängige LTP auch ohne mGluR5 
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stattfinden kann. Es wird beschrieben, dass lösliche Aβ Oligomere Cluster auf der Plasmamembran von 

Synapsen in Abhängigkeit des mGluR5 formen, was schließlich zu einer Umverteilung der mGluR5, 

erhöhter intrazellulärer Kalziumkonzentration und synaptischem Verfall führt (Renner et al. 2010).  

Zieht man diese Erkenntnisse in Betracht, so kann man in der vorliegenden Studie eine negative Wir-

kung der Narkose auf die Expression des mGluR5 und konsekutiv der LTP im Hippocampus der Wild-

typen folgern, welche allerdings im Alter von zehn Monaten (noch) keine Auswirkungen auf die Neu-

rokognition hat. Dies ist allerdings reine Spekulation, da die LTP nicht untersucht wurde. Der Tg2576-

Genotyp schein ebenfalls (noch) keine Auswirkungen auf die Menge an mGluR5 zu haben. Wie stark 

dieser Effekt im höheren Alter der Tg2576-Mäuse wird und die Relevanz dessen muss in weiteren Ver-

suchen untersucht werden. 

Die Expression des mGluR5 im Hippocampus korreliert positiv mit der Anzahl an überquerten Linien 

(LC) im mHBT, also mit einer höheren motorischen Aktivität der Mäuse. Der Einfluss des mGluR5 auf 

die Bewegungsaktivität wurde durch den Tg2576-Genstatus verstärkt, sodass die Carrier bei einer ähn-

lichen Menge an mGluR5 im Hippocampus mehr LC ausführten als die Wildtypen. Somit kann man 

eine verstärkte motorische Aktivität bei einer erhöhten Expression des mGluR5 in den Mäusen erken-

nen. Dies steht im Kontrast zu Untersuchungen, die mehr motorische Aktivität bei Mäusen beschreiben, 

deren mGluR5 pharmakologisch antagonisiert wurde (Ribeiro et al. 2014). 

Im Alzheimer-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine verstärkte Inhibition der LTP durch 

GABA-A-Rezeptoren zu einer Beeinträchtigung der Gedächtnisleistung von älteren Wildtypen und 

transgenen (APP/PS1) Mäusen führt. Da der Einsatz eines GABA-A Antagonisten in diesen Gruppen 

zu einer verbesserten LTP führte, wurde eine beeinträchtigende Wirkung dieses Rezeptors auf die mnes-

tische Funktion der Mäuse postuliert (Yoshiike et al. 2008). Den verschiedenen Untereinheiten können 

unterschiedliche Rollen in der Vermittlung der Effekte einer Narkose mit Isofluran zugeordnet werden. 

In Mäusen, bei welchen die α1 Untereinheit gegenüber Isofluran unempfindlich gemacht wurde, zeigte 

sich ein späterer Verlust der Stellreflexe im Vergleich zu den Wildtypen, wobei sich keine Veränderun-

gen bei den amnestischen Effekten bei diesen Mäusen zeigten (Sonner et al. 2007). Knockout-Mäuse 

mit einem Verlust der α4 Untereinheit zeigten hingegen eine fehlende Induktion der Amnesie durch 

Isofluran (Rau et al. 2009). 

Bei den Wildtypen mit vorangehender Narkose – ebenso wie beim mGluR5 – fand sich eine geringere 

Expression der GABA-A α1 im Hippocampus im Vergleich zu den Wildtypen der Kontrollgruppe. Bei 

den Tg2576-Tieren fanden sich keine Unterschiede durch eine Allgemeinanästhesie zwischen den Grup-

pen. 

Somit scheint eine Narkose zur geringeren Expression der beiden Rezeptoren mGluR5 und GABA-A 

α1 im Hippocampus der Wildtypen zu führen. Der Tg2576-Trägerstatus verhindert möglicherweise die 

Wirkung des Isoflurans auf mGluR5 und GABA-A α1. 
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5.4. Schlussfolgerung und Ausblick 

Die Studienlage zur Wirkung einer Narkose auf die postoperative Neurokognition und die Alzheimer-

Krankheit ist sehr heterogen. Klinische Untersuchungen finden gegensätzliche Hinweise, sodass eine 

allgemeine Handlungsempfehlung für den klinischen Alltag bisher nicht ausgesprochen werden kann. 

Trotzdem wird aufgrund einer zunehmenden Anzahl von Narkosen im hohen und höchsten Lebensalter 

und der steigenden Prävalenz der AD eine Aufklärung der zugrunde liegenden Mechanismen immer 

wichtiger. Starke und gleichzeitig einfach anzuwendende Screening-Instrumente für eine breit angelegte 

klinische Studie zu den postoperativen Veränderungen im Verhalten und der Neurokognition von älteren 

Individuen sind daher wünschenswert. 

Auch die präklinische Forschung liefert zwar molekularbiologische Erklärungsversuche, findet aber bei 

in vivo Untersuchungen keinen einheitlichen Konsens durch eindeutige und wegweisende Ergebnisse. 

Hierbei kann die vorliegende Studie leider auch keine Ausnahme machen. Nichtsdestotrotz sind präkli-

nische Untersuchungen durch Tierversuche wichtig. Sie ermöglichen die Beleuchtung zahlreicher As-

pekte, welche bei klinischen Studien nicht betrachtet werden können und zeigen damit neue Wege für 

folgende (klinische) Untersuchungen auf. 

Der Effekt einer Narkose auf die vorliegenden Versuchstiere war vergleichsweise gering. Dies liegt 

möglicherweise an der noch gering ausgeprägten AD und der im Vergleich zu anderen Studien eher 

kurzen Narkosedauer. In diese Richtung gilt es, zukünftige Tierversuche anzupassen und vielfältiger zu 

machen. Dies gelingt durch Tiere verschiedenen Alters mit unterschiedlich starker Ausprägung der AD 

und unterschiedlicher Dauer der Allgemeinanästhesie. 
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6. Zusammenfassung 

In der vorliegenden Studie werden die Auswirkungen einer zweistündigen Isoflurannarkose auf die Neu-

rokognition, das Verhalten sowie die Motorik im Tg2576-Mausmodell der Alzheimer-Krankheit (AD) 

mit Hilfe des modifizierten Holeboard Test (mHBT) an acht aufeinanderfolgenden Tagen untersucht. 

Molekularbiologische Analysen der Gehirne (APP, Aβ-1-42, Amyloid-Plaques, TNF-α, Caspase 3, 

NR2B, mGluR5, GABA-A α1) werden im Anschluss durchgeführt. Es wurden männliche und weibliche 

Tiere eingeschlossen, sodass Geschlechtsunterschiede betrachtet werden konnten, da die AD bei weib-

lichen Patientinnen häufiger anzutreffen ist als bei männlichen. 

Im mHBT zeigten zehn Monate alte Tg2576-Tiere altersgemäß eine frühe Form der AD in Verhalten, 

Neurokognition und Motorik. Sie zeigten weniger Vermeidungs- und Angstverhalten und mehr zielge-

richtete Exploration, aber weniger ungerichtetes Erkundungsverhalten. Die Alzheimer-Mäuse zeigten 

eine bessere Funktion des deklarativen Gedächtnisses bei beeinträchtigtem Arbeitsgedächtnis. Die 

Tg2576-Mutation führte zu höherer Bewegungsaktivität und schlechteren feinmotorischen Fähigkeiten. 

Impulsiveres Verhalten und verminderte Ängstlichkeit führte zusammen mit dem verbesserten deklara-

tiven Gedächtnis zu besseren Testleistungen der Alzheimer-Mäuse im mHBT. Die Applikation einer 

Allgemeinanästhesie beeinflussten die Ergebnisse des mHBT nicht. Es zeigte sich eine beeinträchtigte 

Testleistung der männlichen Versuchstiere, die eine Narkose erhalten hatten, mit akzentuiertem Angst-

verhalten, beeinträchtigtem deklarativen Gedächtnis und schlechterer motorischer Leistung. Dies war 

im Falle des deklarativen Gedächtnisses auf die Wildtypen beschränkt. Eine Narkose beeinflusste bei 

den männlichen Tieren das Verhalten im mHBT in gegensätzlicher Weise wie die Tg2576-Mutation. 

Die Tg2576-Tiere zeigten eine höhere Expression des Amyloid-Precursor-Proteins (APP), eine höhere 

Konzentration von Aβ1-42 und mehr amyloide Plaques im Vergleich zu den Wildtypen. Die Neuropa-

thologie der AD korrelierte positiv mit der Ausprägung der für die Tg2576-Mäuse typischen Ergebnisse 

des mHBT. Das männliche Geschlecht verstärkte diesen Zusammenhang. Eine zweistündige Narkose 

mit Isofluran hatte keinen Einfluss auf die neuropathologischen Veränderungen. Eine höhere Expression 

von TNF-α fand sich im Hippocampus der Tg2576-Tiere ohne Einfluss einer Narkose. Caspase 3 war 

im Hippocampus der männlichen Mäuse unabhängig vom Genotyp oder der Narkose stärker ausgeprägt. 

Männliche Versuchstiere zeigen also verstärkten neuronalen Schaden und reagieren auf die neuropatho-

logischen Korrelate der AD mit stärkeren Verhaltensänderungen als ihre weiblichen Artgenossen. Der 

mGluR5 und GABA-A α1 konnte bei Wildtypen nach einer Narkose mit Isofluran mit einer geringeren 

Expression nachgewiesen werden als bei der Kontrollgruppe, Auswirkungen auf das Gedächtnis oder 

Geschlechtsunterschiede fanden sich nicht. Je höher die Dichte an mGluR5 im Gehirn der Versuchstiere 

war, desto höher war auch deren motorische Aktivität.  
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