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1 Einleitung     1 

1 Einleitung 

 Epidemiologie 1.1

Demenzerkrankungen gehören neben anderen Erkrankungen, wie Chorea Huntington, Mor-

bus Parkinson und progressive supranukleäre Blickparese zu den neurodegenerativen Hirner-

krankungen. Zu den Demenzerkrankungen im Speziellen werden neben der Alzheimerdemenz 

(AD) die frontotemporale sowie die vaskuläre Demenz gezählt (Masuhr et al. 2013). In einer 

Studie in der bei 1000 Individuen post mortem eine Autopsie durchgeführt wurden, ergaben 

sich in 86% der Fälle AD-assoziierte Veränderungen von denen jedoch nur 43% der „reinen“ 

Form der Alzheimererkrankung entsprachen. 26% zeigten pathologische Veränderungen einer 

zerebrovaskulären Demenz und 10% konnten der Lewykörperchendemenz zugeschrieben 

werden (Jellinger 2006; WHO | Dementia: a public health priority 2012). Damit stellt die AD 

mit über 43% den größten Anteil an allen Demenzerkrankungen. 

 Prävalenz der Alzheimerdemenz 1.1.1

Im Jahr 2015 waren weltweit 46,8 Millionen Menschen an einer Demenz erkrankt. Mit 

9,8 Millionen lebte davon in Ostasien der Großteil gefolgt von Westeuropa mit 7,4 Millionen. 

In Deutschland litten im Jahr 2015 1,6 Millionen an einer Demenz. Bis zum Jahr 2030 wird 

von einer Zunahme der Demenzerkrankungen auf eine Gesamtzahl von 74,4 Millionen ausge-

gangen, die sich bis zum Jahr 2050 auf 131,5 Millionen vervielfachen soll (World Alzheimer 

Report 2015). Die Prävalenz der Demenzen und damit auch der AD steigt ab einem Alter von 

65 Jahren exponentiell an (Mayeux und Stern 2012). Verschiedene Studien geben für Westeu-

ropa bei den über 60-Jährigen eine Prävalenz der Demenzerkrankung von 6,92% an (World 

Alzheimer Report 2015). Betrachtet man den Verlauf der Prävalenz von Demenzerkrankun-

gen in Fünfjahresabständen so besteht in der Gruppe der 60- bis 64-Jährigen eine Prävalenz 

von circa 1,6% (WHO | Dementia: a public health priority 2012; World Alzheimer Report 

2015). In der Spanne der 60- bis 85-Jährigen kommt es zu einem 12- bis 15-fachen Anstieg der 

Prävalenz der Demenzerkrankungen (WHO | Dementia: a public health priority 2012; World 

Alzheimer Report 2015), der zum Großteil durch die AD bedingt ist (Mayeux und Stern 

2012). Weiterhin ergibt sich laut Bericht der World Health Organization (WHO) aus dem Jahr 

2012 und des „World Alzheimer Report 2015“ ein Anstieg der Prävalenz in der Gruppe der 

85- bis 89-Jährigen auf 20% und in der Gruppe der über 90-Jährigen auf bis zu 40%. 
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 Inzidenz der Alzheimerdemenz 1.1.2

Eine genaue Inzidenzrate demenzieller Erkrankungen, speziell der AD, zu ermitteln, ist 

schwieriger als die Feststellung der Prävalenz. Zum einen lässt sich das Alter in dem eine AD 

beginnt, nicht genau festlegen, da diese Erkrankung eine gewisse Zeit asymptomatisch verläuft 

und zum anderen ist es aus demselben Grund schwierig, eine gesunde Vergleichsgruppe zu 

definieren (Mayeux und Stern 2012). Dennoch lässt sich beobachten, dass die Inzidenz der 

Demenzerkrankungen weltweit exponentiell mit zunehmendem Alter ansteigt und sich im 

Schnitt alle sechs Jahre verdoppelt. Für die Gruppe der 60- bis 64-Jährigen besteht weltweit 

eine Inzidenz von drei bis vier auf 1000 Personenjahre. In der Gruppe der 85- bis 89-jährigen 

ergibt sich eine mittlere Inzidenz von 53,1 auf 1000 Personenjahren und in der Gruppe der 

über 90-Jährigen wird eine mittlere Inzidenz von bis zu 104 auf 1000 Personenjahre vermutet 

(WHO | Dementia: a public health priority 2012; World Alzheimer Report 2015). In absolu-

ten Zahlen geht der „World Alzheimer Report 2015“ davon aus, dass pro Jahr weltweit 

9,9 Millionen Menschen an Demenz erkranken; 2,5 Millionen davon alleine in Europa (World 

Alzheimer Report 2015). Für Deutschland wird eine Inzidenz von etwa 300.000 vermutet 

(Bickel 2016). 

 Mortalität der Alzheimerdemenz 1.1.3

Eine exakte durch Demenzerkrankungen bedingte Mortalitätsrate festzulegen, ist nicht mög-

lich, da die meisten AD-Patienten an zusätzlichen Erkrankungen leiden, die zum Tod führen 

können. Diese Erkrankungen können zum einen durch die Demenz bedingt, zum anderen 

vollkommen unabhängig von dieser entstanden sein (WHO | Dementia: a public health 

priority 2012). Dennoch lässt sich beobachten, dass an einer AD erkrankte Menschen im 

Schnitt 7,1 Jahre nach Diagnose versterben. Die Vergleichsgruppe der nicht an einer AD er-

krankten lebt im Schnitt elf Jahre und somit knapp vier Jahre länger (Fitzpatrick et al. 2005). 
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 Kriterien der Alzheimerdemenz 1.2

 ICD-10-Definition 1.2.1

Im ICD-10, anhand dessen im deutschen Gesundheitssystem Erkrankungen kodiert werden, 

wird die AD wie folgt definiert (ICD-10-GM-2017 F00.-* 2017): 

„Die Alzheimer-Krankheit ist eine primär degenerative zerebrale Krankheit mit unbekannter Ätiologie 

und charakteristischen neuropathologischen und neurochemischen Merkmalen. Sie beginnt meist schlei-

chend und entwickelt sich langsam aber stetig über einen Zeitraum von mehreren Jahren.“ 

 Forschungskriterien 1.2.2

Neben der Definition des ICD-10 bestehen Forschungskriterien für die AD, die unter ande-

rem vom „National Institute on Aging“ in Zusammenarbeit mit der „Alzheimer’s Associati-

on“ (NIA-AA) 2011 entwickelt wurden. Diese sind detaillierter als die Definition des ICD-10 

und werden im Folgenden genauer erläutert. In den von McKhann (2011) verfassten For-

schungskriterien werden zunächst allgemeine Kriterien für die Diagnose einer Demenz zusam-

mengetragen. Eine Demenz kann demnach diagnostiziert werden, wenn kognitive Symptome 

oder Störungen vorliegen, die 

1. eine Störung der Alltagsfunktion bedingen, 

2. zu einer Verschlechterung der Symptome im Vergleich zu früheren Zeiten darstellen, 

3. nicht durch ein Delir oder eine andere psychische Erkrankung bedingt sind, 

4. durch eine Kombination aus Eigen- und Fremdanamnese sowie objektivierbarer kognitiver 

Tests bewertet und gegebenenfalls durch eine neuropsychologische Testung erweitert wurden, 

falls die vorangegangenen Tests keine klare Diagnose ergeben haben. 

5. Es müssen zusätzlich mindestens zwei der folgenden Kriterien vorliegen: 

a. Beeinträchtigung des Gedächtnisses 

b. Beeinträchtigung beim Verstehen und Durchführen komplexer Aufgaben 

c. Beeinträchtigung räumlich-visueller Fähigkeiten 

d. Beeinträchtigung der Sprachfunktion 

e. Veränderung der Persönlichkeit beziehungsweise des Verhaltens 

Die Kriterien für die Diagnosestellung einer wahrscheinlichen AD werden von McKhann 

(2011) wie folgt definiert: 

1. die allgemeinen Kriterien für eine Demenz müssen erfüllt sein 

2. die Symptome entwickeln sich schleichend innerhalb von Monaten bis Jahren und nicht plötz-

lich innerhalb von Stunden bis Tagen 

3. klare selbstständige oder fremdanamnestisch beobachtete Verschlechterung der Kognition 
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4. initiale und prominente kognitive Defizite in  

a. amnestischer Ausprägung (häufigste Ausprägung): Diese Form zeigt Defizite im Er-

lernen neuer Informationen und der Wiedergabe kürzlich gelernter Informationen. 

b. nicht amnestischer Ausprägung: Diese Form zeigt Defizite im sprachlichen Bereich, 

wie zum Beispiel Wortfindungsstörungen, im räumlich-visuellen Bereich, wie zum 

Beispiel räumliche Orientierungsstörungen und im exekutiven Bereich. 

Zudem werden Ausschlusskriterien für eine AD definiert. Zu diesen zählen erhebliche beglei-

tende zerebrovaskuläre Erkrankungen, Kernmerkmalen der Lewykörperchendemenz, starke 

Merkmale einer frontotemporalen Demenz oder Hinweise für eine andere Ursache der kogni-

tiven Defizite (McKhann et al. 2011). 

 Milde kognitive Beeinträchtigung 1.2.3

Neurodegenerative Prozesse beginnen meist schon viele Jahre vor Auftreten der klassischen 

AD-Symptome und der Diagnosestellung einer AD. Bevor die Diagnosekriterien für eine AD 

erreicht sind, können leichte Gedächtnisstörungen als Frühsymptome auftreten, die das erwar-

tete Maß für das jeweilige Alter und den jeweiligen Bildungsstand übersteigen. Die Patienten 

weisen jedoch noch nicht die komplette Ausprägung einer Demenz auf. Kognitive Einschrän-

kungen treten hingegen noch nicht auf. Diese Phase wird als milde kognitive Beeinträchtigung 

(mild cognitive impairment (MCI)) bezeichnet (Petersen et al. 1999). 

 Diagnostik 1.3

In der S3-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie von Demenzen, die 2016 von der Deutschen 

Gesellschaft für Neurologie (DGN) und der Deutschen Gesellschaft für Psychiatrie und Psy-

chotherapie, Psychosomatik und Nervenheilkunde (DGPPN) aktualisiert wurde, wird emp-

fohlen mit der Eigen- und Fremdanamnese zu beginnen sowie eine körperliche und psychopa-

thologische Untersuchung folgen zu lassen, um die Ursache der Symptome zu eruieren und 

somit Erkrankungen oder Medikamente, die demenzähnliche Symptome auslösen oder imitie-

ren können, auszuschließen (Leitlinie Demenzen 2016). Im Anschluss können weitere Unter-

suchungen wie kognitive Kurztests folgen. 

 Kognitive Kurztests und neuropsychologische Testung 1.3.1

Kognitive Kurztests bieten die Möglichkeit einer orientierenden Einschätzung des Schwere-

grades einer möglicherweise bestehenden Demenz. Hierzu können der Mini-Mental-Status-

Test (MMST), der DemTect oder der Montreal Cognitive Assessment Test genutzt werden 
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(Leitlinie Demenzen 2016). Von Folstein et al. (1975) wurde der MMST entwickelt, um inner-

halb weniger Minuten eine grobe Übersicht über die Schwere der kognitive Beeinträchtigung 

von Patienten zu bekommen 

(Folstein et al. 1975). Der Test be-

steht aus elf Fragen und ist in zwei 

Teile untergliedert. Es können ma-

ximal 30 Punkte erreicht werden. Im 

ersten Teil werden sprachliche Reak-

tion, zeitliche sowie räumliche Orien-

tierung, Merkfähigkeit und Aufmerk-

samkeit getestet. In diesem Abschnitt 

können maximal 21 Punkte erreicht 

werden. Der zweite Teil testet die 

Fähigkeit, mündliche und schriftliche 

Anweisungen zu befolgen, gezeigte 

Objekte korrekt zu benennen, einen 

Satz spontan schriftlich zu formulie-

ren sowie eine vorgegebene Figur 

nachzuzeichnen. In diesem Teil kön-

nen maximal neun Punkte erreicht 

werden (Folstein et al. 1975). An-

hand des erreichten Zahlenwertes 

kann eine Schweregradeinteilung der 

AD vorgenommen werden. Eine 

Punktzahl <10 entspricht einer 

schweren Demenz. Zwischen zehn 

und 19 wird von einer moderaten und zwischen 20 und 26 von einer leichten Form gespro-

chen (Leitlinie Demenzen 2016). Abbildung 1 zeigt das Aufgabenblatt des Mini-Mental-Status-

Tests.                      

 Durch den MMST ist eine schnelle orientierende Einschätzung der kognitiven Beschaf-

fenheit des Patienten möglich. Jedoch muss beachtet werden, dass die positive Erkennung 

einer Demenz mithilfe dieses Tests von der Demenzprävalenz der betrachteten Bevölkerung 

abhängt. In Populationen mit hoher Demenzprävalenz ist dieser Test zur Erkennung, jedoch 

nicht zum Ausschluss einer Demenz geeignet. In Populationen mit einer niedrigen Demenz-

prävalenz ergeben sich gegenteilige Effekte (Mitchell 2009). Bei Unsicherheit über die Genau-

Abbildung 1: Mini-Mental-Status-Test.  
 Quelle: 
ttp://www.oxfordmedicaleducation.com/wp-
content/uploads/2015/08/MMSE-printable-mini-
mental-state-examination.pdf.      
 Besucht am 15.02.2017 
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igkeit des Ergebnisses eines kognitiven Kurztests sollte dieser durch eine neuropsychologische 

Diagnostik ergänzt werden (Leitlinie Demenzen 2016). Zusätzlich zu den Auffälligkeiten in 

Anamnese, körperlicher Untersuchung, kognitiven Kurztests und der neuropsychologischen 

Testung können Auffälligkeiten in der klinisch chemischen Diagnostik bestehen. 

 Laborchemische Diagnostik 1.3.2

Die laborchemische Diagnostik bezieht sowohl Blutwerte als auch Liquorparameter ein. Be-

sondere Bedeutung kommt ihr in der Untersuchung von Blutparametern zur Findung rever-

sibler Demenzen, die circa neun Prozent aller dementiellen Symptome ausmachen können, zu 

(Clarfield 2003). Hierzu zählt die Erstellung eines Blutbildes, Bestimmung der Elektrolyte, des 

Blutzuckers, des TSH sowie der Vitamin-B12-Konzentration (Blennow et al. 2006; Leitlinie 

Demenzen 2016). Neben dem Ausschluss reversibler dementieller Symptome, wie sie bei-

spielsweise bei entzündlichen Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) auftreten 

können, eignet sich die Liquordiagnostik zur Detektion von Neurodegenerationsmarkern. Zu 

diesen zählen Gesamt-Tau, Phospho-Tau und β-Amyloid1-42 (Blennow et al. 2001; Blennow 

und Hampel 2003; Blennow 2004; Blennow et al. 2006; Scheltens et al. 2016).     

 Tau ist ein Mikrotubuli-assoziiertes Protein, welches sich in neuronalen Axonen findet. Bei 

einer AD steigt das Gesamt-Tau im Liquor um circa 300% im Vergleich zu gesunden Men-

schen an (Blennow 2004). Es wird davon ausgegangen, dass die Konzentration des Gesamt-

Taus im Liquor die Stärke der neuronalen Degeneration beziehungsweise des neuronalen 

Schadens widerspiegelt, da es auch nach akuten Hirninfarkten zu einem signifikanten Anstieg 

des Gesamt-Taus im Liquor kommt (Hesse et al. 2000; Blennow et al. 2001). Die mittlere Sen-

sitivität des Gesamt-Taus an einer AD leidende Individuen von gesunden Menschen zu unter-

scheiden liegt bei 81%. Die Spezifität beträgt 91% (Blennow 2004). Zusätzlich zum Gesamt-

Tau steigt das Phospho-Tau im Liquor bei einer AD an (Blennow et al. 2001). Zum Anstieg 

von Phospho-Tau kommt es jedoch im Gegensatz zum Gesamt-Tau nicht nach einem akuten 

Hirninfarkt (Hesse et al. 2001). Dies bedeutet möglicherweise, dass Phospho-Tau weniger ein 

Marker für die Degeneration von Neuronen ist, als vielmehr die Bildung von Tangles bei Alz-

heimer anzeigt. Die Sensitivität liegt bei 80% und die Spezifität bei 92% (Blennow und 

Hampel 2003). Die Aβ1-42-Konzentration fällt bei einer AD im Liquor im Vergleich zur Kon-

trollgruppe um 50% ab. Als Ursache hierfür gilt, dass bei einer AD Aβ1-42 im Gehirn Plaques 

bildet und somit in geringerer Konzentrationen im Liquor gelöst ist. Die Sensitivität liegt bei 

86%, wohingegen die Spezifität 90% erreicht (Blennow und Hampel 2003; Blennow et al. 

2006). Aβ1-42 und Gesamt-Tau eignen sich gut um eine AD von Differentialdiagnosen, wie 

Morbus Parkinson abzugrenzen, jedoch sorgen die Marker für keinen diagnostischen Vorteil 
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bei der Differenzierung zu anderen Demenzerkrankungen (Blennow und Hampel 2003). 

Phospho-Tau kann jedoch die Unterscheidung zwischen einer AD und anderen Demenzer-

krankungen erleichtern (Hampel et al. 2004). 

 Apparative Diagnostik 1.3.3

Magnetresonanztomographie (MRT) und Computertomographie (CT) haben eine große Be-

deutung bei der Diagnostik alternativer und teilweise reversibler Ursachen einer Demenz, wie 

beispielsweise Hirntumoren oder Normaldruckhydrozephalus (Hejl et al. 2002; Blennow et al. 

2006). Bei der AD zeigt sich in der Bildgebung eine Atrophie des gesamten Gehirns, insbe-

sondere des medialen Temporallappens mit Hippocampus und entorhinalem Kortex (EK) 

(Zakzanis et al. 2003). Anhand von Messungen der Atrophie des Hippocampus mittels MRT 

ist es möglich, Patienten mit einer AD von kognitiv unauffälligen älteren Menschen zu unter-

scheiden (Blennow et al. 2006; Jagust 2006), jedoch ist eine Abgrenzung zu anderen De-

menzerkrankungen mittels MRT schwierig (Frisoni et al. 1999) und eignet sich nur als zusätz-

liches diagnostisches Mittel neben Anamnese, kognitiven Tests oder neuropsychologischer 

Testung (Leitlinie Demenzen 2016). In longitudinalen MRT-Studien konnte zudem gezeigt 

werden, dass es bei Demenzpatienten zu einer Progredienz der Hirnatrophie kommt und bei 

symptomfreien älteren Individuen die Stärke der Atrophie des Gehirns auf die Entstehung 

einer Demenz hindeuten kann (Jack et al. 2005; Whitwell 2008). Dennoch wird von der DGN 

und DGPPN in ihrer Leitlinie zur Demenz aus dem Jahr 2016 der kraniellen Bildgebung keine 

primäre Bedeutung in Therapieentscheidung oder Demenzdifferenzierung zugeschrieben. 

Neben MRT und CT zeigen sich in der Positronenemissionstomographie (PET) Auffälligkei-

ten, wie Hypometabolisierungen von 18F-fluorodeoxyglukose in parietotemporalen Regionen 

des Gehirns, die auf eine beginnende Konversion von MCI zur vollen AD hindeuten können 

(Chételat et al. 2003). Mittels PET kann zudem zwischen an AD-leidenden Patienten und ge-

sunden älteren Menschen unterschieden (Herholz et al. 2002), sowie zwischen einer AD und 

anderen Demenzerkrankungen wie der Lewy-Körperchen-Demenz differenzieren werden 

(Minoshima et al. 2001). 

 Therapie 1.4

Eine kurative Therapie der AD existiert nicht. Lediglich symptomatische Therapien sind mög-

lich. Zum einen können Acetylcholinesteraseinhibitoren (AChE-Inhibitoren) zum anderen 

NMDA-Antagonisten eingesetzt werden. 
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 Acetylcholinesteraseinhibitoren 1.4.1

Die cholinerge Hypothese geht davon aus, dass es bei der AD zum Verlust cholinerger Neu-

rone im basalen Vorderhirn im Nucleus basalis Meynert und dadurch zu einem verminderten 

Angebot an Acetylcholin (ACh) kommt. Dies führt zu Störungen im Neokortex und Hippo-

campus und in der Folge zu Gedächtnisstörungen und kognitiven Symptomen (Terry und 

Buccafusco 2003). Um dem verminderten Angebot an ACh entgegenzuwirken, kann versucht 

werden durch AChE-Inhibitoren den Abbau des Neurotransmitters zu verlangsamen und 

dadurch die Konzentration im synaptischen Spalt zu erhöhen. Zu den bei der AD angewand-

ten Medikamenten, die zu dieser Arzneimittelgruppe zählen, gehören Donepezil, Galantamin 

und Rivastigmin. Bei den beiden erstgenannten handelt es sich um selektive Acetylcholinester-

aseinhibitoren (Blennow et al. 2006). Alle Medikamente haben leicht positive Effekte auf die 

durch die AD bedingten kognitiven Einschränkungen und Verhaltensauffälligkeiten. Sie wer-

den bei leichten und mäßigen Ausprägungsformen der Erkrankung eingesetzt. In mehreren 

Studien konnte gezeigt werden, dass es unter anderem im MMST nach einer drei bis sechs 

Monate langen Einnahmezeit eines der Medikamente zu einer leichten Verbesserung des Test-

ergebnisses um bis zu vier Punkte kommt. Kein Medikament ist den anderen hinsichtlich sei-

ner Effizienz überlegen (Birks 2006). 

 Memantin 1.4.2

Neben Acetylcholin ist Glutamat bei der Genese der AD von Bedeutung. Da Glutamat der 

wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS ist, spielen er und der NMDA-Rezeptor 

unter physiologischen Bedingungen eine entscheidende Rolle bei der Gedächtnisbildung, der 

neuronalen Plastizität und unterstützen den Lernprozess (Sucher et al. 1996). Bei der AD 

kommt es zu einem Anstieg der glutamatergen Aktivität. Dies führt reflektorisch zu einer 

niedrigen Aktivität des NMDA-Rezeptors, wodurch es zu Beeinträchtigungen der neuronalen 

Funktion kommen kann (Areosa et al. 2005). Um diesem Prozess entgegenzuwirken, kann 

Memantin, ein nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptorantagonist, eingesetzt werden. Memantin 

beeinflusst dabei nicht die physiologische Funktion des Rezeptors (Wilcock 2003; Parsons et 

al. 2007). Bei leichten Ausprägungsformen der Erkrankung konnte kein Effekt von Memantin 

beobachtet werden (Areosa et al. 2005). Den besten Wirkungseffekt scheint die Substanz bei 

moderaten bis schweren Ausprägungsformen zu haben (Wilcock 2003). In Kombination mit 

Donepezil und anderen AChE-Inhibitoren kann es zur weiteren Verbesserung der Symptome 

kommen (Tariot et al. 2004; Parsons et al. 2013). 
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 Experimentelle therapeutische Verfahren 1.4.3

Zusätzlich zu den genannten Medikamenten ist die Erforschung kurativer therapeutischer 

Verfahren von Bedeutung. Als mögliche Ansätze werden Verhinderung der Aβ-Produktion, 

Aβ-Aggregation, sowie gesteigerte Aβ-Ausscheidung in Betracht gezogen (Blennow et al. 

2006). β-Sekretaseinhibitoren führten bei transgenen AD-Mäusen zu einer Reduktion der Aβ-

Konzentration (Chang et al. 2004). In einem Mausmodell konnte zudem gezeigt werden, dass 

durch aktive Immunisierung der Mäuse mit humanem Aβ-Peptid ein Rückgang der Plaquebe-

lastung und der assoziierten Pathologien erreicht werden konnte (Bard et al. 2000). Studien 

zur aktiven Immunisierung beim Menschen mussten jedoch aufgrund korrelierender Meni-

goenzephalitiden abgebrochen werden (Orgogozo et al. 2003). 
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 Makroskopische pathologische Auffälligkeiten 1.5

Kortikale Atrophie stellt die auffälligste makroskopische Pathologie bei der AD dar. Sie ist 

hauptsächlich durch Neuronen- und Synapsenverlust bedingt. Von der Atrophie ist vorwie-

gend der superiore Frontal-, der inferiore Parietal- und der mediale Temporallappen mit Hip-

pocampus, Amygdala und EK betroffen, wodurch es nachfolgend vor allem zur Erweiterung 

der temporalen Hörner des seitlichen Ventrikels kommt (Bottino et al. 2002; Nestor et al. 

2008; Dickerson et al. 2009; Dickerson et al. 2011). 

 

Abbildung 2: Makroskopische Veränderungen bei der Alzheimerdemenz. Gegenüber-
stellung eines physiologischen Gehirns (linke Darstellung) und eines von AD betroffenen 
Gehirns (rechte Darstellung). Atrophie von Hippocampus und Kortex mit nachfolgender 
Erweiterung des Ventrikelsystems. Die Gehirne sind in der Frontalebene dargestellt. Quelle: 
http://alzheimer-forschung.de/alzheimer-krankheit/illustrationen_gehirnmitalzheimer.htm. 
Besucht am 15.02.2017 

 Mikroskopische pathologische Auffälligkeiten 1.6

 Plaques 1.6.1

Eine der Hauptmanifestationen im Gehirn von AD-Patienten sind Plaque-artige Aβ-Aggregate 

im extrazellulären Raum. Erstmals wurden diese Plaques von Alois Alzheimer beschrieben 
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(Alzheimer 1907). Aβ wurde 1984 von Glenner und Wong als Bestandteil von Amyloid-

ablagerungen in meningealen Blutgefäßen von AD-Patienten identifiziert. Diese Plaques be-

stehen aus mehreren Proteinablagerungen, deren größter Bestandteil das 4,2 kDa große Aβ ist. 

Aβ bildet eine β-Faltblattstruktur und besteht aus 39-43 Aminosäuren (Masters et al. 1985a; 

Glenner 2012). Es geht aus dem größeren Amyloid-Vorläufer-Protein (APP) hervor (Hardy 

und Selkoe 2002; Holtzman et al. 2011). Aβ-Plaques können in eine diffuse und eine neuriti-

sche Form unterteilt werden (Holtzman et al. 2011).           

 Diffuse Plaques bilden im Gegensatz zu den neuritischen Plaques keine β-Faltblattstruktur 

(Holtzman et al. 2011) und treten im Zerebellum, Putamen, Nucleus caudatus, Thalamus so-

wie im limbischen und assoziativen Kortex auf (Yamaguchi et al. 1988; Joachim et al. 1989; 

Selkoe 2001). Sie erreichen einen Durchmesser von bis zu 200 µm. Diese Plaques besitzen 

weder ein fibrilläres kompaktes Zentrum noch lassen sich in deren Umgebung dystrophe Neu-

riten nachweisen (Yamaguchi et al. 1988; Selkoe 2001). Hauptbestandteil der diffusen Form ist 

Aβ1-42, wohingegen Aβ1-40 fast gar nicht nachzuweisen ist (Iwatsubo et al. 1994). Es wird ange-

nommen, dass die diffusen Plaques eine Vorläuferform der neuritischen Plaques darstellen, da 

sie unter anderem in Hirnregionen wie dem limbischen System gesunder älterer Menschen 

vorkommen, in denen bei AD-Patienten diffuse und neuritische Plaques nachweisbar sind 

(Serrano-Pozo et al. 2011a). Zum anderen können bei an Trisomie 21 erkrankten jungen Men-

schen diffuse Plaques in AD-typischen Hirnregionen nachgewiesen werden, in denen sich 

später neuritische Plaques und neurofibrilläre Tangles zeigen (Lemere et al. 1996).  Die Bil-

dung neuritischer Plaques beginnt im Isokortex, breitet sich in allokortikale Bereiche wie EK 

und Hippocampusformation aus, schließt anschließend Striatum, Thalamus und Hirnstamm 

mit ein und befällt zum Schluss den Pons und das Kleinhirn (Thal et al. 2002). Sie können 

eine Größe von zehn bis > 120 µm erreichen (Selkoe 2001). Im Gegensatz zu den diffusen 

Plaques lassen sie sich mit Kongo Rot anfärben (Serrano-Pozo et al. 2011a). In der Umgebung 

neuritischer Plaques lassen sich dystrophe Neuriten, Synapsen- und Neuronenverluste sowie 

vermehrt Astrozyten und Mikroglia nachweisen (McGeer und McGeer 1995; Pike et al. 1995b; 

Knowles et al. 1999; Selkoe 2001; Holtzman et al. 2011). Die Proliferation von Astrozyten und 

Mikroglia verschlechtert wahrscheinlich den Krankheitsverlauf. Es gibt jedoch auch Hinweise, 

dass der Proliferation eine protektive Wirkung zukommt (Holtzman et al. 2011). Dystrophe 

Neuriten sind meist dilatiert und weisen ultrastrukturelle Veränderungen, wie vergrößerte 

Lysosomen, zahlreiche abnorme Mitochondrien (Hirai et al. 2001) und gepaarte helikale Fila-

mente auf (Selkoe 2001). Hauptbestandteil der neuritischen Plaques ist Aβ1-42, welches länger 

und hydrophober als die häufiger produzierte kürzere Variante Aβ1-40  ist und schneller Aggre-

gate bildet (Jarrett et al. 1993). Neben Aβ1-42 ist Aβ1-40 (Selkoe 2001), Tau (Su et al. 1998), APP 
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(Cras et al. 1991) und Ubiquitin (Dickson et al. 1990) in neuritischen Plaques zu finden. Zu-

sätzlich zur Ansammlung im Hirngewebe kann es zu Ablagerungen von amyloiden Plaques im 

Gefäßsystem kommen. Die Plaques lagern sich vornehmlich in der Gefäßwand zwischen In-

tima und Media leptomengingealer Arterien und kortikaler Arteriolen in posterior-parietalen 

und okzipitalen Hirnregionen ab. Etwa 80% aller AD-Patienten sind von solchen Amyloidan-

giopathien betroffen (Serrano-Pozo et al. 2011a). 

 

Abbildung 3: Darstellung humaner Aβ-Plaques. Maßstab: 250 µm 

 Tangles 1.6.2

Neben Aβ-Plaques stellen neurofibrilläre Tangles (NFT) eine weitere mikroskopische Patho-

logie der Alzheimererkrankung dar. Tangles bestehen dabei aus abnormal hyperphosphorylier-

tem Tau-Protein (Grundke-Iqbal et al. 1986). Das Tau-Protein gehört neben MAP1 (Mikro-

tubuli-assoziiertes Protein 1) und MAP2 (Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2) zu den Mikro-

tubuli-assoziierten Proteinen. Ihre physiologische Funktion besteht in der Förderung, der Bil-

dung und Stabilisierung von Mikrotubuli. Die Aktivität von Tau hängt dabei vom Grad der 

Phosphorylierung ab, die wiederum durch multiple Kinasen und Phosphatasen reguliert wird. 

Die Hyperphosphorylierung findet intrazellulär statt. Eine Hyperphosphorylierung von Tau 

führt dabei zur Ablösung von Tau und anderen Mikrotubuli-assoziierten Proteinen von ihrer 

mikrotubulären Bindungsstelle. Dies führt zur Auflösung der Mikrotubuli und einer damit 

einhergehenden Beeinträchtigung des axonalen Transportes. Neben der Auflösung der Mikro-

tubuli kommt es durch die Hyperphosphorylierung zur Polymerisierung von Tau, die zur Ag-

gregation nicht löslicher Fibrillen und später zu Tangles führt. Durch Verlust der Mikrotubu-

listabilität und Entstehung der Tangles kommt es zu neuronaler und synaptischer Funktions-
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einschränkung (Iqbal et al. 2005; Blennow et al. 2006). Zurzeit ist jedoch noch nicht bekannt, 

ob neurofibrilläre Tangles Ursache oder Folge der AD sind (Blennow et al. 2006). Es wird 

jedoch angenommen, dass die neurofibrillären Tangles bei der AD als Reaktion auf die Ak-

kumulation bestehender Aβ-Plaques gebildet werden (Selkoe 2001) und zum anderen die 

Phosphorylierung von Tau durch intrazelluläre Aβ-Oligomere erleichtert wird (LaFerla et al. 

2007). Die Bildung von Tau beginnt in transentorhinalen Regionen, breitet sich Richtung 

Hippocampus und Amygdala aus und erreicht später den neokortikalen Assozationskortex 

(Braak et al. 1999). Die größten Ansammlungen neurofibrillärer Tangles finden sich im Allo-

kortex und limbischen Kortex (Arnold et al. 1991). Neben der AD gibt es weitere sogenannte 

Tauopathien, bei denen es zu einer abnormen Hyperphosphorylierung von Tau kommt. Zu 

ihnen gehören unter anderem die frontotemporale Demenz, die kortikobasale Degeneration 

oder die progressive supranukleäre Blickparese. Allen ist gemein, dass die Akkumulation von 

hyperphosphoryliertem Tau mit neurofibrillärer Degeneration und Demenz assoziiert ist 

(Iqbal et al. 2005). 

 

Abbildung 4: Darstellung humaner Tangles. Maßstab: 250 µm 

 Vaskuläre Veränderungen 1.6.3

Neben den genannten Pathologien lassen sich bei an AD erkrankten Menschen häufig zusätz-

lich Erkrankungen und Störungen im mikrovaskulären System feststellen (Farkas und Luiten 

2001; Mayeux und Stern 2012). Diese Veränderungen sind nicht Folge, sondern vielmehr Ur-

sache der Alzheimererkrankung, da sowohl für die AD als auch für zerebrovaskuläre Erkran-

kungen dieselben Risikofaktoren bestehen (Royall 2002). Durch dysfunktionale Blutgefäße 

kommt es zu kognitiven Einschränkungen der Patienten, die zum einen durch eine schlechtere 
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metabolische Versorgung der Neurone und zum anderen durch eine verminderte Beseitigung 

von entstandenem Aβ bedingt ist (Iadecola 2004). In einigen Studien konnte gezeigt werden, 

dass zerebrovaskuläre Pathologien mit einhergehender Ischämie zu einer Steigerung der APP-

Expression und damit verbundener vermehrter Aβ-Bildung führen (Jendroska et al. 1995; 

Blennow et al. 2006). Jedoch wird von anderer Seite vermutet, dass zerebrovaskuläre Patholo-

gien und die AD unabhängig voneinander auftreten und die Gefäßveränderungen die Wahr-

scheinlichkeit ansteigen lassen, dass asymptomatische AD-typische Veränderungen im Gehirn 

symptomatisch werden (Riekse et al. 2004, Blennow et al. 2006). 

 Neuroinflammation 1.6.4

Bei der AD kommt es im Gehirn neben den genannten Aspekten auch zu inflammatorischen 

Prozessen. So sind reaktive Astrozyten und aktivierte Mikrogliazellen häufig mit neuritischen 

Plaques assoziiert. Dies führt zu der Vermutung, dass Aβ ein bedeutender Auslöser reaktiver 

inflammatorischer Prozesse ist (Itagaki et al. 1989; Pike et al. 1995). Zudem konnte in weiteren 

Experimenten beobachtet werden, dass es zu einem linearen Anstieg von Astrozyten und 

Mikroglia mit fortschreitendem Krankheitsverlauf kommt, obwohl die Plaquebildung nach 

einiger Zeit ein Plateau erreicht. Es wurde herausgefunden, dass neben der Assoziation zu 

Plaques eine hochsignifikant positive Korrelation zwischen reaktiven inflammatorischen Pro-

zessen und NFTs besteht (Serrano-Pozo et al. 2011b). Den zeitlichen Verlauf der AD betrach-

tend, treten reaktive Mikroglia vorwiegend in frühen AD-Stadien auf, wohingegen Astrozyten 

in späteren Stadien signifikant vermehrt zu finden sind (Vehmas et al. 2003). Nicht eindeutig 

belegbar ist, ob inflammatorische Prozesse den Krankheitsverlauf verschlechtern oder protek-

tive Effekte aufweisen (Lucin und Wyss-Coray 2009).  

 Neuronenverlust 1.6.5

Eine weitere Auffälligkeit in Gehirnen von AD-Patienten ist der Verlust von Nervenzellen, 

welcher nach einiger Zeit makroskopisch zu kortikaler Atrophie führen kann (Serrano-Pozo et 

al. 2011a). Neurodegenerative Prozesse beginnen im transentorhinalen Kortex, breiten sich 

weiter in EK und Hippocampus aus und erreichen in späteren Stadien Temporal-, Frontal- 

und Parietallappen (Thompson et al. 2003; Thompson et al. 2007). In stereologischen Auswer-

tungen zeigt sich, dass zum Beispiel der EK besonders vom Neuronenverlust betroffen ist. 

Diesem kommt eine besondere Bedeutung als neuroanatomische Verbindung zwischen Neo-

kortex und Hippocampus-Formation zu. Schicht II des EK gibt afferente Impulse zur Hippo-

campus-Formation, und Schicht IV erhält Informationen von dieser. Schon bei Patienten in 

frühen Stadien ihrer Alzheimererkrankung kommt es in Schicht II zu einem Abfall der Neu-
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ronenzahl um 60% und in Schicht IV um 40% im Vergleich zu nicht erkrankten Menschen im 

Alter von 60 bis 90 Jahren. Bei Patienten im Spätstadium liegt der Abfall in Schicht II bei 90% 

und in Schicht IV bei 70%. Bei der gesunden Vergleichsgruppe bleibt die Neuronenzahl im 

EK konstant (Gómez-Isla et al. 1996). Im Gegensatz zum EK zeigt sich in der Cornu Ammo-

nis (CA)1-Region des Hippocampus in der Frühphase der Alzheimererkrankung kein signifi-

kanter Verlust der Neuronenzahl (West et al. 2004). In Phasen der manifesten Erkrankung 

kann jedoch ein signifikanter Verlust der Neuronenzahl in der CA1- (West et al. 2004) sowie 

der CA3-Region des Hippocampus nachgewiesen werden (Padurariu et al. 2012). Die Stärke 

des Neuronenverlustes korreliert dabei stark mit der Erkrankungsdauer und der Anzahl NFTs, 

wobei die Zahl des Neuronenverlustes diese deutlich übersteigt (Gómez-Isla et al. 1997). Ne-

ben NFTs könnte auch intraneuronales Aβ Ursache des Nervenzellverlustes bei der AD sein 

(Bayer und Wirths 2011). 

 Synapsenverlust 1.6.6

Eine weitere Ursache für die kortikale Atrophie ist der Verlust von Synapsen (Serrano-Pozo et 

al. 2011a). In Studien, in denen anhand des präsynaptischen Proteins Synaptophysin die Sy-

napsendichte im Hippocampus und temporalem Kortex bei AD-Patienten mit nicht erkrank-

ten Menschen verglichen wurde, zeigt sich, dass es bei der AD zu einer signifikanten Abnah-

me von Synapsen in den betrachteten Hirnregionen kommt (Honer et al. 1992; Scheff und 

Price 1993). Das Ausmaß des Synapsenverlustes überschreitet in einigen Hirnregionen sogar 

das des Neuronenverlustes und scheint damit nicht vom Neuronenverlust abzuhängen, son-

dern eher diesem vorranzugehen. Dies führt wiederum zu einer schlechteren Verbindung der 

übrigen Neurone miteinander. Die synaptische Dichte scheint ein besseres Maß für den Grad 

der Demenz zu sein als die anderen genannten Parameter (Terry et al. 1991; Ingelsson et al. 

2004). Gegenläufig zur Abnahme der Synapsendichte kommt es zur Größenzunahme der üb-

rigen Synapsen. Es wird davon ausgegangen, dass es sich dabei um einen Kompensationsme-

chanismus handelt (Scheff und Price 1993). 

 Neurogenese 1.6.7

Neurogenese findet postnatal beim Menschen im ZNS zum einen im anterioren Teil der sub-

ventrikulären Zone des lateralen Ventrikels und zum anderen in der subgranulären Zone des 

Gyrus Dentatus (GD) statt (Taupin und Gage 2002; Abrous et al. 2005). Schätzungen zufolge 

werden im Hippocampus einige tausend neue Zellen pro Tag gebildet, von denen jedoch etwa 

die Hälfte innerhalb einiger Tage wieder zu Grunde geht (Abrous et al. 2005; Rodríguez und 

Verkhratsky 2011). Neurogenese ist ein komplexer Prozess aus mehreren Schritten, zu denen 
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Proliferation, Migration, Differenzierung und Reifung neuronaler Vorläuferzellen zählen so-

wie Wachstum und Synapsenbildung reifer Zellen. Defekte in einzelnen oder mehreren Schrit-

ten beeinflussen die Neurogenese (Crews und Masliah 2010). Die Neubildung von Neuronen 

hat als aktiver Prozess im GD eine große Bedeutung beim Lernen, für das Gedächtnis und 

spielt zudem eine Rolle für die neuronale Plastizität (Gage et al. 1998). In Tierversuchen konn-

te gezeigt werden, dass eine Umgebung, die vielfältige Reize bietet sowie körperliche Aktivität 

die Neurogenese im Hippocampus stimulieren können (Brown et al. 2003). Bei AD-Patienten 

gibt es widersprüchliche Thesen, die zum einen besagen, dass es zu einem Anstieg (Jin et al. 

2004b) und zum anderem zu einem Abfall der Neurogenese kommt (Boekhoorn et al. 2006). 

Eine eingeschränkte Neurogenese könnte für die Progression der Erkrankung von Bedeutung 

und an der kognitiven Verschlechterung der Patienten beteiligt sein (Rodríguez und Verk-

hratsky 2011). In Tiermodellen, die eine APP-Überexpression aufweisen, konnte gezeigt wer-

den, dass es zu einem Abfall der Neurogenese im GD und der subventrikulären Zone kommt 

(Wang et al. 2004; Donovan et al. 2006; Rodríguez und Verkhratsky 2011). In einem anderen 

Tierexperiment zeigte sich, dass Aβ1-42 einen neurogenen Effekt haben kann (Sotthibundhu et 

al. 2009). Bei der AD konnte in post mortem untersuchtem Hirngewebe beides beobachtet 

werden. In der subventrikulären Zone kam es zu einer Abnahme und im GD zu einer Zu-

nahme neuronaler Vorläuferzellen (Jin et al. 2004b; Ziabreva et al. 2006). 

 APP-Prozessierung 1.7

Neuritische Plaques bestehen aus β-Amyloid, welches aus seinem größeren Amyloid-

Vorläufer-Protein (APP) hervorgeht. Das APP-Gen befindet sich auf Chromosom 21, aus 

dem durch alternatives Spleißen hauptsächlich drei Isoformen entstehen können. Zu diesen 

gehören APP 695, APP 751 und APP 770. APP 695 wird vorwiegend in Neuronen exprimiert 

(Kang und Müller-Hill 1990). APP gehört zu den Typ-I-Membranproteinen, bestehend aus 

einem großen extrazellulären, einem hydrophoben durch die Membran gehenden und einem 

kurzen C-terminalen intrazellulären Teil (Zhang et al. 2011; Zhang et al. 2012). Nach der 

Translation kann APP durch verschiedene Proteasen und Sekretasen prozessiert werden. Die-

se Prozessierung kann in den amyloidogenen oder den nicht-amyloidogenen Weg unterteilt 

werden. 

 Amyloidogener Weg 1.7.1

Im amyloidogenen Weg wird APP durch die β- und γ-Sekretase gespalten. Zunächst schneidet 

die β-Sekretase (BACE1) vor der Aβ-Sequenz des APP. Hierdurch entsteht sAPP-β und ein 
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aus 99 Aminosäuren bestehendes membranassoziiertes C-terminales Fragment (C99). An-

schließend wird C99 durch die γ-Sekretase gespalten. Es entsteht eine intrazelluläre Domäne 

von APP und Aβ1-40 beziehungsweise Aβ1-42 (Zhang et al. 2012). Bei BACE1 handelt es sich 

um eine Typ-I-transmembran-Aspartylprotease (Yan et al. 1999). Ein Anstieg der Expression 

und Aktivität von BACE1 wurde bei der sporadischen Form der Alzheimererkrankung festge-

stellt (Yang et al. 2003). Die γ-Sekretase ist ein Komplex, der aus Presenilin 1 (PSEN1) oder 

Presenilin 2 (PSEN2), PEN2 (presenilin enhancer 2), APH1 (anterior pharynx defective 1) 

und Nicastrin besteht (Zhang et al. 2012). 

 Nicht-amyloidogener Weg 1.7.2

Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP durch die α- und γ-Sekretase gespalten. Zunächst 

schneidet die α-Sekretase zwischen der 16. und 17. Aminosäure in der Aβ-Sequenz des APP. 

Hierdurch wird verhindert, dass schädliches β-Amyloid entsteht (Sisodia 1992). Infolge des 

Schnittes entsteht das große extrazelluläre lösliche Spaltprodukt sAPP-α und ein kleineres 

83 Aminosäuren großes, an die Membran gebundenes C-terminales Stück. Anschließend 

schneidet die γ-Sekretase von diesem Stück das p3-Fragment ab und hinterlässt eine 

59 Aminosäuren große intrazelluläre Domäne. Das P3-Fragment und die 59 Aminosäuren 

große intrazelluläre Domäne werden schnell abgebaut (Zhang et al. 2012). Die intrazelluläre 

Domäne hat mannigfaltige Funktionen, wohingegen über P3 nichts bekannt ist (Chow et al. 

2010). Das lösliche sAPP-α ist bei verschiedenen Prozessen von Relevanz. Es wird vermutet, 

dass es die Bildung von Synapsen und Zelladhäsion fördert (Mattson 1997), neuroprotektiv 

wirkt (Chow et al. 2010) und als Wachstumsfaktor die Proliferation embryonaler (Ohsawa et 

al. 1999) und adulter Stammzellen reguliert (Caillé et al. 2004). Die α-Sekretase gehört zu den 

Disintegrin- und Metalloproteinasen (ADAM) (Buxbaum et al. 1998). Jedoch ist nicht bekannt 

welche Disintegrin- und Metalloproteinase der α-Sekretase entspricht (Asai et al. 2003). Mög-

licherweise handelt es sich um ADAM-10, da diese zum einen im Gehirn vorkommt zum an-

deren ein Anstieg des sAPP-α-Spiegels in Zellen beobachtet werden kann, wenn ADAM-10 

überexprimiert ist (Lammich et al. 1999). 
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Abbildung 5: APP-Prozessierung: Im amyloidogenen Weg (links) schneidet die β-Sekretase 
oberhalb der Aβ-Sequenz. Es entstehen sAPP-β und das C99-Fragment. Anschließend 
schneidet die γ-Sekretase innerhalb des C99-Fragments und unterhalb der Aβ-Sequenz, 
wodurch Aβ und das C59-Fragment entstehen. Im nicht-amyloidogenen Weg (rechts) schnei-
det die α-Sekretase zuerst innerhalb der Aβ-Sequenz. Es entstehen sAPP-α und das C83-
Fragment. Anschließend schneidet die γ-Sekretase innerhalb des C83-Fragments und unter-
halb der Aβ-Sequenz, wodurch p3 und das C59-Fragment entstehen. Es entsteht kein Aβ. 
Abbildung modifiziert nach (De Strooper et al. 2010). 

 Amyloidhypothese 1.8

Die Amyloidhypothese geht davon aus, dass die Ablagerung von Aβ im Gehirn den zentralen 

Schritt zur Entstehung der AD darstellt. Durch die Ablagerung extrazellulärem Aβs kommt es 

zu Neuronenverlust, Bildung von Tangles und vaskulären Schäden und infolgedessen zur AD 

(Hardy und Higgins 1992). Als Unterstützung für diese Hypothese gilt unter anderem, dass es 

unter Trisomie 21 vermehrt zur AD kommt (Glenner und Wong 1984), da APP auf Chromo-

som 21 lokalisiert ist (Owen et al. 1990). Dies führt zu einer gesteigerten Gendosis des APP 

und somit zu einem Anstieg der Aβ-Produktion. Als weiteres wichtiges Argument gelten die 

bei der familiären AD-Form (fAD) durchgeführten genetischen Untersuchungen. Hierbei 

wurden Mutationen in PSEN1, PSEN2 und APP entdeckt, die zu einem Anstieg der extrazel-

lulären Aβ-Konzentration und infolgedessen zu AD-Symptomen führen (Tanzi 2012). Die 

genetischen Mutationen bei der fAD gelten als das stärkste Argument für die Amyloidhypo-

these (Selkoe 2011). Unterstützend konnten auch in einigen fAD-Mausmodellen Assoziatio-

nen zwischen Aβ-Ansammlungen und AD-ähnlichen Symptomen, wie Gedächtnisverlust, 

beobachtet werden (Pimplikar 2009). Zudem gilt APOE4, welches mit einem verringerten Aβ-

Abbau in Zusammenhang gebracht wird, als stärkster Risikofaktor der sporadischen AD-

Form (Karran et al. 2011).  
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Es gibt jedoch auch Gründe an dieser Hypothese zu zweifeln. Zum einen korreliert weniger 

die Menge der Aβ-Ablagerungen als vielmehr die Konzentration neurofibrillärer Tangles mit 

dem Ausprägungsgrad der demenziellen Erkrankung (Arnold et al. 1991). Zum anderen zeigen 

einige AD-Patienten mit starken kognitiven Einschränkungen post mortem keine Aβ-

Ablagerungen. Gegenteilig konnten Aβ-Ablagerungen bei kognitiv unauffälligen Menschen 

nachgewiesen werden (Pimplikar 2009). Zudem kommt es in einigen AD-Mausmodellen zu 

Gedächtniseinschränkungen, lange bevor erste Aβ-Ablagerungen nachweisbar sind (Lesné et 

al. 2008). Diese Informationen zusammenführend muss davon ausgegangen werden, dass eher 

andere oder zumindest zusätzliche Ursachen neben den extrazellulären Aβ-Ablagerungen, zur 

Pathologie der Alzheimererkrankung führen. Ein möglicher Erklärungsansatz ist intraneurona-

les Aβ. 

 Modifizierte Amyloidhypothese 1.8.1

Intrazelluläre Aβ-Ablagerungen wurden erstmals in der Mitte der 80er Jahre entdeckt (Masters 

et al. 1985b). Anschließend wurde bei AD-Patienten (Gouras et al. 2000), bei an Trisomie 21-

erkrankten Menschen (Gyure et al. 2001) und bei transgenen Mäusen (Wirths et al. 2001) post 

mortem die intrazelluläre Ablagerung bestätigt. Bei intrazellulärem Aβ handelt es sich vorwie-

gend um Aβ1-42 (Gouras et al. 2000; LaFerla et al. 2007). Da es sich zu Beginn in Regionen 

ablagert, die bei beginnender AD zuerst betroffen sind, scheint es ein frühzeitiges Ereignis in 

der Pathogenese der Erkrankung zu sein. Zudem scheint es der Ablagerung NFTs und extra-

neuronaler Plaques vorrauszugehen (Gouras et al. 2000; Gyure et al. 2001; Fernández-Vizarra 

et al. 2004). Nach Akkumulation extraneuronaler Plaques kommt es zu einer Reduktion der 

intraneuronalen Ansammlungen (Gyure et al. 2001). Generell bestehen zwei Möglichkeiten, 

die zur Ansammlung von intrazellulärem Aβ führen können. Zum einen kann ein Teil des 

produzierten Aβs direkt intrazellulär verbleiben und dort akkumulieren. Zum anderen besteht 

die Möglichkeit, dass ein Teil nachdem er von der Zelle sekretiert wurde, wieder von dieser 

aufgenommen wird (LaFerla et al. 2007). Für die Wiederaufnahme existieren mehrere Mecha-

nismen. Aβ kann unter anderem durch Bindung an den nikotinischen Acetylcholinrezeptor 

(Nagele et al. 2002) oder den ApolipoproteinE-Rezeptor (Bu et al. 2006) zusammen mit die-

sen in die Zelle aufgenommen werden.               

 Intraneuronales Aβ ist zu Beginn als Monomer vorhanden. Aus den Monomeren können 

sich schnell Oligomere, wie Di- oder Trimere sowie längere Aggregate, wie Protofibrillen und 

Fibrillen bilden (LaFerla et al. 2007; Benilova et al. 2012). Den oligomeren Aβ-Spezies wird 

der stärkste Einfluss auf die Pathologie der AD zugeschrieben. Dimere stören Lernprozesse 

und Gedächtnisbildung (Cleary et al. 2005) sowie synaptische Funktionen und Langzeitpoten-
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zierung (Walsh et al. 2002). Längere Oligomere, wie Dodekamere, führen außerdem in trans-

genen Mausmodellen zu pathologischen Veränderungen der Kognition und des Gedächtnisses 

(Lesné et al. 2006). In Untersuchungen an humanem Hirngewebe und in Tests mit oligomer-

spezifischen Antikörpern bei transgenen Mäusen konnte gezeigt werden, dass die für die Pa-

thologie der AD wichtigen Oligomere tatsächlich intra- und nicht extrazellulär gebildet werden 

(Walsh et al. 2000; Oddo et al. 2006). Das intraneuronal vorhandene Aβ akkumuliert vorwie-

gend in multivesikulären Körperchen, Lysosomen und Mitochondrien. Dies führt zu funktio-

nellen Störungen der Mitochondrien, Proteasomen und des Kalziumstoffwechsels sowie zur 

Initiierung synaptischer Dysfunktionen und Erleichterung der Tau-Hyperphosphorylierung 

(LaFerla et al. 2007). Intraneuronales Aβ führt nicht nur zu zellulären Dysfunktionen, sondern 

scheint zudem auch mit apoptotischem Zelltod in den Gehirnen von transgenen Mäusen 

(LaFerla et al. 1995) und AD-Patienten (Chui et al. 2001) zu korrelieren. Interessant ist, dass 

nur Aβ1-42 und nicht das kürzere Aβ1-40 nach Injektion in menschliche Neuronen zum Zelltod 

führt. 

Wenn die aufgelisteten Informationen zusammengetragen werden, kann eine modifizierte β-

Amyloid-Hypothese in Betracht gezogen werden, in der nicht das extra- sondern das intrazel-

luläre Aβ das Schlüsselelement zur Entstehung der AD darstellt. Nach der modifizierten Hy-

pothese wird das intrazelluläre genau wie das extrazelluläre Aβ bei der klassischen Amyloid-

Hypothese zunächst durch bestimmte Risikofaktoren, wie zunehmendes Alter, Trisomie 21 

oder Mutationen in APP, PSEN1 oder PSEN2 vermehrt produziert. In der modifizierten Hy-

pothese akkumuliert das intrazellulär produzierte Aβ direkt innerhalb der Zelle oder wird nach 

Sekretion durch verschiedene Mechanismen wieder in die Zelle aufgenommen. Folgend löst 

das intrazelluläre Aβ AD-typische Prozesse, wie Dysfunktion und Verlust von Neuronen und 

Synapsen, aus, die bei der klassischen Amyloid-Hypothese durch extrazelluläres Aβ bedingt 

sind. In Folge der pathologischen Prozesse zeigen sich eine makroskopisch beobachtbare 

Atrophie des Gehirns und schließlich das Vollbild der Demenz (Wirths et al. 2004). 
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Abbildung 6: Amyloidhypothesen im Vergleich. Vergleichendes Fließdiagramm der klassi-
schen (A) und der modifizierten Amyloidhypothese (B). In den Kästchen sind die Unterschie-
de der jeweiligen Hypothesen gegenübergestellt. Die Merkmale der klassischen Hypothese 
sind blau und die Merkmale der modifizierten Hypothese sind grün unterlegt. Aspekte, in de-
nen sich beide Hypothesen gleichen, sind nicht farbig unterlegt. Abbildung modifiziert nach 
(Wirths et al. 2004).  

 Genetik der Alzheimerdemenz 1.9

Die AD kann sowohl als familiäre (fAD, präsenile Demenz vom Alzheimertyp) als auch als 

sporadische Form (senile Demenz vom Alzheimertyp) auftreten. 

 Familiäre Form 1.9.1

An der fAD ist mit <5% aller AD-Patienten und einer Prävalenz von 0,1% nur ein kleiner Teil 

erkrankt. Meist kommt es bei dieser Form zu einem Krankheitsbeginn vor dem 65. Lebensjahr 

mit rascher Progression der Symptome. Der familiären Form können Mutationen verschiede-

ner Gene zugeordnet werden. Zu ihnen zählen Mutationen im PSEN1 auf Chromosom 14 

(Schellenberg et al. 1992), im PSEN2 auf Chromosom 1 (Rogaev et al. 1995) und im APP auf 

Chromosom 21 (Goate et al. 1991; Williamson et al. 2009; Reitz und Mayeux 2014; Scheltens 

et al. 2016). Aktuell sind 24 Mutationen für APP, 185 Mutationen für PSEN1 und 13 Mutati-

onen für PSEN2 bekannt (Tanzi 2012), von denen die meisten autosomal-dominant vererbt 

werden (Reitz und Mayeux 2014) und/oder zu einem Anstieg des Verhältnisses zwischen 
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Aβ42/Aβ40 führen (Tanzi und Bertram 2005). Der relative Anstieg des Aβ42 fördert die Aggre-

gation der Peptide zu Oligomeren und Amyloid-Plaques (Jarrett et al. 1993). APP kann zur 

Symptomatik der AD auf zwei verschiedenen Wegen führen. Erstens durch ein vermehrtes 

Vorhandensein des nicht mutierten Wildtypgens auf dem 21. Chromosom bei Trisomie 21 

und infolgedessen zu einer bedingten Überexpression von APP. Zweitens durch APP-

Missens-Mutationen, die in der Schnittstelle der β-Sekretase, nach der Schnittstelle der γ-

Sekretase oder in der Aβ-Region selbst liegen können (Selkoe 2011). Zu einem Anstieg aller 

Aβ-Spezies kommt es bei der schwedischen Mutation. Diese weist eine Doppel-Missens-

Mutationen an Kodon 670 und 671 in der Schnittstelle der β-Sekretase auf (Mullan et al. 1992; 

Citron et al. 1992; Selkoe 2011). Bei einer Missens-Mutation nach der Schnittstellte der γ-

Sekretase an Kodon 717 (Chartier-Harlin et al. 1991), der sogenannten London-Mutation 

(Goate et al. 1991), kommt es zu einer relativen Erhöhung der stärker aggregierenden Aβ1-42-

Peptide, ohne die gesamte Aβ-Produktion zu beeinflussen (Suzuki et al. 1994). Mutationen in 

der Aβ-Region, die bei der sogenannten Arctic-Mutation auftreten, fördern Aggregation und 

Bildung von Protofibrillen (Nilsberth et al. 2001; Selkoe 2011). Von Mutationen in PSEN1 

und PSEN2 sind mehrere hundert Familien betroffen. Die Mutationen beeinflussen die γ-

Sekretase-Aktivität und führen darüber zu einem Anstieg des Verhältnisses zwischen Aβ1-42 

und Aβ1-40 (Wolfe et al. 1999; Wolfe 2007). 

 Sporadische Form 1.9.2

Von der sporadischen Form ist mit über 90% der größere Teil aller AD-Patienten betroffen. 

Sie beginnt meist nach dem 65. Lebensjahr und zeigt im Vergleich zur fAD ein langsameres 

Voranschreiten. Auch sie ist stark mit genetischen Variationen assoziiert, jedoch spielen Le-

bensbelastungsfaktoren (vgl 1.10) eine wichtigere Rolle als bei der familiären Form. Aus die-

sem Grund ist es bei der sporadischen Form viel schwieriger, neue Gen-Loci zu identifizieren 

(Bertram et al. 2010; Tanzi 2012; Scheltens et al. 2016). Der wichtigste identifizierte genetische 

Risikofaktor ist das Apolipoprotein E (ApoE) ε4-Allel (Corder et al. 1993), dessen Gen sich 

auf Chromosom 19q13 befindet (Strittmatter et al. 1993). Insgesamt gibt es drei Allel-

Varianten des ApoE (ε2, ε3, ε4), deren Genprodukte unter physiologisschen Bedingungen am 

Transport und Stoffwechsel von Fetten beteiligt sind (Mahley et al. 1984). Heterozygote Trä-

ger des ε4-Allels weisen ein vierfach erhöhtes Risiko auf (Corder et al. 1994), wohingegen 

homozygote Träger sogar ein mehr als zehnfach erhöhtes Risiko für die Entstehung einer 

senilen Demenz haben (Tanzi 2012). Zu einem erhöhten Risiko kommt es dadurch, dass das 

ε4-Allel wahrscheinlich zu einer verminderten Beseitigung und/oder zu einer gesteigerten 
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Aggregation von Aβ führt (Ma et al. 1994; Evans et al. 1995; Bertram et al. 2010). Im Gegen-

satz zum ε4- senkt das ε2-Allel das Risiko für die Entstehung einer AD um den Faktor vier 

(Corder et al. 1994). Da nicht alle ε4-Allel-Träger an einer AD erkranken (Selkoe 2011), 

scheint es weder notwendig noch ausreichend für die Entstehung der Erkrankung zu sein. 

Stattdessen handelt es sich eher um einen genetischen Risikofaktor, der das Alter des Auftre-

tens dosisabhängig senkt (Tanzi 2012; Reitz und Mayeux 2014). 

 Beeinflussende Faktoren 1.10

 Risikofaktoren 1.10.1

Neben den genetischen Risikofaktoren sind eine Reihe anderer Einflüsse bekannt, die das 

Auftreten einer Alzheimerdemenz wahrscheinlicher machen. Der stärkste Risikofaktor für das 

Entstehen einer AD ist ein hohes Lebensalter. Die Prävalenz steigt, wie in 1.1.1 beschrieben, 

ab dem 65. Lebensjahr exponentiell an und erreicht bei über 90-Jährigen einen Wert von mehr 

als 40%. Neben einem hohen Lebensalter stellen zerebrovaskuläre Erkrankungen einen wich-

tigen Risikofaktor dar. Häufig ist eine Koexistenz von stattgefundenen Hirninfarkten und be-

stehender Alzheimerdemenz zu beobachten (Schneider und Bennett 2010). Eine mögliche 

Erklärung ist, dass es durch Infarkte zu Zerstörung und Atrophie des Hirngewebes kommt. 

Ein anderer Erklärungsansatz geht davon aus, dass sich Aβ nach einem Hirninfarkt vermehrt 

bildet, da Hypoxie und Ischämie einen Anstieg der APP-Prozessierung bedingen (Mayeux und 

Stern 2012). Bluthochdruck im mittleren Lebensalter ist ein weiterer Risikofaktor, im hohen 

Lebensalter unter einer Demenz zu leiden (Whitmer et al. 2005). Im höheren Lebensalter hin-

gegen wirkt sich ein zu niedriger Blutdruck negativ auf die Entstehung einer Demenz aus 

(Mayeux und Stern 2012). Neben den genannten Faktoren erhöht Diabetes Typ II das Risiko 

für die Entstehung einer AD (Profenno et al. 2010). Es wird vermutet, dass es unter anderem 

durch die mit Diabetes Typ II einhergehende Hyperinsulinämie zur abgeschwächten zerebral-

en Aβ-Beseitigung und dadurch bedingt zu einer gesteigerten Aβ-Akkumulation kommt 

(Farris et al. 2003). Tabakkonsum ist ebenfalls für das Auftreten einer AD prognostisch un-

günstig, da es zu oxidativem Stress und dadurch bedingt zu vermehrtem Zellschaden im Ge-

hirn kommen kann (Mayeux und Stern 2012). Zudem zeigt sich in einer Studie, dass vor allem 

bei Männern anamnestische traumatische Kopfverletzungen das Risiko für die Entwicklung 

einer AD ansteigen lassen (Fleminger et al. 2003). 
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 Protektive Faktoren 1.10.2

Neben den bekannten Risikofaktoren gibt es auch Faktoren, die das Risiko an einer AD zu 

erkranken senken können. Zu diesen werden von R. Mayeux and Y. Stern (2012) kognitive 

Reserven, bestimmte Ernährungsgewohnheiten und körperliche Aktivität gezählt. Die Ernäh-

rungsgewohnheiten schließen unter anderem die Reduzierung von Cholesterin mit ein, da 

hierdurch das Risiko für Gefäßschäden im Gehirn gesenkt werden kann. Ebenfalls kommt es 

durch den regelmäßigen Konsum von Omega-3-Fettsäuren und einer erhöhten Vitamin-D-

Zufuhr zu einer Reduktion des AD-Risikos. Jedoch bestehen bezüglich der genannten Ernäh-

rungsempfehlungen gewisse Inkohärenzen in der aktuellen Literatur, die durch additive, sy-

nergistische oder antagonistische Effekte bedingt sein können (Mayeux und Stern 2012). Aus 

diesem Grund wird im allgemeinen eine mediterrane Ernährung empfohlen. Diese enthält die 

genannten Ernährungsempfehlungen im Wesentlichen. In verschiedenen Studien konnte ge-

zeigt werden, dass eine solche Ernährung das Risiko für die Entstehung einer AD senkt 

(Scarmeas et al. 2006; Scarmeas et al. 2009). In Tierversuchen wurde zudem beobachtet, dass 

durch körperliche Aktivität Mechanismen der neuronalen Plastizität und Neurogenese ange-

regt werden sowie eine vermehrte Vaskularisation im Gehirn erreicht werden kann. In einigen 

humanen Studien konnte ebenfalls herausgestellt werden, dass körperliche Aktivität einen 

protektiven Faktor haben kann. Andere Studien konnten jedoch keine positiven Einflüsse auf 

die Prävention einer AD beobachten (Mayeux und Stern 2012). 

 Amyloid Beta 4-42 1.11

Amyloid-β-Peptide, von denen es verschiedene Varianten gibt, bilden die Grundlage der Amy-

loid-β-Plaques. Diese Peptide können sowohl N-terminal an Position 1 mit der Aminosäure 

Aspartat beginnen als auch einen N-terminalen Verlust der ersten Aminosäuren aufweisen. 

Eine häufige bei der AD zu finde Aβ-Variante ist das um drei Aminosäuren verkürzte mit 

Phenylalanin beginnende Aβ4-42. (Masters et al. 1985b). Durch Quantifizierungen der Aβ-

Spezies wurde festgestellt, dass Aβ42 im Vergleich zu Aβ40 in Plaques häufiger vorkommt. Aβ4-

42 ist zudem bei der AD und vaskulärer Demenz eine relativ häufige Variante der Aβ42-Spezies 

(Lewis et al. 2006). AD-Patienten weisen im Schnitt etwa viermal mehr Aβ4-42 im Gehirn auf, 

als gesunde ältere Menschen (Portelius et al. 2015). Außerdem konnte mittels Massenspektro-

metrie und Immunpräzipitation gezeigt werden, dass Aβ4-42 neben Aβ1-42 im Hippocampus 

und Kortex bei AD die größte Aβ-Fraktion ist. Im Kortex machen Aβ1-42 und Aβ4-42 mehr als 

60% aller Aβ-Isoformen aus (Portelius et al. 2010). Stärker N-terminal-verkürzte Peptide, wie 

Aβ4-42 aggregieren zudem schneller und stärker als Peptide mit einem längeren N-Terminus 
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(Pike et al. 1995; Bouter et al. 2013). Gleiches gilt auch für Peptide, deren c-terminale Amino-

säuren an Position 42 enden. Sie zeigen höhere Sedimentationswerte als diejenigen, die an 

Position 40 enden (Pike et al. 1995). Außerdem beeinflusst der N-Terminus das Fibrillisati-

onsverhalten (Haupt et al. 2012). N-terminal verkürzte Peptide weisen zudem stärkere neuro-

toxische Effekte als mit Position 1 beginnende Peptide auf (Pike et al. 1995; Russo et al. 2002). 

    Speziell die Eigenschaften des Aβ4-42 wurden von Bouter et al (2013) in Expe-

rimenten ermittelt und mit anderen Aβ-Varianten (Aβ1-42, AβpE3-42, Aβ4-40 und Aβ4-43) vergli-

chen. Es konnte gezeigt werden, dass Aβ4-42 nach AβpE3-42 und vor den genannten anderen 

Varianten die stärkste Neigung hat stabile Aggregate zu bilden. Weiterhin konnten die von 

Haupt (2012) gemachten Beobachtungen, dass N-terminal-verkürzte Peptide schneller aggre-

gieren und Fibrillen bilden als nicht N-terminal-verkürzte Peptide wie Aβ1-42, wiederholt wer-

den. Dies weist auf die besondere Bedeutung des N-terminalen Restes für das Aggregations-

verhalten hin. In Untersuchungen mit SDS-Page zeigen Aβ1-42, AβpE3-42 und Aβ4-42 Monomere 

und Aggregate, wie Trimere und Tetramere, während andere Peptid-Varianten lediglich Mo-

nomere und Dimere bilden. Nach wenigen Tagen zeigen sich für Aβ1-42, AβpE3-42 und Aβ4-42 

zusätzlich Oligomere mit höherem Molekulargewicht. Zur Analyse der akuten Effekte in vitro 

auf neuronale Funktion und Lebensfähigkeit wurden zunächst Nervenzellen den erwähnten 

Aβ-Varianten ausgesetzt. Alle Varianten zeigen einen dosisabhängigen Einfluss auf die Ab-

nahme der Lebensfähigkeit der Neurone. Die stärksten toxischen Effekte bestehen in vitro für 

Aβ4-42, AβpE3-42 und Aβ1-42. Zur Beurteilung akuter neurotoxischer Effekte der genannten Pep-

tide in vivo wurden diese Mäusen intraventrikulär injiziert. Alle N-terminal-verkürzten Varian-

ten führen zu Defiziten im Arbeitsgedächtnis. Die stärksten Effekte ergeben sich für Aβ4-40 

und Aβ4-42 (Bouter et al. 2013). Tabelle 1 gibt einen Überblick über die Eigenschaften des Aβ4-

42. 

Tabelle 1: Eigenschaften von Aβ4-42 

Eigenschaften von Aβ4-42 

Starke Neigung stabile Aggregate zu bilden 

Aggregiert schnell und bildet Fibrillen 

Toxische Wirkung auf Nervenzelle 

Beeinflussung des Arbeitsgedächtnisses nach intraventrikulärer Injektion in Wildtypmäuse 
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Führt man die genannten Eigenschaften von Aβ4-42 zusammen, kann davon ausgegangen wer-

den, dass dieses Peptid ein relevantes Element in der Pathogenese der AD ist (Bayer und 

Wirths 2014). 

 Mausmodelle 1.12

Durch die Entdeckung der für fAD-typischen Mutationen im APP- und PSEN-Gen wurde 

der Weg für die Entwicklung transgener Mausmodelle geebnet. Die Mehrzahl der transgenen 

Mausmodelle exprimierte zunächst mutiertes humanes APP.         

 Als erste transgene Mauslinie wurde hierzu das PDAPP-Mausmodell entwickelt. Dieses 

exprimiert durch den PDGF-Promotor humanes APP mit der Indiana Mutation (V717F). 

Infolgedessen kommt es zunächst zu sichtbaren extrazellulären Aβ-Ablagerungen im Hippo-

campus und später auch im Isokortex (Games et al. 1995). Außerdem zeigen sich dystrophe 

Neurite, vermehrt Astrozyten und eine Zunahme der Mikroglia sowie altersabhängige Ge-

dächtnisdefizite. Zu einem Verlust von Neuronen kommt es hingegen nicht (Irizarry et al. 

1997). Die Tg2576-Mauslinie stellt ein weiteres Mausmodell dar. Dieses führt zur Überexpres-

sion von humanem APP mit der Schwedischen Mutation (K670N/M671L) unter der Kontrol-

le eines Hamster-Prionen-Promotors. Auch bei diesem Mausmodell kommt es wie bei der 

PDAPP-Mauslinie zu extrazellulären Aβ-Ablagerungen, Bildung dystropher Neuriten und 

vermehrter Gliose sowie altersabhängigen Gedächtnisdefiziten (Hsiao et al. 1996). Neben den 

genannten gibt es eine Vielzahl weiterer Mausmodelle, die versuchen Mutationen im APP-Gen 

abzubilden. Allen ist gemein, dass sie zu einem extrazellulären Anstieg von Aβ führen, eine 

gesteigerte Neuroinflammation bedingen und Verhaltensauffälligkeiten aufweisen (Duyckaerts 

et al. 2008). Zusätzlich zu den APP-Mausmodellen gibt es transgene Mauslinien, die mutiertes 

humanes PSEN exprimieren. Einige PSEN-Mausmodelle führen im Gehirn zu einem Anstieg 

von Aβ42, stören den Kalziumstoffwechsel im endoplasmatischem Retikulum oder führen zu 

einer vermehrten Phosphorylierung von Tau (Oyama et al. 1998; Duyckaerts et al. 2008). Au-

ßer den genannten wurden Mausmodelle entwickelt, die mehrere kombinierte Mutationen im 

APP-Gen aufweisen oder Kombinationen in APP und PSEN zeigen. Solche Mausmodelle 

zeigen deutlich schwerere AD-ähnliche Verläufe. Es kommt früher zu Plaque-Formationen, 

stärkerer Neuroinflammation und Verhaltensdefiziten (Casas et al. 2004; Oakley et al. 2006; 

Cavanaugh et al. 2014).                  

 Obwohl es bei AD-Patienten zu starkem Neuronenverlust kommt, zeigen die meisten 

AD-Mausmodelle keinen oder nur einen geringen Neuronenverlust (Duyckaerts et al. 2008). 

Zu einem deutlichen Neuronenverlust kommt es hingegen bei einigen doppelt-transgegen 
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Tiermodellen, wie 5xFAD (Oakley et al. 2006) oder APP/PS1K1 (Casas et al. 2004). Beide 

weisen eine Kombination von Mutationen in APP und PSEN auf. Zudem konnte bei diesen 

Mausmodellen intraneuronales Aβ nachgewiesen werden, sodass ein Zusammenhang zwi-

schen intraneuronalem Aβ und Neuronenverlust vermutet wird (Wirths und Bayer 2012). 

Transgene AD-Mausmodelle haben zu einem besseren Verständnis der AD beigetragen. Je-

doch können sie nie komplett die Erkrankungen abbilden, sondern immer nur einen kleinen 

Ausschnitt wiederspiegeln. 

 Das Tg4-42-Mausmodell 1.13

Amyloid-β4-42 ist eine in den Gehirnen von AD-Patienten häufig vorkommende, am N-

Terminus-verkürzte Aβ-Spezies (Portelius et al. 2010). Bis zur Entwicklung des Tg4-42-

Mausmodells war jedoch wenig über die Auswirkungen dieses Peptides auf Entstehung und 

Progression der AD bekannt. Die meisten AD-Mausmodelle bilden durch Überexpression 

von APP und/oder PSEN1 Mutationen und Ursachen der familiären, jedoch nicht der häufi-

geren sporadischen Form ab (Duyckaerts et al. 2008). Um chronische Einflüsse von Aβ4-42 auf 

Mäusegehirne zu analysieren ohne dabei Mutationen in APP und/oder PSEN1 als Störfakto-

ren zu haben, wurde das Tg4-42-Mausmodell entwickelt (Wittnam 2012). Die Mäuse sekretie-

ren an das murin thyrotropin releasing hormone gebundenes Aβ4-42 neuronal. Das Fusionspeptid 

erleichtert dabei die extrazelluläre Freisetzung (Alexandru et al. 2011). Da Aβ4-42 direkt expri-

miert wird, ist eine enzymatische Modifikation nicht notwendig (Wittnam 2012). Die Generie-

rung des Modells wird in 2.2 genauer erläutert.           

 Tg4-42-Mäuse zeigen ab einem Alter von zwei Monaten starke intraneuronale Aβ-

Ablagerungen in der CA1-Region des Hippocampus. Mit zunehmendem Alter kommt es je-

doch zur Abnahme der Aβ-Expression, aufgrund des Verlustes von Neuronen in der CA1-

Region (Bouter et al. 2013). Zudem zeigen sich bei zwei Monate alten Tieren reaktive Mikrog-

lia in derselben Region und Astroglia in der Umgebung des Hippocampus. Beides weist auf 

eine hippocampale Neurodegeneration hin (Wittnam 2012; Bouter et al. 2013; Bouter 2015). 

In der CA1-Region kommt es bereits bei vier Monate alten homozygten Tieren zu einem sig-

nifikanten Neuronenverlust von ~45% im Vergleich zu gleichalten Wildtyptieren (WT-Tiere). 

Mit zunehmendem Alter steigt der der Verlust exponentiell an und erreicht ein Plateau bei 

sechs Monate alten Tieren mit einem Verlust von ~65%. Hemizygote Tiere zeigen in dersel-

ben Region erst ab einem Alter von acht Monaten einen Neuronenverlust von ~38% im Ver-

gleich zum WT-Tier. Mit zunehmendem Alter kommt es auch bei hemizygoten Tieren zu ei-

nem Fortschreiten des Nervenzellverlustes. Sie zeigen bei einem Alter von zwölf Monaten 
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einen Anstieg des Neuronenverlustes auf ~49% im Vergleich zur gleichalten WT-Tieren. Im 

Alter von drei Monaten zeigt sich kein Unterschied in der Neuronenzahl zwischen hemizygo-

ten, homozygoten und WT-Tieren (Bouter et al. 2013; Bouter 2015). Neben den genannten 

neuropathologischen Veränderungen bestehen Beeinträchtigungen des räumlichen Gedächt-

nisses. Einschränkungen des räumlichen Lernens und des räumlichen Referenzgedächtnisses 

bestehen bei acht Monate alten homozygten und bei zwölf Monate alten hemizygoten Tieren 

im Vergleich zu gleichalten WT-Tieren. Bei drei Monate alten Tieren besteht wie beim Neu-

ronenverlust kein Unterschied zwischen den verschiedenen Genotypen (Bouter et al. 2013). 

Angstverhalten und Arbeitsgedächtnis zeigen keine Auffälligkeiten und unterscheiden sich 

nicht von WT-Tieren (Wittnam 2012; Bouter 2015). Tabelle 2 gibt einen Überblick über die 

beschriebenen Besonderheiten. 

Tabelle 2: Besonderheiten des Tg4-42-Mausmodells 

Besonderheiten des Tg4-42-Mausmodells 

Ab zwei Monate:   intraneuronale Aβ-Ablagerungen in der CA1-Region 

Ab zwei Monate:   reaktive Mikroglia in der CA1-Region 

Ab zwei Monate:  reaktive Astroglia in hippocampaler Umgebung 

Ab vier Monate:   signifikanter Neuronenverlust in der CA1-Region homozygoter  
      Tiere 

Ab acht Monate:   signifikanter Neuronenverlust in der CA1-Region hemizygoter Tiere 

Ab acht Monate:   Beeinträchtigung des räumlichen Gedächtnisses homozygoter Tiere 

Ab zwölf Monate:   Beeinträchtigung des räumlichen Gedächtnisses hemizygoter Tiere 

 

 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit 1.14

Amyloid-β4-42 ist eine sehr häufige in den Gehirnen von AD-Patienten vorkommende Aβ-

Spezies (Portelius et al. 2010). Der chronische Einfluss von Aβ4-42 wurde jedoch bisher nur 

von Bouter et. al. (2013) genauer untersucht. Bouter et. al. (2013) bezogen sich dabei vor allem 

auf durch den chronischen Einfluss von Aβ4-42 bedingte Verhaltensveränderungen der Tiere 

und histologische Auffälligkeiten in der CA1-Region des Hippocampus. Ziel der vorliegenden 

Arbeit ist es, neue und weiterführende Erkenntnisse über das Tg4-42-Mausmodell und den 

damit verbundenen Einfluss von Aβ4-42 auf die AD zu gewinnen und somit zu einem besseren 

Verständnis der Pathogenese und Symptomatik der AD beizutragen. Um dieses Ziel zu errei-

chen, wurde der bei diesem Tiermodell zuvor noch nicht betrachtete GD des Hippocampus 
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einigen quantitativen Untersuchungen unterzogen.           

 Zunächst sollte mittels Stereologie eine Quantifizierung der Neurone im GD durchgeführt 

werden. Hierzu wurden Tiere im Alter von zwei bis sechs Monate verwendet, um einen alters-

abhängigen Verlauf der Neuronenzahl zu ermitteln. Anschließend sollte bei Tieren derselben 

Altersstufen im GD ebenfalls ein altersabhängiger Verlauf der Neurogeneserate mittels eines 

Antikörpers für Doublecortin bestimmt und die Ergebnisse mit den stereologischen Daten 

verglichen werden. Ziel war es herauszufinden, ob zwischen Verlust und neugebildeten Neu-

ronen eine gegenseitige Beeinflussung im Sinne eines gleichgerichteten Abfalls oder eines ge-

genläufigen Anstiegs besteht. Bei denselben Altersstufen sollte außerdem untersucht werden, 

ob das Volumen des GD von der Neuronenzahl beeinflusst wird. Weiterhin sollte bei sechs 

Monate alten transgenen Tieren der GD auf inflammatorische Prozesse mittels eines Antikör-

pers für GFAP (saures Gliafaserprotein) untersucht werden. Als abschließende Frage wurde 

mittels qPCR die Genexpression von GFAP bei zwei, vier und acht Monate alten transgenen 

Tieren bestimmt und zur gemessenen Neuroinflammation in Relation gesetzt. Alle ermittelten 

Daten wurden mit drei und sechs Monate alten WT-Tieren verglichen. Tabelle 3 listet die Fra-

gestellungen stichwortartig auf. 

Tabelle 3: Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit 

Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeit 

Quantifizierung der Neuronenzahl im Gyrus Dentatus im Tg4-42-Mausmodell 

Quantifizierung der Neurogenese im Gyrus Dentatus im Tg4-42-Mausmodell 

Bestimmung des Einflusses von Neuronenzahl und Neurogenese auf das Volumen des 
Gyrus Dentatus im Tg4-42-Mausmodell 

Quantifizierung der Neuroinflammation im Gyrus Dentatus im Tg4-42-Mausmodell 

Bestimmung der Genexpression von GFAP in Relation zur Neuroinflammation 
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2 Material und Methoden 

 Materialliste 2.1

Tabelle 4: Primäre Antikörper zur immunhistochemischen Färbung 

Antikörper Herkunft Epitop Verdünnung Firma 

Doublecortin Ziege Exprimiertes 
Doublecortin 
migrierender 
Neurone 

1:500 Santa Cruz 

GFAP Maus Saures Gliafa-
serprotein 

1:500 Synaptic Sys-
tems 

 

Tabelle 5: Sekundäre biotinylierte Antikörper zur immunhistochemischen Färbung 

Antikörper Herkunft Verdünnung Firma 

anti-Ziege Kaninchen 1:250 Dako 

anti-Maus Kaninchen 1:250 Dako 
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Tabelle 6: Verwendete Chemikalien 

Chemikalie Firma 

2-Propanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland 

ABC-Kit Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA 

Cresyl Violet Acetat Fluka Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 

Essigsäure Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland  

Ethanol 99% Walter CMP GmbH & Co.KG, Kiel, Deutschland 

FCS Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

Gewebekleber Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound, SAKURA 
Finetek Europe B.V. 

Hämalaunlösung  
Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land  

Milchpulver Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land  

Natriumacetat-Trihydrat 
Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land  

PBS Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

Roti-Histokitt 
Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 

Tris Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land  

Triton X 100 
Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land  

Wasserstoffperoxid 30% 
Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land  

Xylol 
Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 

Zitronensäure-Monohydrat 
Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutsch-
land 
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Tabelle 7: Verwendete Gebrauchswaren 

Material Firma 

Deckglas 24x60mm 
Menzel-Gläser, Gerhard Menzel GmbH, Braun-
schweig, Deutschland  

Eppendorfgefäße 
Greiner Bio-One International AG, Krems-
münster, Österreich 

Falcon®-Röhrchen 15ml / 50ml 
Greiner Bio-One International AG, Krems-
münster, Österreich  

Kryoröhrchen Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

Objektträger Superfrost®Plus 
Thermo Scientific, Gerhard Menzel GmbH, 
Braunschweig, Deutschland  

Pasteur-Kapillarpipetten Wilhelm Ulbrich GdbR, Bamberg, Deutschland 

Pipetten 0,5-1 μl; 10-100 μl; 100-1000 μl  
Greiner Bio-One International AG, Krems-
münster, Österreich  

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Stereologiegefäße Straight-Side Wide-Mouth Jar PC, Size 15ml, 
Nalge Nunc International  

 

Tabelle 8: Verwendete Geräte und Ausstattung 

Gerät Firma 

Kühlplatte Leica EG 1140 C Leica Vertrieb GmbH, Wetzlar 

Mikrotom Cool Cut, HM 335 E MICROM International GmbH, Walldorf 

Mikroskop, BX51 DP 50 Olympus Cooperation, Tokyo, Japan 

Wasserbad Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwe-
del 
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Tabelle 9: Verwendete Software 

Software Firma 

GraphPad Prism Version 6.0 GraphPad Software Inc., Kalifornien, USA 

ImageJ Software National Institute of Health (NIH), Maryland, 
USA 

Microsoft Office 2016 Microsoft, Redmond, Washington, USA 

 

 Mausmodell Tg4-42 2.2

Das N-verkürzte Aβ4-42 ist für die Erforschung der AD von großer Bedeutung, da es eine in 

den Gehirnen von AD-Patienten häufig vorkommende Aβ-Spezies ist. Um die Effekte dieser 

Aβ-Spezies besser untersuchen zu können, wurde das transgene Mausmodell Tg4-42 entwi-

ckelt (Bouter et al. 2013). Für die nachfolgend beschriebenen Methoden, wie Cresyl-Violett-, 

Doublecortin- und GFAP-Färbung sowie stereologische Auswertung und qPCR-Analyse 

wurde dieses Mausmodell verwendet.  

 Aufbau des Transgens 2.2.1

Das Tg4-42 Mausmodell exprimiert humanes Aβ4-42, welches zunächst an das Signalpeptid des 

murinen thyrotropin releasing hormone (TRH) gekoppelt ist und durch den neuronalen Promotor 

Thy-1 kontrolliert wird (Bouter et al. 2013). Der murine Thy-1 Promotor steuert die neuronale 

Expression des pre-pro-TRH Aβ4-42 fusionierten Peptides. Aβ4-42 ist zur sekretorischen Freiset-

zung an pre-pro-TRH gekoppelt. Im endoplasmatische Retikulum (ER) setzt eine Signal-

Peptidase das pro-TRH-Aβ4-42 frei. Im trans-Golgi und sekretorischen Vesikeln wird der Rest 

des Signalpeptides durch Prohormonkonvertasen abgespalten. Aβ4-42 kann nun freigesetzt und 

von der Zelle sekretiert werden. Abbildung 7 gibt eine genaue Übersicht über den Aufbau des 

Transgens (Wittnam 2012). 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Tg4-42-Transgens. Abbildung modifiziert 
nach (Wittnam 2012). 

 Cresyl-Violett-Färbung 2.3

 Herstellung der histologischen Schnitte 2.3.1

Für die Stereologie wurden 30 µm dicke Schnitte verschiedener Altersstufen verwendet. Hier-

bei handelte es sich um Tiere im Alter von zwei bis sechs Monaten des Tg4-42-Mausmodells. 

Zusätzlich wurden zum Vergleich WT-Tiere im Alter von drei und sechs Monaten ausgewer-

tet. Die Anzahl der ausgewerteten Mäuse je Altersgruppe und Genotyp ist Tabelle 10 zu ent-

nehmen. Die Herstellung der Schnitte fand mittels eines Kryostaten statt, welcher zuvor auf       

-20 °C heruntergekühlt wurde. Die Hemisphären wurden zunächst mittels Gewebekleber auf 

dem Schneideblock des Kryostaten fixiert. Zur Aufbewahrung der Schnitte wurden zehn Ge-

fäße verwendet. Die Schnitte wurden alternierend in die Gefäße verteilt, sodass zwischen den 

Schnitten innerhalb eines Gefäßes ein Abstand von zehn Schnitten bestand. Anschließend 

wurden die Schnitte bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

Tabelle 10: Verwendete Tiere zur stereologischen Auswertung 

 2 Monate 3 Monate 4 Monate 5 Monate 6 Monate 

Tg4-42 4 4 4 4 4 

WT  3   3 
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 Färbeprotokoll 2.3.2

Um nachfolgend die wie in 2.3.1 hergestellten Schnitte auf elektrostatischen Objektträgern zu 

sortieren und anschließend mit der Cresyl-Violett-Färbung fortzufahren, wurden die Schnitte 

eines Gefäßes zunächst mit eiskalter 0,01 M phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) für circa 

fünf Minuten gespült. Anschließend wurden die Schnitte über Nacht bei Raumtemperatur 

getrocknet, um sie am nächsten Tag mit Cresyl-Violett färben zu können. Die benötigten Ma-

terialien sind Abschnitt 2.3.2.1 und 2.3.2.2 zu entnehmen. 

2.3.2.1 Chemikalien 

• Cresyl-Violett (Fluka Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

• Corbit-Balsam 

• Essigsäure (Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland) 

• Ethanol (100%) (Walter CMP GmbH & Co.KG, Kiel, Deutschland) 

• Isopropanol (=2-Propanol) (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland)  

• Natriumacetat-Trihydrat (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

• Roti®-Histokitt-Einschlussmittel 

• Triton X-100 (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

• Wasser, destilliert 

• Xylol (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

2.3.2.2 Weitere Hilfsmittel 

• Färbeküvetten 

• Filter 

 Erster Tag der Färbung 2.3.3

Zu Beginn wurde die für den Puffer notwendige Stammlösung (im Folgenden 1A genannt) 

angesetzt. Hierzu wurde 13,61 g Natriumacetat-Trihydrat in 100 ml destilliertes Wasser gege-

ben. Es entstand eine 1 M Natriumacetatlösung. Von dieser Lösung wurden 40 ml entnom-

men und mit 9,6 ml Essigsäure vermischt. Dieses Gemisch wurde auf ein Gesamtvolumen 

von 1000 ml mittels destilliertem Wassers aufgefüllt, wodurch die Arbeitslösung (im Folgen-

den 1B genannt) entstand. Danach wurde die Färbelösung vorbereitet. Hierbei war zu beach-

ten, dass diese einen Tag vor Anwendung hergestellt werden musste. Für die Färbelösung 

wurden 0,1 g Cresyl-Violett in 1 L der Arbeitslösung gelöst. Das Gemisch wurde für 

30 Minuten geschüttelt. Bevor die Färbelösung am nächsten Tag genutzt werden konnte, 

musste sie zuvor gefiltert werden. Für die Delipidation mussten ergänzend Stammlösung (im 
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Folgenden 3A genannt), bestehend aus 20 ml Triton X-100 und 980 ml destilliertem Wasser 

sowie Arbeitslösung (im Folgenden 3B genannt) angesetzt werden.  

 Zweiter Tag der Färbung 2.3.4

Am nächsten Tag wurde mit der Delipidation der Schnitte begonnen. Zuerst wurden die 

Schnitte in eine Färbeküvette gegeben und zehn Minuten 1B ausgesetzt. Danach wurde 1B 

durch neue Arbeitslösung 1B ausgetauscht und wieder zehn Minuten gewartet. Anschließend 

wurde 1B entfernt und durch 3B ersetzt. Es folgte eine 20-minütige Inkubation mit 3B. Nach 

Entfernung von 3B wurde nochmals zehn Minuten mit 1B inkubiert. Nach diesem Schritt war 

die Delipidation abgeschlossen. Es folgte die Färbung.          

 Als erster Schritt wurde dafür die am Vortag hergestellte Färbelösung gefiltert. Die Schnit-

te wurden für jeweils acht Minuten in die Färbelösung gegeben. Danach wurde die Färbelö-

sung gewechselt, indem die Schnitte in eine neue Küvette mit frischer gefilterter Färbelösung 

kamen. Auf die Färbung folgte die Dehydaration. Die Schnitte wurden zu Beginn dreimal für 

jeweils eine Minute in 1B gegeben. Die Lösung wurde nach jeder Minute gewechselt. Es folg-

ten drei Minuten in 100%igem Ethanol. Anschließend verblieben die Schnitte für zehn Minu-

ten in Isopropanol. Die Dehydaration wurde mit jeweils zweimal fünf Minuten in Xylol abge-

schlossen. Zum Schluss wurden die Schnitte auf den Objektträgern mit Roti®-Histokitt-

Einschlussmittel eingebettet. 

 Stereologie  2.4

 Ablauf und Methodik 2.4.1

Nach der Färbung konnte mit der stereologischen Auswertung des GD begonnen werden. 

Anhand des Mausebildatlanten von Paxinos und Franklin wurde die Region des GD auf 

Bregma -1.34 - -3.64 festgelegt. Die Design-basierte stereologische (Design based stereology) 

Quantifizierung der Neurone des GD wurde mit dem Mikroskop BX51 von Olympus durch-

geführt. Als Software diente Stereoinvestigator 7.           

 Mittels Design-basierter Stereologie können sehr konkrete Aussagen über Volumen, 

durchschnittliche Dicke und Zellzahl einer jeweiligen Hirnregion getroffen werden. Die Er-

gebnisse sind repräsentativ und erwartungsgetreu für eine gesamte betrachtete Region und 

unterliegen nur einem sehr geringen systematischen Fehler. Die Grundlage der Design-

basierten Stereologie ist die sogenannte systematische Stichprobe. Alle Schnitte haben einen 

festgelegten Abstand von 300 µm zueinander, da jeder Schnitt 30 µm dick ist und nur jeder 
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zehnte Schnitt für die Auswertung genutzt wird. Die Herstellung der Schnitte wurde in 2.3.1 

erläutert. Auf den jeweiligen Schnitten werden nun Zählbereiche, sogenannte Counting fra-

mes, durch zuvor angegebene Parameter festgelegt. 

Tabelle 11: Parameter zur stereologischen Auswertung 

Counting Frame Area (XY) (µm2) 196 

Disector Height (Z) (µm) 5 

Disector Volumen (XYZ) (µm3) 980 

Shape Factor 13,18 

Counting Frame Width (X) (µm) 14 

Counting Frame Height (Y) (µm) 14 

Sampling Grid (X) (µm) 133 

Sampling Grid (Y) (µm) 75 

Sampling Grid Area (XY) (µm2) 9975 

Section Thickness (µm) 30 

Section Periodicty 10 

Focus Method Manual 

Refocus to the top of the section Every grid site 

 

Um eine Region für die Design-basierte Stereologie auszuwählen, wurde zunächst in der vier-

fachen Vergrößerung mit dem Mikroskop BX51 von Olympus der Objektträger abgefahren. 

Handelte es sich bei einer Region um einen Teil des GD, wurde diese manuell umrandet und 

somit für die Design-basierte Stereologie ausgewählt. In der 100-fachen Vergrößerung wurde 

die Neuronenzahl in der ausgewählten Region bestimmt. Die ausgewählte Region wurde an-

schließend mit einem Raster aus Zählbereichen überzogen. Innerhalb eines Zählbereichs wur-

de nach den unten beschriebenen Zählregeln die Anzahl der Neuronen bestimmt. Die Zählbe-

reiche verteilen sich gleichmäßig auf den Schnitten und haben immer den gleichen Abstand 

zueinander. Dadurch besteht für alle Teile der zuvor ausgewählten Region die gleiche Wahr-

scheinlichkeit von einem Zählbereich erfasst zu werden.           

 Bei einem Zählbereich handelt es sich um eine dreidimensionale Region, die aus einer x-, 

y- und z-Achse besteht. Es entsteht somit ein sechsseitiger Würfel. Zunächst muss die z-

Achse, die der Dicke eines jeden Würfels entspricht, gemessen werden, um das Volumen des 

Zählbereiches konstant zu erhalten. Anderenfalls würde sich das Gesamtergebnis verfälschen. 
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Anschließend kann die Neuronenzahl des jeweiligen Zählbereiches bestimmt werden. Um 

keine fälschlichen Ergebnisse zu produzieren, wurden zuvor Zählregeln festgelegt (Schmitz 

und Hof 2005). Ein Zählbereich ist in Abbildung 8 exemplarisch dargestellt. 

 Zählregeln 2.4.2

1. Zuerst wird die Dicke des Bereiches bestimmt. Hiernach können mittels Durchfokussie-

rung die Nuclei der Zellen betrachtet und anschließend markiert werden. Dabei ist wichtig, 

dass nur Nuclei gezählt werden, die sich innerhalb der ermittelten Schnittdicke befinden. Zel-

len außerhalb dieser werden nicht erfasst. 

2. Die jeweiligen Zählbereiche bestehen aus sechs Seiten. Drei aneinandergrenzende Seiten 

(in Abbildung 8 rot markiert) sind Ausschlussgrenzen. Die übrigen Grenzen (in Abbildung 8 

grün markiert) sind Einschlussgrenzen. Berührt eine Zelle eine Ausschlussgrenze, selbst wenn 

sie eine Einschlussgrenze berührt, wird sie nicht mitgezählt. Es werden nur Zellen gezählt, die 

innerhalb des Zählbereichs liegen und dabei keine Ausschlussgrenze berühren sowie Zellen, 

die außerhalb des Zählbereichs liegen, jedoch eine Einschlussgrenze berühren. 
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Abbildung 8: Darstellung des stereologischen Zählbereichs. Abbildung A: Zählbereich 

ohne ausgewählte Neurone. Abbildung B: Zwei Neurone wurden im Sinne der Zählregeln 

ausgewählt. 1: Neuron wird mitgezählt, da es sich im Zählbereich befindet, ohne eine Aus-

schlussgrenze (rote Markierungen) zu berühren. 2: Neuron wird mitgezählt, da es beide Ein-

schlussgrenzen (grüne Markierungen) berührt. Pfeil: Neuron wird nicht mitgezählt, da es eine 

Ausschlussgrenze berührt, obwohl es sich zum Teil im Zählbereich befindet. 

Nachdem die Neurone eines Zählbereichs erfasst wurden, wechselt die Software automatisch 

zum nächsten Zählbereich bis alle Zählbereiche der markierten Region ausgewertet wurden. 

Dies wurde so oft wiederholt bis alle Abschnitte des GD des Tieres betrachtet und ausgewer-

tet waren. 

 Berechnung der Gesamtzahl der Neuronen im Gyrus Dentatus 2.4.3

Anschließend wurde mittels weiter untenstehender Formeln auf die Gesamtzahl der Neuronen 

und das Volumen der Gehirne geschlossen. Diese errechnet sich mittels der optical fractionator 

methode (West et al. 1991).                 

 Die Gleichungen stellen sich wie folgt dar und geben Aufschluss über die Neuronenzahl 

einer Hemisphäre. Gleichung (1) gibt die Gesamtgleichung an. Gleichung (2), (3) und (4) ge-

ben an wie sich die einzelnen Faktoren aus Gleichung (1) zusammensetzen. 

 

 
 

( 1) 
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( 2) 

 

 

 

 

( 3 ) 

 

 

 

 

( 4 ) 

 

 

 

Das hierbei in Gleichung (1) entstehenden „P“ wird nun mit der gezählten Neuronenzahl 

(markers counted) der jeweiligen markierten GD-Abschnitte multipliziert.  

 

 

 

( 5 ) 

 

 

Im Anschluss werden die Gesamtneuronenzahlen (Ngesamt) der Abschnitte (NSchnittX) addiert 

und man erhält die Neuronenzahl des gesamten Gehirns.  

 

 

( 6 ) 
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 Berechnung des Volumens des Gyrus Dentatus 2.4.4

Zur Berechnung des Volumens des GD einer Hemisphäre wurde die Formel „Cavalieri’s E-

stimator of Morphometric Volume Vc“ verwendet. 

 

 

 

( 7 ) 

 

 

  

d  =  Abstand zwischen den analysierten Schnitten = 300 µm 

yi  =  Fläche von Schnitt i [µm2] 

t  =  jeweilige Schnittdicke [µm] 

ymax  =  größte gemessene Fläche [µm] 

 

Das Produkt (t)ymax wird zur Korrektur einer möglichen Überschätzung von der Basisformel  

„d [ ∑ (𝒚𝒊)𝒏
𝒊=𝟏  ] – (t)ymax“ subtrahiert 
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 Doublecortin-Färbung  2.5

  Prinzip der indirekten Immunhistochemie 2.5.1

Das Prinzip der indirekten Immunhistochemie wird für die Färbung mit den primären Anti-

körpern Doublecortin und GFAP genutzt. Die primären Antikörper sind gegen spezifische 

Epitope gerichtet, mit denen sie eine Antikörper-Antigen-Bindung eingehen. Um eine Fär-

bung, ein Signal dieser Bindung, zu erhalten, wird die indirekten Immunhistochemie genutzt. 

Hierbei wird ein mit Biotin markierter sekundärer Antikörper hinzugegeben, der sich mit der 

Fc-Region des primären Antikörpers verbindet. Demzufolge muss der sekundäre Antikörper 

gegen die Spezies gerichtet sein, aus der der primäre Antikörper stammt. Im nächsten Schritt 

wird ein Avidin-Biotin-Comlpex (ABC), bestehend aus Avidin und Biotin, an welches das Enzym 

Meerrettichperoxidase gebunden ist, hinzugegeben. Das Avidin verbindet sich mit dem Biotin 

des sekundären Antikörpers, wodurch die Meerrettichperoxidase ebenfalls mit diesem gekop-

pelt wird. Wird Diaminobenzidin (DAB) und H2O2 hinzugegeben, wandelt die Meerrettich-

peroxidase ihr Substrat H2O2 in Protonen und Wasser um. Die freien Protonen färben das 

DAB bräunlich. Die Zielepitope werden sichtbar. 

  Herstellung der histologischen Schnitte zur indirekten „Free-floating  DAB-2.5.2

Immunfärbung“ mit Doublecortin 

Die Herstellung der histologischen Schnitte für die Doublecortinfärbung erfolgte genau wie 

die Herstellung der histologischen Schnitte für die stereologische Auswertung, die bereits in 

2.3.1 beschrieben wurde.  

Tabelle 12 gibt Auskunft über die verwendeten Tiere.  

Tabelle 12: Verwendete Tiere zur Doublecortinfärbung 

 2 Monate 3 Monate 4 Monate 5 Monate 6 Monate 

Tg4-42 3 3 4 3 4 

WT  3   3 

 

Um Neurone im Zustand der Neurogenese darzustellen, wurden die gefrorenen Schnitte mit 

einem Antikörper gegen Doublecortin gefärbt. Doublecortin ist ein Marker-Protein, das von 

neugebildeten unreifen Neuronen exprimiert wird. Die Quantifizierung von Doublecortin-
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Neuronen stellt exakt die Veränderungen der adulten Neurogenese dar (Couillard-Despres et 

al. 2005). Der Antikörper wurde in einer Konzentration von 1:500 verwendet. 

Nachfolgend werden die hierfür verwendeten Materialien alphabetisch aufgelistet. 

2.5.2.1 Chemikalien 

• DAB Stocksolution 

• Doublecortin Antikörper (1:500) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA) 

• Roti®-Histokitt-Einschlussmittel Ethanol (70%, 95%, 100%) 

• FCS (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) 

• Hemotoxylin (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

• H2O2 (30%) (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

• Milchpuder (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

• PBS 0.01 M (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) 

• Tris /HCl (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

• Triton (0.1%) (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

• Vectastain ABC-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA) 

• Xylol (Carl Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe, Deutschland) 

2.5.2.2 Weitere Hilfsmittel 

• Free-floating-Siebe 

Um eine suffiziente und gleichmäßige Färbung der 30 µm dicken Schnitte von allen Seiten zu 

erreichen, wurde das „Free-floating-Verfahren“ verwendet. Im nachfolgenden Abschnitt ist 

der Ablauf der Free-floating DAB-Immunfärbung im Detail erläutert. 

 Erster Tag der Färbung 2.5.3

Zu Beginn wurde 0,01 M PBS-Lösung für 30 Minuten bei 4 °C herunter gekühlt und anschlie-

ßend in einen Behälter mit Eis gestellt. Nach einer weiteren halben Stunde wurden die Hirn-

schnitte aus einem -80 °C kalten Kühlschrank geholt und auf Eis zum Praktikumsplatz trans-

portiert. Die Hirnschnitte wurden mit der heruntergekühlten 0,01 M PBS-Lösung in ihrem 

Glas befeuchtet. Wichtig war, dass dies mit kalter PBS geschieht, da die Schnitte sonst verkle-

ben würden. Für fünf Minuten verblieben die Schnitte nun in ihren Gläsern. Anschließend 

wurden die Schnitte zusammen mit PBS in Free-floating-Siebe geschüttet. In den Sieben wur-

den die Schnitte erneut mit kalter 0,01 M PBS-Lösung befeuchtet. Die Schnitte mussten kom-

plett mit PBS bedeckt sein. Für zehn Minuten verblieben die Schnitte in dieser Lösung. Dies 

war für die Hydration wichtig. Nachfolgenden wurde die Peroxidase mittels einer Lösung, 
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bestehend aus 200 ml 0,01 M PBS und 2 ml 30% H2O2, geblockt. Anschließend folgte ein 

zehn Minuten langer Waschschritt, bei dem mittels einer Lösung aus 0,01 M PBS und 0,1% 

Triton eine Permeabilisation der Membranen erzeugt wurde. Dieser Vorgang wurde dreimal 

nach jeweils zehn Minuten wiederholt. Nach jedem Vorgang wurde die Lösung gewechselt. 

Um das Triton wieder zu entfernen, wurden die Schnitte für eine Minute mit frischer 0,01 M 

PBS gereinigt. Es folgte der unspezifische Block, damit später der Antikörper nur auf dem 

gewünschten Antigen haften bleibt. Der unspezifische Block setzte sich aus 10% FCS und 4% 

Milchpuder der gewünschten Gesamtlösung zusammen. Das restliche Volumen wurde mit 

0,01 M PBS-Lösung aufgefüllt. In dieser Lösung verblieben die Schnitte für mindestens ei-

ne Stunde.                     

 Im Anschluss wurden die Schnitte mit dem primären Antikörper bis zum nächsten Tag 

inkubiert. Die Lösung für die primären Antikörper enthielt Doublecortin in der Konzentrati-

on 1:500 und 10% FCS des gewünschten Gesamtvolumens. Das restliche Volumen wurde mit 

0,01 M PBS aufgefüllt. 

 Zweiter Tag der Färbung 2.5.4

Nach der nächtlichen Inkubation der Schnitte mit dem primären Antikörper folgte ein 30-

minütiger Waschvorgang. Hierfür wurden die Siebe für jeweils zehn Minuten in frische PBS-

Lösung plus 0,1% Triton gestellt, um eine Reduzierung der Oberflächenspannung zu errei-

chen und die Permeabilität zu steigern. Es folgte ein ein-minütiger Waschgang mit PBS, um 

die Zellen von der PBS-Triton-Lösung zu lösen. Im Folgenden konnte der sekundäre Anti-

körper hinzugegeben werden. Es handelte sich um einen biotinylierten Antikörper eines Ka-

ninchens. Der sekundäre Antikörper wurde in einer Verdünnung von 1:250 auf die Zellen 

gegeben. In der Lösung waren weiterhin 10% FCS und PBS 0,01 M enthalten. Die Lösung 

verblieb für zwei Stunden bei Raumtemperatur auf den Schnitten. Der sekundäre Antikörper 

bindet an den primären Antikörper und führt somit im nächsten Schritt zur Sichtbarwerdung 

der Biotinylierung durch die ABC-Lösung. Nach der Inkubation mit dem sekundären Anti-

körper wurden die Schnitte zunächst dreimal für jeweils zehn Minuten mit PBS 0,01 M gerei-

nigt. Nach dem Waschschritt folgte eine Inkubation für 1,5 Stunden mit der ABC-Lösung. 

Die ABC-Lösung enthielt 10% FCS, Lösung A und B in einer Verdünnung von jeweils 1:200 

und PBS 0,01 M. Das Avidin in dieser Lösung kann an das Biotin des sekundären Antikörpers 

binden. Es folgte ein weiterer 30-minütiger Waschschritt mit PBS. Anschließend wurden die 

Schnitte für vier Minuten einer DAB-Lösung ausgesetzt. Diese enthielt 5 ml 50 mM Tris/HCl 

(pH 7,5), 100 µml DAB-Stocksolution und 2,5 µml 30%iges H2O2. Das Wasserstoffperoxid 

wurde der Lösung erst kurz vor Beträufelung der Schnitte hinzugegeben. Anschließend folgte 
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erneut ein 30-minütiger Waschschritt mit PBS 0,01 M. Im Anschluss konnten die Schnitte auf 

Objektträger gebracht und über Nacht getrocknet werden. 

 Dritter Tag der Färbung 2.5.5

Am dritten Tag wurde mit einem zehnminütigen Waschschritt mit PBS 0,01 M begonnen. Die 

Schnitte wurden für 40 Sekunden einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin unterzogen. An-

schließend folgte eine aufsteigende Alkoholreihe zur Dehydratisierung der Schnitte. Die De-

hydratisierung wurde mit einer Inkubationszeit von einer Minute in 70%igem Ethanol begon-

nen. Die Reihe wurde fortgesetzt mit fünf Minuten in 95%igem Ethanol und zehn Minuten in 

100%igem Ethanol. Zuletzt wurden die Schnitte zweimal für jeweils fünf Minuten in Xylol 

gegeben. Anschließend wurden die Schnitte mit Deckgläschen und Roti®-Histokitt-

Einschlussmittel versehen. 

 Auswertung der Doublecortinfärbung 2.5.6

Die Auswertung fand mit der Software Stereoinvestigator 7 sowie dem Mikroskop BX51 von 

Olympus statt. Hierzu wurden zunächst in der vierfachen Vergrößerung des Mikroskops auf 

den angefärbten Schnitten die GD aufgesucht sowie markiert und anschließend in der 100-

fachen Vergrößerung genauer betrachtet und ausgewertet. Die Doublecortin-aufnehmenden 

Neurone stellen sich bräunlich dar. Perikarya, die sich bräunlich darstellen wurden manuell 

markiert und somit von der Software erfasst. Dabei wurde darauf geachtet, dass nur angefärb-

te Perikarya und nicht zusätzlich angefärbte Axone gezählt wurden, um fälschliche Ergebnisse 

zu vermeiden. Ein Perikaryon und ein Axon bilden zusammen ein Neuron (vgl. Abbildung 9). 

Es ergab sich eine bestimmte Menge von gezählten Perikarya pro ausgewähltem Bereich 

(NEinzelx). Anschließend wurden die Perikarya aller ausgewählten Bereiche addiert, sodass sich 

die Neuronenzahl aller betrachteten Schnitte (NSchnitt) ermitteln ließ.  

 

 

( 8 ) 

 

 

 

Da wie bei der zuvor beschriebenen Methode der Stereologie nur jeder zehnte Schnitt eines 

Tieres verwendet wurde, musste die Neuronenzahl aller betrachteten Schnitte (NSchnitt) mit 
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dem Faktor zehn multipliziert werden, um die Gesamtneuronenzahl (Ngesamt) des GD einer 

Hemisphäre zu bestimmen. 

 

 

 

( 9 ) 

 

 

Abbildung 9: Darstellung der Doublecortinfärbung. Perikarya (A, B, C) mit ihren zugehö-
rigen Axonen (Pfeile) werden als Neurone markiert 

 GFAP-Färbung 2.6

 Präparatherstellung zur immunhistochemischen Färbung mit GFAP und 2.6.1

Quantifizierung der gefärbten Präparate 

Für die immunhistochemische Färbung des sauren Gliafaserprotein (GFAP) und die anschlie-

ßende Quantifizierung der Präparate wurden Tiere im Alter von sechs Monaten verwendet. 

Die Anzahl der Tiere ist  Tabelle 13 zu entnehmen. 
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Tabelle 13: Verwendete Tiere zur GFAP-Quantifizierung 

 6 Monate 

Tg4-42 3 

WT 3 

 

Nach Entnahme der Gehirne wurde die rechte Hemisphäre bei -80 °C eingefroren und die 

linke in Paraffin eingebettet. Aus der linken Hemisphäre stammten die für die immunhisto-

chemische Färbung und Quantifizierung verwendeten Schnitte. Diese wurden mittels Mikro-

tom erstellt und hatten eine Dicke von 4 µm.             

 Zunächst wurden die Paraffinblöcke auf einer eiskalten Oberfläche gelagert, um ein 

Schmelzen des Paraffins zu verhindern. Anschließend wurden die Paraffinblöcke ins Mikro-

tom eingespannt und auf eine Schichtdicke von 4 µm geschnitten. Danach wurden die Schnit-

te vom Mikrotom vorsichtig in kaltes destilliertes Wasser gelegt und von dort in ein 52 °C 

warmes Wasserbad zur Glättung überführt. Anschließend wurden sie auf Objektträger („Su-

perfrostPlus“, 25 x 75x 1,0 mm, Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig) gezogen. Um im 

weiteren Verlauf mit der Färbung der Schnitte beginnen zu können, mussten die Schnitte zu-

nächst über Nacht bei 37 °C getrocknet werden. 

 Indirekte immunhistochemische Färbung der Paraffinschnitte zur 2.6.2

nachfolgenden Quantifizierung 

 Erster Tag der Färbung 2.6.3

Zu Beginn wurde eine Deparaffinierung der Präparate mit Xylol für zweimal fünf Minuten 

vollzogen. Anschließend folgte eine Rehydratisierung in aufsteigender Alkoholreihe. Für die 

Rehydratisierung wurden die Schnitte zuerst 100%igem Ethanol für zehn Minuten, anschlie-

ßend fünf Minuten 95%igem und zuletzt drei Minuten 70%igem Ethanol ausgesetzt. Es folgte 

eine ein-minütige Phase in destilliertem Wasser. Nach der Rehydratation folgte die Blockade 

der endogenen Peroxidasen, da diese bei einer DAB-Färbung Ursache für unspezifische Hin-

tergrundfärbungen seien können. Der Peroxidaseblock setzte sich aus 200 ml 0,01 M PBS und 

2 ml 30%igem H2O2 zusammen. Die Schnitte verblieben für 30 Minuten in der Lösung. Es 

folgte eine ein-minütige Phase in destilliertem Wasser. Um die Epitope des Gewebes ausrei-

chend zum Vorscheinen bringen zu können, wurden die Schnitte für zehn Minuten in 0,1 M 

Citratpuffer in der Mikrowelle erhitzt. Es folgte eine 15-minütige Abkühlung bei Raumtempe-

ratur. Hiernach folgte ein Waschvorgang für 15 Minuten mit 0,01 M PBS und 0,1% Triton, 
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um eine Permeabilisationssteigerung der Membranen der Schnitte zu erreichen. Als nächstes 

wurden die Schnitte für eine Minute 0,01 M PBS ausgesetzt. Um die Signalstärke des DABs zu 

verbessern, wurden die Schnitte für drei Minuten mit 88%iger Ameisensäure vorbehandelt. Es 

folgte ein sechs-minütiger Waschvorgang mit 0,01 M PBS. Vor der Inkubation mit dem pri-

mären Antikörper wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrahmt und anschließend mit 

einem Block gegen unspezifische Proteinbindestellen beträufelt, welcher für mindestens eine 

Stunde bei Raumtemperatur auf den Schnitten verbleiben musste. Der unspezifische Block 

setzte sich aus 10% FCS und 4% Milchpuder zusammen. Das restliche Volumen wurde durch 

0,01 M PBS ergänzt. Nach der einstündigen Inkubation wurde der primäre Antikörper 

(GFAP) verwendet. Der primäre Antikörper wurde in einer Konzentration von 1:500 mit 10% 

FCS und 0,01 M PBS auf die Schnitte gegeben. Die Schnitte verblieben über Nacht bei Raum-

temperatur. Der primäre Antikörper lagerte sich in dieser Zeit an die Zielstrukturen im Gewe-

be an. Die Sichtbarwerdung der Verbindung vollzog am zweiten Tag der Färbung. 

 Zweiter Tag der Färbung 2.6.4

Am folgenden Tag wurden die Schnitte für 15 Minuten in 0,01 M PBS und 0,1% Triton gewa-

schen. Es folgte die Inkubation mit dem biotinyliertem sekundären Antikörper (Anti-

Meerschweinchen) in einer Konzentration von 1:200 sowie mit 10% FCS und 0,01 M PBS für 

eine Stunde bei 37°C im Wärmeschrank. Dieser sekundäre biotinylierte Antikörper lagerte sich 

an den primären Antikörper an, wodurch die Bindung des primären Antikörpers an seiner 

Zielstruktur sichtbar wurde. Während der Inkubation mit dem sekundären Antiköper wurde 

die ABC-Lösung, bestehend aus Lösung A und Lösung B, in einer Verdünnung von jeweils 

1:100, 10% FCS und 0,01 M PBS vorbereitet, da diese vor Anwendung für 30 Minuten bei 

4 °C gekühlt werden musste. Nach Inkubation mit dem sekundären Antiköper folgte ein wei-

terer 15-minütiger Waschschritt mit 0,01 M PBS, um nachfolgend mit der ABC-Inkubation 

für eineinhalb Stunden bei 37 °C im Wärmeschrank fortzufahren. Durch die Inkubation mit 

ABC wurde das Signal, welches vom sekundären Antikörper erzeugt wurde, deutlich verstärkt. 

 Das in der ABC-Lösung enthaltene Avidin bindet an das Biotin des sekundären Antikör-

pers. Das Avidin wiederum besitzt drei weitere Biotinbindestellen. An das Biotin kann erneut 

Avidin binden, wodurch das Signal potenziert wird.           

 Nach der Inkubation mit der ABC-Lösung folgte ein Waschschritt mit 0,01 M PBS für 

15 Minuten. Anschließend folgte die DAB-Färbung. Hierzu wurden 5 ml 50 mM Tris/HCl 

mit einem pH von 7,5 sowie 100 µl DAB-Stammlösung und 2.5 µl 30%iges H2O2 miteinander 

vermengt. Das Wasserstoffperoxid wurde erst kurz vor Anwendung der Lösung hinzugege-

ben.                      
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 Das Avidin aus der ABC-Lösung verbindet nun den sekundären Antikörper mit dem hin-

zugegebenen DAB. Dadurch wird DAB als Peroxidase aktiviert und nutzt das H2O2 als Sub-

strat. Dabei werden Protonen und Wasser frei. Die freigewordenen Protonen oxidieren an-

schließend die Zielstruktur und färben das DAB braun.          

 Die Inkubation der Schnitte erfolgte unter mikroskopischer Kontrolle. Das DAB verweilte 

solange auf den Schnitten bis eine eindeutige Braunfärbung der Zielstruktur auszumachen war 

und somit die individuelle Färbedauer ermittelt werden konnte. Nach einem weiteren Wasch-

schritt von 15 Minuten mit 0,01 M PBS folgte eine Gegenfärbung mit Hämatoxylin für 

40 Sekunden. Die Schnitte wurden kurz in destilliertes Wasser getaucht und anschließend mit 

fließendem Leitungswasser abgespült. Nach einer aufsteigenden Alkoholreihe, beginnend mit 

einer Minute in 70%igem Ethanol, fünf Minuten in 95%igem 100%igem Ethanol wurden die 

Schnitte für zweimal fünf Minuten mit Xylol behandelt, sodass die Präparate anschließend mit 

Roti®-Histokitt-Einschlussmittel eingebettet und mit Deckgläschen abgedeckt werden konn-

ten.  

 GFAP-Bestimmung 2.6.5

Zur Quantifizierung wurden pro Genotyp drei Tiere im Alter von sechs Monaten ausgewählt 

(vgl. Tabelle 13). Pro Tier wurden drei Paraffinschnitte mit GFAP und DAB als Chromogen 

gefärbt. Anschließend wurden die gefärbten Schnitte mit einem BX-51 Mikroskop Olympus 

analysiert. Fotos wurden in der 20-fachen Vergrößerung mittels einer DP-50 Kamera, eben-

falls von Olympus, aufgenommen. Die quantitative Auswertung der mit GFAP gefärbten Flä-

che wurde mit der Software „ImageJ“ (NIH, USA) durchgeführt. Nachdem die aufgenomme-

nen Bilder in „ImageJ“ in 8-bit-schwarz-weiß-Bilder binarisiert wurden, wurde für alle Bilder 

ein Schwellenwert festgelegt (siehe Abbildung 10). Sofern notwendig wurde für einzelne Bilder 

der Auswahlrahmen individuell neu kalibriert, um mögliche Hintergrundmessungen so gering 

wie möglich zu halten. Die von DAB bedeckten Areale wurden von „ImageJ“ in Prozent zur 

Gesamtfläche angegeben. Die prozentualen Anteile wurden anschließend in Excel kopiert und 

normalisiert. Hierzu wurde der Mittelwert aus den Prozentwerten aller WT-Tiere ermittelt und 

als Normalisierungskoeffizient genutzt. Alle Prozentwerte wurden nun durch diesen Normali-

sierungskoeffizienten dividiert und mit dem Faktor 100 multipliziert. Pro Tier ergaben sich 

drei normalisierte Prozentwerte, aus welchen wiederrum der Mittelwert gebildet wurde. Die 

neu entstandenen Mittelwerte wurden anschließend in „GraphPad Prism6“ importiert, um den 

Graphen zu erzeugen. 
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Abbildung 10: Quantifizierung GFAP-positiver Astrozyten. Die Originalaufnahme wurde 
in ein 8-bit-schwarz-weiß-Bild umgewandelt (linkes Bild). Anschließend wurde die Intensi-
tätsschwelle zur Bestimmung der DAB-Färbung festgelegt (rechtes Bild). Die rotmarkierten 
Bereiche werden von ImageJ als DAB-Färbung erkannt und als Prozentwert zur Gesamtfläche 
angegeben.  

 Real-time-PCR-Analyse 2.7

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann in drei Schritte untergliedert werden, welche alle 

in einem Thermocycler durchgeführt werden. Im ersten Schritt wird die Ausgangs-DNA für zehn 

Minuten einer Temperatur von 95 °C unterzogen. Die führt zur Aktivierung der taq-

Polymerase. Die taq-Polymerase ist extrem hitzestabil und hält Temperaturen von über 95 °C 

aus. Danach verbleibt die Temperatur für weitere 15 Sekunden bei 95 °C. Die Doppelstrang-

DNA wird in zwei Einzelstränge aufgespalten. Im zweiten Schritt folgt bei 58 °C für 

30 Sekunden eine Anlagerung der Primer, das sogenannte annealing. Im dritten Schritt kommt 

es zur Elongation der Einzel-DNA-Stränge an den sich zuvor angelagerten Primer. Während 

dieses Schrittes wird das Lösung für 20 Sekunden einer Temperatur von 72 °C ausgesetzt. Die 

Elongation beginnt an dem am 3’-Ende angelagertem Primer und synthetisiert, dem alten 

DNA-Strang folgend, den neuen DNA-Strang in 5’-3’-Richtung. Danach wird das Gemisch 

wieder für 15 Sekunden auf 95 °C erhitzt. Die Erhitzung hat einen erneuten Strangbruch zur 

Folge. Die zuvor hergestellten DNA-Stränge können nun als Matrizen für den neuen Zyklus 

dienen. Ein exponentielles Wachstum neuer DNA-Stränge ist die Folge. Es folgen wieder die 

Anlagerung der Primer und Elongation der DNA-Stränge. Dieser Vorgang wird 40mal wie-

derholt (in Tabelle 14 grau unterlegt). Die einzelnen Schritte und jeweiligen Temperaturen sind 

der untenstehenden Tabelle 14 zu entnehmen. 
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Tabelle 14: qPCR-Arbeitsprotokoll 

Arbeitsschritt Temperatur  Dauer 

1 95 °C 10 min 

2 95 °C 15 sec 

3 58 °C 30 sec 

4 72 °C 20 sec 

5 Schritte 2 – 4 werden wieder-
holt 

40-mal 

6 95 °C 1 min 

7 55 °C 30 sec 

8 95 °C 30 min 

 

Die quantitative Real-Time-PCR (qPCR) ist eine Methode, um DNA-Mengen, die während 

eines PCR-Zyklus entstehen, in Echtzeit bestimmen zu können. Hierfür gibt es verschiedene 

Methoden. Für diese Arbeit wurde sich für den Cyaninfarbstoff SYBR-GREEN basierend auf 

DyNAmo Flash SYBR Green qPCR Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (Qi-

agen, Hilden) entschieden, welcher ROX als Referenzfärbemittel enthält. SYBER-GREEN 

interkaliert sequenzunspezifisch mit DNA-Doppelsträngen. Durch die Interkalierung steigt 

seine Fluoreszenz auf das 1000-fache im Vergleich zur freien Form an. Da dieser Anstieg pro-

portional zur Einlagerung in DNA-Doppelstränge geschieht, kann SYBR-GREEN als Marker 

zur Bestimmung neu entstandener DNA-Doppelstränge genutzt werden. SYBR-GREEN 

absorbiert blaues Licht bei einer Wellenlänge von λmax=494 nm und emittiert grünes Licht bei 

einer Wellenlänge von λmax=521 nm. Die qPCR-Analyse wurde im 384-well Maßstab mit 

Stratagene MX3000P-Real-Time-Cycle (Waldbronn) durchgeführt. Für die Auswertung wurde 

die Software MxPro Mx3000P software (Stratagene, Santa Clara, CA, USA) genutzt. Die ge-

nutzten Reaktionsansätze sind Tabelle 15 zu entnehmen. Die cDNA-Reagenzien wurden mit 

der qPCR-Mischung in 200 µl großen PCR-Röhrchen (Biozym, Oldendorf, Germany) ver-

mengt und kurz darauf im Spectrafuge Mini (Labnet Inc., Edison, NJ, USA) zentrifugiert. Alle 

Ansätze wurden mit Hilfe des house-keeping Genes β-Aktin normalisiert und waren doppelt 

vorhanden. Messungen wurden erst nach Überschreitung des Ct-Wertes gewertet, welcher den 

Punkt angibt, ab dem die Fluoreszenzfärbung erstmals die bloße Hintergrundfärbung über-

schreitet und somit den Beginn des exponentiellen Wachstums beschreibt. 
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Tabelle 15: Reagenzien und Volumen der qPCR-Reagenzien 

Reagenzien Volumen 

cDNA (1:10 verdünnt) 2 µl 

MasterMix 10 µl 

Primer-for 0,5 µl 

Primer-rev 0,5 µl 

ROX 0,4 µl 

ddH2O 6,6 µl 

In der vorliegenden Arbeit wurden Wildtyp- und Tg4-42-Tiere hinsichtlich ihrer Expression 

von GFAP untersucht. Die verwendeten Tiere sind Tabelle 16 zu entnehmen. 

Tabelle 16: Verwendete Tiere zur qPCR-Analyse  

 2 Monate 4 Monate 8 Monate 

Tg4-42 5 5 5 

WT 5 5 5 

 Statistische Auswertung 2.8

Statistische Auswertung der erhobenen Daten und Generierung der entsprechenden Graphen 

erfolgten mit der Software GraphPad Prism 6. Die Rohdaten wurden zunächst mittels one-way-

ANOVA ausgewertet und mit der Bonferroni-Methode korrigiert. Im Anschluss wurde ein 

ungepaarter t-Test durchgeführt. In allen Versuchen wurde für jede Altersstufe ein n ≥ 3 ver-

wendet. P-Werte <0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet (* p<0,05; ** p>0,01; 

*** p<0,001). In allen Graphen sind die Mittelwerte +- Standardabweichung dargestellt. 
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3 Ergebnisse 

 Quantifizierung der Neuronenzahl im Gyrus Dentatus im Tg4-42-3.1

Mausmodell 

Zur vergleichenden Beurteilung der Neuronenzahl im Gyrus Dentatus (GD) des Mausmodells 

Tg4-42 mit WT-Tieren wurden, wie in Tabelle 10 aufgelistet, transgene Tiere im Alter von 

zwei bis sechs Monaten und WT-Tiere im Alter von drei und sechs Monaten verwendet. Die 

Neuronenzahl im GD wurde stereologisch, wie in Abschnitt 2.4 beschrieben, ermittelt. In der 

statistischen Auswertung mittels GraphPad zeigte sich im Mittel ein Abfall der Neuronenzahl 

im GD von jungen zu alten Tieren. Diese Beobachtung betraf die transgenen Tiere. Die Roh-

daten wurden mittels one-way-ANOVA ausgewertet und mit der Bonferroni-Methode korri-

giert. In mehreren Fällen ließ sich ein signifikanter Unterschied der Gesamtneuronenzahl im 

GD zwischen verschiedenen Altersstufen feststellen. Von drei Monate alten WT-Tieren aus-

gehend, ließen sich signifikante Unterschiede zu drei Monate (p<0,05), fünf Monate (p<0,001) 

und sechs Monate (p<0,001) alten transgenen Tieren feststellen. Von zwei Monate alten 

transgenen Tieren ausgehend, ergaben sich ebenfalls signifikante Unterschiede zu drei Monate 

(p<0,05), fünf Monate (p<0,001) und sechs Monate (p<0,01) alten transgenen Tieren. Abbil-

dung 11 bildet den beschriebenen Verlauf graphisch ab und zeigt die mittels one-way-ANOVA 

berechneten signifikanten Unterschiede. Der p-Wert für die gesamte one-way-ANOVA beträgt 

p=0,0001. Um die gleichen Altersstufen der beiden Genotypen direkt miteinander zu verglei-

chen, wurde ein t-Test zwischen drei Monate alten Tieren beider Genotypen und zwischen 

sechs Monate alten Tieren beider Genotypen durchgeführt. Die Neuronenzahl der transgenen 

Tiere lag in beiden Fällen deutlich unter der Neuronenzahl der WT-Tiere. In der Gruppe der 

drei Monate alten Tiere ergab sich ein Unterschied mit einem p-Wert von p=0,026 und in der 

Gruppe der sechs Monate alten Tiere mit einem p-Wert von p=0,0302. Tabelle 17 listet die 

mittels one-way-ANOVA und Tabelle 18 die mittels t-Test ermittelten jeweiligen p-Werte auf. 
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Abbildung 11: Vergleichende Darstellung der quantifizierten Neuronen im Gyrus Den-
tatus zwischen Wildtyptieren und transgenen Tieren. Es wird der Verlauf der Neuronen-
zahl von zwei Monate alten zu sechs Monate alten transgenen Tieren (Tg4-42) im Abstand 
von jeweils einem Monat dargestellt. Als Referenz werden zusätzlich drei und sechs Monate 
alte WT-Tiere (WT) abgebildet. Von drei bis sechs Monate erkennt man bei den transgenen 
Tieren einen abfallenden Trend, der durch Fluktuationen bei vier Monate alten Tieren unter-
brochen ist. Der besseren Übersicht geschuldet, wurden in Abbildung A die signifikanten Un-
terschiede von drei Monate alten WT-Tieren zu den transgenen Tieren und in Abbildung B 
die signifikanten Unterschiede von zwei Monate alten transgenen Tieren zu den restlichen 
transgenen Tieren dargestellt. Die mittels one-way-ANOVA bestimmten signifikanten p-Werte 
sind in Tabelle 17 aufgelistet. 

Tabelle 17: Auflistung der in Abbildung 11 dargestellten und mittels one-way-ANOVA be-
rechneten signifikanten p-Werte 

Verglichene Tiere p-Wert 

WT 3m versus Tg4-42 3m <0,05 

WT3m versus Tg4-42 5m <0,001 

WT3m versus Tg4-42 6m <0,001 

Tg4-42 2m versus Tg4-42 3m <0,05 

Tg4-42 2m versus Tg4-42 5m <0,001 

Tg4-42 2m versus Tg4-42 6m <0,001 
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Abbildung 12: Gegenüberstellung der Neuronenzahl im direkten Altersvergleich der 
beiden Genotypen. In Abbildung A sind drei Monate alte WT-Tiere und transgene Tiere 
gegenübergestellt. In Abbildung B sind sechs Monate alte WT-Tiere und transgene Tiere ver-
glichen. In beiden Fällen ergibt sich ein signifikanter Unterschied in der Neuronenzahl. Die im 
t-Test ermittelten exakten p-Werte sind Tabelle 18 zu entnehmen. 

Tabelle 18: Auflistung der in Abbildung 12 dargestellten und mittels t-Test berechneten p-
Werte zwischen beiden Genotypen im direkten Altersvergleich 

Verglichene Tiere p-Wert 

WT 3m versus Tg4-42 3m 0,026 

WT 6m versus Tg4-42 6m 0,0302 

 

In Tabelle 19 findet sich eine detaillierte Auflistung aller gezählten Neurone im GD der trans-

genen Tiere. In Tabelle 20 sind die Werte der WT-Tiere aufgelistet. Beide Tabellen verdeutli-

chen den in Abbildung 11 und Abbildung 12 graphisch dargestellten zeitlichen Verlauf der 

Gesamtneuronenzahl im GD. Beim Vergleich der Mittelwerte der ermittelten Gesamtneuro-

nenzahl der verschiedenen Altersstufen der transgenen Tiere ließ sich eine Abnahme der mitt-

leren Gesamtneuronenzahl von zwei Monate alten transgenen Tieren zu sechs Monate alten 

transgenen Tieren beobachten. Der Verlauf der Gesamtneuronenzahl im GD stellte sich bei 

transgenen Tieren wie folgt dar: Bei zwei Monate alten transgenen Tieren bestand im Mittel 

eine Gesamtneuronenzahl im GD von 773930. Dies entspricht in etwa einer physiologischen 

Anzahl, die mit der mittleren Gesamtneuronenzahl von drei Monate alten WT-Tieren – im 

Mittel 765839 – vergleichbar ist. Von zwei Monate zu drei Monate alten transgenen Tieren 

sank die Gesamtneuronenzahl im GD im Mittel auf 556600. Die Neuronenzahl verringerte 
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sich zwischen diesen beiden Altersstufen um 217329 Neurone und somit um 28,08%. Zwi-

schen drei und vier Monate alten transgenen Tieren ließ sich kein Verlust der Gesamtneuro-

nenzahl im GD beobachten. Zwischen vier auf fünf Monate alten transgenen Tieren verrin-

gerte sich die Gesamtneuronenzahl im GD um 151282 Neurone. Vier Monate alte transgene 

Tiere wiesen 596052 Neurone und fünf Monate alte transgene Tiere wiesen 444769 Neurone 

auf. Dies entsprach einem Abfall um 25,4% und war in der Stärke vergleichbar mit dem Ver-

lust zwischen zwei und drei Monate alten Tieren. Zwischen fünf und sechs Monate alten 

transgenen Tieren ließ sich – wie zwischen drei und vier Monate alten Tieren – kein Verlust 

beobachten.                     

 Im Vergleich der Gesamtneuronenzahl des GD der transgenen Tiere mit Tieren vom WT 

ergab sich folgendes Bild. Die Gesamtneuronenzahl im GD bei zwei Monate alten Tieren 

entsprach mit 773930 in etwa der Gesamtneuronenzahl im GD bei drei Monate alten WT-

Tieren mit 765839. Drei Monate alte transgene Tiere zeigten mit 556600 Neuronen einen 

deutlichen Verlust in der Gesamtneuronenzahl. Zu den gleichalten Tieren vom WT ergab sich 

ein absoluter Verlust von 209238 Neuronen und ein relativer Verlust von 27,32%. Im t-Test 

zeigte sich ein p-Wert von 0,026. Fünf Monate alte transgene Tiere zeigten einen Verlust von 

321069 Neuronen und von 42% und sechs Monate alte transgene Tiere einen Verlust von 

296754 Neuronen und von 39,8% im Vergleich zu drei Monate alten WT-Tieren. Zwischen 

fünf und sechs Monate alten Tieren stagnierte der Neuronenverlust im GD. Sechs Monate alte 

transgene Tiere wiesen 469084 Neurone im GD auf. Bei gleichalten WT-Tieren finden sich 

607148 Neurone im GD. Zwischen beiden Genotypen ergab sich ein absoluter Unterschied 

von 138063 Neuronen. Die transgenen Tiere wiesen einen Verlust von 22,8% auf. Im t-Test 

zeigte sich ein p-Wert von 0,0302. Sechs Monate alte WT-Tiere wiesen signifikant mehr Neu-

rone im GD als gleichalte transgene Tiere auf.            

 Der starke Abfall der Neuronenzahl bei transgenen Tieren im Vergleich zu WT-Tieren im 

GD ist in Abbildung 13 (10-fache Vergrößerung) und Abbildung 14 (40-fache Vergrößerung) 

dargestellt. Es sind ein drei Monate altes WT-Tier (linke Abbildung) und ein sechs Monate 

altes transgenes Tier (rechte Abbildung) gegenübergestellt. Bei dem transgenen Tier zeigt sich 

im Vergleich zum WT-Tier als visuelles Korrelat für den Neuronenverlust eine deutlichere 

Auflockerung des Neuronenverbandes im GD. 
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Tabelle 19: Übersicht über die quantifizierten Neurone und Mittelwerte der transgenen Tiere 
aller Altersstufen 

Quantifizierte Werte der Tg4-42 Mäuse Errechnete Mittelwerte 

2 Monate 

846480,6 

773930,22 
809226,9 

665088,2 

774925,2 

3 Monate 

578509,3 

556600,875 
635580,6 

640313,6 

372000 

4 Monate 

624160,2 

596052,05 
670401,4 

569643,8 

520002,8 

5 Monate 

488968,4 

444769,5 
490592,9 

395417,2 

404099,5 

6 Monate 

523555,2 

469084,55 
398165,3 

529458,8 

425158,9 
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Tabelle 20: Übersicht über die quantifizierten Neurone und Mittelwerte der Wildtyptiere bei-
der Altersstufen 

Quantifizierte Werte der Wildtyptiere Errechnete Mittelwerte 

3 Monate 

716601,9 

765839,1 863560,2 

717355,2 

6 Monate 

639000,6 

607148,4 630562,5 

551882,1 

 

 

Abbildung 13: Vergleichende Übersichtsaufnahme der Cresyl-Violett-Färbung der 
Neurone des Gyrus Dentatus. Die Neurone färben sich blau an. Bild A zeigt ein drei Mona-
te altes WT-Tier. In Bild B ist ein sechs Monate altes transgenes Tier gegenübergestellt. Maß-
stab: 500 µm  
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Abbildung 14: Vergleichende Detailaufnahme der Cresyl-Violettfärbung der Neurone 
des Gyrus Dentatus. Die Neurone färben sich blau an. Bild A zeigt ein drei Monate altes 
Tier vom WT. In Bild B ist ein sechs Monate altes transgenes Tier gegenübergestellt. Bei dem 
transgenen Tier stellt sich der bei der bei der stereologischen Quantifizierung festgestellte Ver-
lust von Neuronen im GD als Auflockerung des Neuronenverbandes dar. Im Vergleich weist 
Bild A einen deutlich dichteren Neuronenverband auf. Maßstab: 250 µm 

 Quantifizierung des Volumens des Gyrus Dentatus im Tg4-42-3.2
Mausmodell 

Zur Erhebung des Gesamtvolumens wurden dieselben Tiere wie zuvor für die Ermittlung der 

Gesamtneuronenzahl genutzt. Tabelle 10 gibt eine Übersicht über die verwendeten Tiere. Die 

hierfür benötigten Daten wurden ebenfalls bei der stereologischen Auswertung der Tiere er-

mittelt. Abbildung 15 gibt einen Überblick über die Verteilung der Gesamtvolumina der bei-

den Genotypen und vergleicht die verschiedenen Altersstufen miteinander. Zwischen den 

einzelnen Altersstufen und Genotypen ließ sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der 

Gesamtvolumina feststellen. Die Gesamtvolumina variierten von einem mittleren maximalen 

Gesamtvolumen von 561535957 µm3 bei sechs Monate alten transgenen Tiere zu einem mitt-

leren minimalen Gesamtvolumen von 402357382 µm3 bei drei Monate alten transgenen Tie-

ren. Ein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Werten bestand jedoch weder in 

der one-way-ANOVA noch im t-Test. Ein p-Wert von <0,05 wurde zwischen diesen beiden 

Extrema nicht erreicht. Bei Berechnung des Mittelwerts des Gesamtvolumens über alle Alters-

stufen der transgenen Tiere (508783448 µm3) und beim Vergleich diesen Mittelwetres mit dem 

Mittelwert beider Altersstufen der WT-Tiere (511100110 µm3) ergab sich kein signifikanter 

Unterschied hinsichtlich des Gesamtvolumens. In Tabelle 21 und Tabelle 22 findet sich eine 

detaillierte Darstellung der Gesamtvolumina der jeweiligen Tiere sowie die errechneten Mit-

telwerte der jeweiligen Altersstufen. 
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Abbildung 15: Überblick über die Volumina des Gyrus Dentatus der transgenen Tiere 
und der Wildtyptiere. Das maximale Gesamtvolumen liegt mit 561535957 µm3 bei sechs 
Monate und das minimale mittlere Gesamtvolumen mit 402357382 µm3  drei Monate alten 
transgenen Tieren. Sowohl zwischen den einzelnen Altersstufen innerhalb des jeweiligen Ge-
notyps als auch beim Vergleich der beiden Genotypen miteinander besteht kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Gesamtvolumina der jeweiligen GD. 
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Tabelle 21: Übersicht über Volumina und Mittelwerte der transgenen Tiere 

Volumen der Tg4-42 Mäuse in µm3 Errechnete Mittelwerte 

2 Monate 

633764340 

511210174,5 
637799130 

369087120 

404190108 

3 Monate 

456584580 

402357382,5 
318837660 

482481870 

351525420 

4 Monate 

566733180 

555182280 
617356230 

511322940 

525316770 

5 Monate 

555373920 

513631447,5 
548885940 

412567110 

537698820 

6 Monate 

499759830 

561535957,5 
644336430 

512871360 

589176210 
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Tabelle 22: Übersicht über Volumina und Mittelwerte der Wildtyptiere 

Quantifizierte Werte der Wildtyptiere in 
µm3 Errechnete Mittelwerte 

3 Monate 

511620870 

517071490 600766590 

438827010 

6 Monate 

614747790 

505128730 445810740 

454827660 

 Quantifizierung der Neurogenese im Gyrus Dentatus im Tg4-42-3.3

Mausmodell 

Zur Beurteilung der Neurogenese im Mausmodell Tg4-42 wurden, wie in Abschnitt 2.5 be-

schrieben, transgene Tiere im Alter von zwei bis sechs Monaten mit WT-Tieren im Alter von 

drei und sechs Monaten verglichen. Die gefrorenen Schnitte wurden mit einem Antikörper 

gegen Doublecortin gefärbt. Doublecortin ist ein Marker-Protein, das von neugebildeten un-

reifen Neuronen exprimiert wird. Die Quantifizierung von Doublecortin-Neuronen stellt 

exakt die Veränderungen der adulten Neurogenese dar (Couillard-Despres et al. 2005). In der 

statistischen Auswertung mittels GraphPad zeigte sich, dass die Neurogenese über die Alters-

stufen hinweg bei transgenen Tieren abnahm. Die Rohdaten wurden mittels one-way-ANOVA 

ausgewertet und mit der Bonferroni-Methode korrigiert. Der p-Wert für die gesamte one-way-

ANOVA beträgt p=0,0033. In zwei Fällen ließ sich ein signifikanter Unterschied der Neuro-

genese im GD feststellen. Im Vergleich von zwei und fünf Monate alten transgenen Tieren 

ergab sich ein p-Wert von p<0,05 und im Vergleich von zwei und sechs Monate alten trans-

genen Tieren ein p-Wert von p<0,01. Abbildung 16 bildet den beschriebenen Verlauf gra-

phisch ab und zeigt die mittels one-way-ANOVA berechneten signifikanten Unterschiede. Um 

die gleichen Altersstufen der beiden Genotypen direkt miteinander zu vergleichen, wurde ein 

t-Test zwischen drei Monate alten Tieren beider Genotypen und zwischen sechs Monate alten 

Tieren beider Genotypen durchgeführt. In der Gruppe der drei Monate alten Tiere bestand 

mit einem p-Wert von p=0,981 kaum ein Unterschied zwischen den beiden Genotypen. In 

der Gruppe der sechs Monate alten Tiere zeigte sich ein statistischer Trend mit einem p-Wert 

von p=0,054. Tabelle 23 und Tabelle 24 listen die jeweiligen p-Werte auf.   
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In Abbildung 18 und Abbildung 19 sind ein zwei Monate altes und ein sechs Monate altes 

transgenes Tier zum direkten Vergleich gegenübergestellt. Die neugebildeten Neurone stellen 

sich in beiden Abbildungen als braune Signalanreicherungen im GD dar. In Bild A der jeweili-

gen Abbildung bestätigt die deutliche Signalverstärkung im Vergleich zu Bild B der jeweiligen 

Abbildung, die in der Quantifizierung (vgl. Abbildung 16 und Abbildung 17) ermittelten Un-

terschiede der Neurogenese. 
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Abbildung 16: Vergleichende Darstellung der Quantifizierung der Neurogenese im 
Gyrus Dentatus bei transgenen Tieren und Wildtyptieren. Die Abbildung gibt eine Über-
sicht über den zeitlichen Verlauf der Neurogenes von zwei Monate alten transgenen bis hin zu 
sechs Monate alten transgenen Tieren. Die Neubildung von Neuronen nimmt über den zeitli-
chen Verlauf ab. Signifikante Unterschiede ergeben sich in der Gruppe der transgenen Tiere 
zwischen zwei und fünf sowie zwischen zwei und sechs Monate alten Tieren. Zwischen zwei 
und sechs Monate alten Tieren fällt der Unterschied etwas stärker aus. Die mittels one-way-
ANOVA errechneten p-Werte sind Tabelle 23 zu entnehmen 

Tabelle 23: Auflistung der in Abbildung 16 dargestellten und mittels one-way-ANOVA      

bestimmten signifikanten Unterschiede 

Verglichene Tiere p-Werte 

Tg4-42 2m versus Tg4-42 5m <0,05 

Tg4-42 2m versus Tg4-42 6m <0,01 
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Abbildung 17: Gegenüberstellung der Neurogenese im direkten Altersvergleich der 
beiden Genotypen. In der Gruppe der drei Monate alten Tiere besteht nahezu kein Unter-
schied in der Gesamtzahl der neugebildeten Neurone im GD (A). In der Gruppe der sechs 
Monate alten Tiere sinkt die Gesamtzahl der neugebildeten Neurone der transgenen Tiere 
etwas unter die Gesamtzahl der WT-Tiere (B). In beiden Vergleichen besteht jedoch kein sig-
nifikanter Unterschied. In Tabelle 24 sind die im t-Test ermittelten p-Werte aufgelistet. 

Tabelle 24: Auflistung der in Abbildung 17 dargestellten und mittels t-Test bestimmten        
p-Werte, die sich zwischen den Genotypen im direkten Altersvergleich ergeben 

Verglichene Tiere p-Werte 

WT 3m versus Tg4-42 3m 0,981 

WT 6m versus Tg4-42 6m 0,0544 
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Abbildung 18: Vergleichende Übersichtsaufnahme der neugebildeten Neurone im 
Gyrus Dentatus. Abbildung des GD eines zwei Monate alten transgenen Tieres (A) und eines 
sechs Monate alten transgenen Tieres (B). Die Schnitte wurden mit Doublecortin angefärbt. 
Die braunen Signalanhebungen im GD bilden die adulte Neurogenese des Tieres ab. Das zwei 
Monate alte transgene Tier weist eine deutlich stärkere Neurogenese als das sechs Monate alte 
transgene Tier auf. Maßstab: 500 µm 

 

Abbildung 19: Vergleichende Detailaufnahme der neugebildeten Neurone im Gyrus 
Dentatus. Detaillierte Aufnahme des GD eines zwei Monate alten transgenen Tieres (A) und 
eines sechs Monate alten transgenen Tieres (B). Die Schnitte wurden mit Doublecortin ange-
färbt. Die braunen Signalanhebungen im GD bilden die adulte Neurogenese des Tieres ab. 
Beim jüngeren Tier folgt die Neurogenese bandähnlich ohne große Unterbrechungen der In-
nenseite des GD. Beim älteren Tier finden sich hingegen nur vereinzelt neugebildete Neurone. 
Maßstab: 250 µm 

In Tabelle 25 findet sich eine detaillierte Auflistung der gezählten neugebildeten Neurone im 

GD. Es wurden alle Altersstufen des Tg4-42 Mausmodells aufgenommen. In Tabelle 26 wur-

den die Werte der WT-Tiere aufgelistet. Beide Tabellen verdeutlichen den in Abbildung 16 

und Abbildung 17 graphisch dargestellten zeitlichen Verlauf der Neurogenese im GD. Beim 
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Vergleich der Mittelwerte der ermittelten Neurogenese der verschiedenen Altersstufen der 

transgenen Tiere ließ sich eine Abnahme der mittleren Neurogenese von zwei Monate zu 

sechs Monate alten Tieren ermitteln. Bei zwei Monate alten transgenen Mäusen ließen sich im 

Mittel 8230 neugebildete Neurone bestimmen. Bei sechs Monate alten Mäusen hingegen fiel 

die Neurogeneserate im Schnitt auf 2715 ab. Vom zweiten auf den dritten Lebensmonat sank 

die Neurogenese im GD im Mittel auf 6446 neugebildete Neurone. Die Neurogenese verrin-

gerte sich zwischen diesen beiden Altersstufen um 1784 Neurone und somit um 21,7%. Zwi-

schen drei und vier Monate alten transgenen Tieren verringerte sich die Zahl der neugebilde-

ten Neurone im GD um 1141. Drei Monate alte transgene Tiere wiesen 6446 neugebildete 

Neurone und vier Monate alte transgene Tiere wiesen 5305 neugebildete Neurone auf. Dies 

entsprach einem Rückgang um 17,8%. Zwischen vier und fünf Monate alten transgenen Tie-

ren sank die Neurogenese um 2412 neugebildete Neurone. Vier Monate alte transgene Tiere 

wiesen 5305 neugebildete Neurone und fünf Monate alte transgene Tiere 2893 neugebildete 

Neurone auf. Der prozentuale Abfall zwischen den Altersstufen betrug 45,5%. Zwischen fünf 

und sechs Monate alten transgenen Tieren stagnierte die Abnahme der Neurogeneserate. 

Beim direkten Vergleich der Neurogeneserate im GD zwischen gleichalten transgenen Tieren 

und WT-Tieren ergaben sich folgende Werte: in der Gruppe der drei Monate alten Tiere zeig-

te sich ein Unterschied in der Neurogeneserate von 54 neugebildeten Neuronen und 0,9%. Im 

t-Test ergab sich ein p-Wert von 0,981. Die Neurogeneserate erwies sich zwischen den Geno-

typen bei drei Monate alten Tieren als nahezu identisch. In der Gruppe der sechs Monate alten 

Tiere zeigte sich ein Unterschied in der Neurogeneserate von 901 neugebildeten Neuronen 

und 35%. Im t-Test ergab sich ein p-Wert von 0,0544. Es zeigte sich sowohl bei transgenen 

als auch bei WT-Tieren eine Abnahme der Neurogeneserate mit zunehmendem Alter. Der 

Unterschied war zwischen beiden betrachteten Altersstufen nicht signifikant. 
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Tabelle 25: Detaillierte Auflistung und Gegenüberstellung der quantifizierten Neurone der 
Tg4-42 Mäuse aller Altersstufen sowie Auflistung und Gegenüberstellung der Mittelwerte.  

Quantifizierte Werte der Tg4-42 Mäuse Errechnete Mittelwerte 

2 Monate 

9460 

8230 9870 

5360 

3 Monate 

3420 

6446 9910 

6010 

4 Monate 

4700 

5305 
4640 

6200 

5680 

5 Monate 

2670 

2893 2850 

3106 

6 Monate 

3120 

2715 
2000 

2740 

3000 
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Tabelle 26: Detaillierte Auflistung und Gegenüberstellung der quantifizierten Neurone der 
Wildtyptiere beider Altersstufen sowie Auflistung und Gegenüberstellung der Mittelwerte. 

Quantifizierte Werte der Wildtyptiere Errechnete Mittelwerte 

3 Monate 

6730 

6500 7980 

4790 

6 Monate 

3150 

3616 3720 

3980 

 

 Quantifizierung der Astrogliose im Gyrus Dentatus im Tg4-42-3.4

Mausmodell 

Zur Quantifizierung der Neuroinflammation im GD bei Tg4-42 Mäusen und Mäusen vom 

WT wurden, wie in Tabelle 13 angegebenen, je Genotyp drei Tiere im Alter von sechs Mona-

ten verwendet. Pro Tier wurden drei Schnitte ausgewertet. Die ausgewerteten Schnitte des 

jeweiligen Tieres wurden als Mittelwerte zusammengefasst, sodass sich pro Genotyp drei Mit-

telwerte ergaben. Um Rückschlüsse auf das Ausmaß der Neuroinflammation im GD zu zie-

hen, wurde ein Antikörper für GFAP genutzt. GFAP ist Hauptbestandteil von Intermediär-

filamenten im Zytoplasma von Astrozyten und kann deshalb als Marker für das Vorhanden-

sein von Astrozyten herangezogen werden (Bignami et al. 1972). Um eine quantitative Aussa-

ge über die bei Neuroinflammation beteiligte Fläche des GD zu treffen, wurde der von Neu-

roinflammation betroffene prozentuale Teil des GD an der Gesamtfläche des GD ermittelt. 

Die prozentualen Anteile der Neuroinflammation im GD wurden anhand des Mittelwertes der 

WT-Tiere normalisiert und zu diesem in Relation gesetzt. Das genaue Vorgehen bei der Aus-

wertung ist in Abschnitt 2.6 erläutert. In Abbildung 20 wurden die Mittelwerte der WT-Tiere 

den Mittelwerten der transgenen Tiere gegenübergestellt. Sechs Monate alte transgene Tiere 

wiesen eine stärkere Astrogliose als gleichalte WT-Tiere auf. Im t-Test zeigte sich ein signifi-

kanter Unterschied zwischen beiden Gruppen mit einem p-Wert von p<0,044. 
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Abbildung 20: Vergleichende Darstellung der relativen Neuroinflammation im Gyrus 
Dentatus. Es sind sechs Monate alte WT-Tiere und sechs Monate alte transgene Tiere gegen-
übergestellt. Die Werte werden normalisiert als prozentuale Bedeckung der Gesamtfläche an-
gegeben. Die Neuroinflammation fällt bei transgenen Tieren signifikant höher aus als bei WT-
Tieren. In Tabelle 27 ist der im t-Test berechnete p-Wert aufgeführt. 

Tabelle 27: Auflistung des in Abbildung 20 dargestellten und mittels t-Test bestimmten p-
Wertes, der sich zwischen den Genotypen bei sechs Monate alten Tieren ergibt 

Verglichene Tiere p-Wert 

WT 6m versus Tg4-42 6m 0,044 

 

Abbildung 21 stellt die Neuroinflammation im GD bei einem transgenen Tier exemplarisch 

dar. Das sichtbare Hirngewebe ist von Astrozyten stark durchsetzt. 
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Abbildung 21: Exemplarische Darstellung der Neuroinflammation im Gyrus Dentatus 
eines sechs Monate alten transgenen Tieres. Das gesamte Gewebe ist stark von Astrozy-
ten durchsetzt. Zentral ist der GD als c-förmige Struktur zu erkennen. Maßstab: 1000 µm 

 Bestimmung der GFAP-Expression im Tg4-42-Mausmodell 3.5

Zur Bestimmung der mRNA-Expression von GFAP bei zwei Monate, vier Monate und acht 

Monate alten WT-Tieren und transgenen Mäusen derselben Altersstufen wurden die in Tabel-

le 13 aufgelisteten Tiere verwendet. Mittels qPCR-Analyse wurde die mRNA-Expression von 

GFAP genau erfasst. Die ermittelten Ergebnisse von GFAP wurden zur mRNA-Expression 

von β-Aktin normalisiert und als dessen relative Expression wiedergegeben. Der genaue Ab-

lauf der Methodik ist in 2.7 wiedergegeben.             

 Die Genexpression von GFAP stieg von zwei Monate alten zu acht Monate alten Tieren 

stetig an. Dies galt sowohl für WT-Tiere als auch für transgene Tiere. Die relative Expression 

von GFAP blieb bei allen Altersstufen der WT-Tiere unter der Expression der jeweiligen Al-

tersstufe der transgenen Tiere. Bei den transgenen Tieren ließ sich zwischen zwei und vier 

Monate alten Tieren ein Anstieg in der Genexpression von GFAP feststellen. Zwischen vier 

und acht Monate alten Tieren sistierte die Genexpression von GFAP bei den transgenen Tie-

ren weitestgehend. Die GFAP-Expression bei WT-Tieren unterschied sich nicht stark zwi-

schen zwei und vier Monate alten Tieren. Von vier auf acht Monate zeigte sich bei den WT-

Tieren ein etwas stärkerer Anstieg der GFAP-Expression. Beim Vergleich der gleichen Alters-
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gruppen der verschiedenen Genotypen miteinander ergab sich zwischen zwei Monate alten 

transgenen Tieren und WT-Tieren im t-Test kein signifikanter Unterschied. In der Gruppe der 

vier Monate alten Tiere ergab sich im t-Test zwischen den beiden Genotypen ein p-Wert von 

<0,05. Die Expression von GFAP lag bei WT-Tieren zu diesem Zeitpunkt signifikant unter 

der Expression der transgenen Tiere. Einen vergleichenden Überblick über die GFAP-

Expression der beiden Genotypen bietet Abbildung 22. Tabelle 28 stellt die mittels t-Test be-

rechneten p-Werte zwischen den Genotypen der gleichen Altersstufe gegenüber. 

 

Abbildung 22: Vergleichende Darstellung der GFAP-Expression bei transgenen Tie-
ren und Wildtyptieren. Die GFAP-Expression wurde bei zwei, vier und fünf Monate alten 
Tieren mittels qPCR bestimmt. Bei beiden Genotypen kommt es zu einem Anstieg der Ex-
pression. In Tabelle 28 sind die mittels t-Test berechneten p-Werte aufgelistet. 

Tabelle 28: Auflistung der in Abbildung 22 dargestellten und mittels t-Test bestimmten p-

Werte, die sich zwischen den Genotypen im direkten Altersvergleich ergeben 

Verglichene Tiere p-Wert 

WT 2m versus Tg4-42 2m 0,2614 

WT 4m versus Tg4-42 4m 0,0165 

WT 8m versus Tg4-42 8m 0,4467 

 

 



4 Diskussion     73 

4 Diskussion 

Die folgende Diskussion ist in vier Teile untergliedert. Alle Teile diskutieren die Bedeutung 

von Aβ4-42 in Hinblick auf neuropathologische Manifestationen im GD.      

 Aβ4-42 ist eine im Kortex und Hippocampus von AD-Patienten sehr häufig vorkommende 

Aβ-Isoform (Portelius et al. 2010). Jedoch ist bisher wenig über die Auswirkungen von Aβ4-42 

auf die Pathologie und Symptomatik der AD bekannt. Zudem weisen die meisten AD-

Mausmodelle neben einer Akkumulation von Aβ eine Überexpression mutierten APPs auf. 

Das Tg4-42-Mausmodell exprimiert Aβ4-42 in großer Menge, ohne eine entsprechende APP-

Überexpression aufzuweisen. Aus diesen Gründen, um die neuropathologischen Eigenschaf-

ten von Aβ4-42 ohne die Beeinflussung von mutiertem APP zu untersuchen, wurde von Bouter 

et al. (2013) das Tg4-42-Mausmodell entwickelt. In vergangenen Studien wurden Erkenntnisse 

über den Einfluss von Aβ4-42 auf die CA1-Region und das Verhalten von Tg4-42-Mäusen er-

langt. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Aβ4-42 auf den GD untersucht.  

 Im ersten Kapitel der Diskussion wird der Einfluss von Aβ4-42 auf den Neuronenverlust 

im GD in Zusammenschau mit dem Neuronenverlust in der CA1-Region desselben Tiermo-

dells sowie mit gemessenen Neuronenverlusten in anderen Tiermodellen diskutiert. Das zwei-

te Kapitel beleuchtet, inwieweit der gemessene Neuronenverlust im GD Einfluss auf das Vo-

lumen des GD hat. Abschnitt drei befasst sich mit der Neurogenese im GD und diskutiert, ob 

eine verminderte Neurogeneserate maßgeblich für den Neuronenverlust verantwortlich ist. 

Das letzte Kapitel der Diskussion stellt heraus, inwieweit es zur Astrogliose im GD von Tg4-

42-Mäusen kommt und vergleicht das Ausmaß der Astrogliose mit der im Tiermodell gemes-

senen GFAP-Expression.  

 Neuronenverlust im Gyrus Dentatus im Tg4-42-Modell 4.1

Der Verlust von Neuronen und die damit einhergehende zerebrale Atrophie sind wichtige 

neuropathologische Manifestationen bei AD-Patienten (Simić et al. 1997). Seit einigen Jahren 

ist es möglich, einige bekannte neuropathologische Manifestationen der AD in transgenen 

Mausmodellen abzubilden. Eine Vielzahl transgener Mausmodelle wurde entwickelt, die eine 

alleinige Überexpression von APP oder in Kombination von Tau und/oder PSEN1 abbilde-

ten. Die meisten Modelle zeigten extrazelluläre Plaqueformationen. Ein signifikanter Neuro-

nenverlust wurde zunächst nicht nachgewiesen (Irizarry et al. 1997). In einigen späteren trans-

genen Mausmodellen konnte jedoch in verschiedenen Hirnregionen, wie im EK (Ribé et al. 
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2005), in der CA1-Region des Hippocampus (Calhoun et al. 1998; Casas et al. 2004; Schmitz 

et al. 2004; Bouter et al. 2013), im GD des Hippocampus (Cotel et al. 2008), im frontalen Kor-

tex (Christensen et al. 2010) und in der fünften kortikalen Schicht (Jawhar et al. 2012) ein sig-

nifikanter Neuronenverlust nachgewiesen werden. Zeigte sich bei Calhoun et al. (1998) im 

transgenen Mausmodell APP23 ein antiproportionaler Zusammenhang zwischen einem signi-

fikanten Neuronenverlust von 25% und einem starken Anstieg der Aβ-Plaqueablagerungen in 

der CA1-Region, erwies sich bei Schmitz et al. (2004) im APP/PS1 transgenen Mausmodell, 

dass der Neuronenverlust in der CA1-Region der extraneuronalen Plaqueformation voraus-

geht und mit intraneuronalen Aβ-Ablagerungen assoziiert ist. Im transgenen Tiermodell 

APP/PS1KI zeigte sich ebenfalls eine Assoziation zwischen Neuronenverlust und intraneuro-

naler Aβ-Ablagerung in der CA1-Region (Casas et al. 2004). In dem kürzlich entwickelten 

transgenen Tg4-42-Mausmodell, welches ausschließlich Aβ4-42 exprimiert und keine Plaques 

bildet, ließ sich in der CA1-Region vermehrt intraneuronales Aβ nachweisen, welches mit ei-

nem starken Neuronenverlust in dieser Region assoziiert war (Bouter et al. 2013). Diese Er-

gebnisse führten zu der Vermutung, dass vorhandenes intraneuronales Aβ4-42 in der CA1-

Region stark neurotoxisch wirke und ein wichtiger Einflussfaktor für die gesteigerte Neurode-

generation bei der AD sei.                 

 Ein Neuronenverlust im GD ließ sich beispielsweise im APP/PS1KI-Mausmodell be-

obachten. Interessanterweise ließ sich immunhistochemisch im GD im Gegensatz zur CA1-

Region kein intraneuronales Aβ nachweisen. Stattdessen fiel ein vermehrtes Auftreten von 

sichtbaren extrazellulären Aβ-Plaques auf, die in anderen Hirnregionen, wie der CA1-Region, 

nur bedingt auftraten (Cotel et al. 2008). Die fehlenden intraneuronalen Aβ-Ablagerungen im 

GD bei APP/PS1KI-Mäusen passen zu den aus dem Tg4-42-Modell erhaltenen Ergebnissen. 

In letzterem wurde im GD ebenfalls kein intraneuronales Aβ nachgewiesen. Zudem fanden 

sich im GD bei Tg4-42-Mäusen im Gegensatz zum APP/PS1KI-Mausmodell keine extrazellu-

lären Plaques (Bouter 2015). Dennoch konnte in dieser Arbeit ohne nachweisbare extrazellulä-

re Plaques im GD, äquivalent zu den von Cotel et al. (2008) gemachten Beobachtungen, ein 

signifikanter Verlust der Gesamtneuronenzahl im GD bei transgenen Tieren im Vergleich zu 

WT-Tieren mit zunehmendem Alter gemessen werden. Bei Tg4-42-Mäusen kommt es zu ei-

nem altersabhängigen Verlust der Neuronenzahl im GD. Design-basierte stereologische 

Quantifizierungen des GD zeigten bei drei Monate alten Tg4-42-Mäusen einen Neuronenver-

lust von 29,1% im Vergleich zu gleichalten Tieren vom WT und einen Neuronenverlust von 

29,8% im Vergleich zu zwei Monate alten transgenen Tieren. Fünf Monate alte transgene Tie-

re zeigten einen Verlust von 42,5% und sechs Monate alte Tiere einen Verlust von 39,3% im 

Vergleich zu zwei Monate alten Tg4-42-Mäusen. Sechs Monate alte transgene Tiere zeigten 
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zudem im Vergleich zu gleichalten WT-Tieren immer noch einen Verlust von 22,8%. Der 

Neuronenverlust im GD nahm somit bei Tg4-42-Mäusen mit steigendem Alter zu und er-

reichte zwischen fünf und sechs Monaten einen Stillstand. Interessant wäre zu untersuchen, 

ob es bei älteren transgenen Tieren ebenfalls im GD, äquivalent zum bei älteren Tieren beo-

bachteten voranschreitenden Neuronenverlust in der CA1-Region (Antonios et al. 2015), zu 

einem weiteren Neuronenverlust kommt oder ob die Neuronenzahl, wie zwischen fünf und 

sechs Monate ermittelt, auch mit zunehmendem Alter stabil bleibt. Der in dieser Arbeit ge-

messene mit zunehmendem Alter steigende Neuronenverlustes im GD zeigt, dass im Tg4-42-

Mausmodell nicht nur die CA1-Region, sondern auch andere hippocampale Regionen, wie der 

GD, von einer signifikanten Neurodegeneration betroffen sind. Stereologische Untersuchun-

gen weiterer Hirnareale könnten einen umfassenderen Blick über die Neurodegeneration im 

Tg4-42-Mausmodell geben. Zudem reflektieren die in diesem Mausmodell ermittelten Neuro-

nenverluste im GD partiell die bei AD-Patienten in derselben Region ermittelten Neuronen-

verluste. So zeigte sich in einer früheren Studie ein Neuronenverlust von 23% im GD von 

AD-Patienten im Vergleich zu gleichalten gesunden Menschen (Šimić et al. 1997). Dieser Ver-

lust steht in Übereinstimmung zu dem in dieser Arbeit gemessenen Unterschied von 22,8% 

zwischen sechs Monate alten transgenen und WT-Tieren. Auch in anderen Studien wurden 

ähnliche Verluste im GD bei AD-Patienten beobachtet (West 1993; Bobinski et al. 1996).  

 Interessant wäre zu untersuchen, welche pathologischen Veränderungen ursächlich für 

den Neuronenverlust im GD des Tg4-42-Mausmodell sind. Anscheinend kann in dieser Regi-

on nicht direkt intraneuronales Aβ als Ursache vermutet werden, da sich in Zellen des GD im 

Gegensatz zur CA1-Region keine intrazellulären Ablagerungen nachweisen lassen (Bouter 

2015). Außerdem kommen in diesem Mausmodell im Gegensatz zum APP/PS1KI-

Mausmodell (Cotel et al. 2008) auch nicht extrazelluläre Plaques als Ursache in Betracht, da 

das Tg4-42-Mausmodell keine extrazellulären Aβ-Ablagerungen bildet (Bouter 2015). Möglich 

ist, dass Zellen des GD dennoch somatodendrititsche Akkumulationen aufweisen, die auf-

grund des dichten Neuronenverbandes (Wirths 2017) in dieser Region jedoch nicht detektier-

bar sind, beziehungsweise die Nachweismethode nicht sensitiv genug ist. Wahrscheinlich ist 

jedoch, dass es zusätzlich zu möglicherweise nicht darstellbaren intrazellulären Akkumulatio-

nen im GD durch Expression des Transgens in der CA1-Region zur negativen Beeinflussung 

des Neuronenverlustes im GD aufgrund sekretierter löslicher Aβ4-42-Peptide kommt. Möglich-

erweise spielen auch neuroinflammatorische Prozesse als Ursache eine Rolle, da sich sowohl 

bei Cotel et al. (2008) als auch bei Bouter et al. (2013) sowie in der vorliegenden Arbeit eine 

gesteigerte Neuroinflammation in Bereichen des Neuronenverlustes beobachten ließ. Neuro-

inflammatorische Prozesse könnten jedoch auch eine reaktive neuropathologische Manifesta-
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tion auf den Neuronenverlust in den jeweiligen Regionen darstellen. Denkbar ist auch, dass es 

zwischen Neuronenverlust und abgeschwächter Neurogenese im GD einen Zusammenhang 

gibt. Wie in dieser Arbeit ermittelt, kommt es mit steigendem Alter zu den gleichen Zeitpunk-

ten (fünf und sechs Monate), zu denen es auch zu einem signifikanten Neuronenverlust 

kommt, ebenfalls zu einer signifikant verminderten Neurogenese im Vergleich zu zwei Monate 

alten Tieren. Es kann daher vermutet werden, dass die abgeschwächte Neurogeneserate den 

vermehrten Neuronenverlust zumindest unterstützt. Als alleinige Ursache für den heftigen 

Neuronenverlust kann die abgeschwächte Neurogeneserate nicht angesehen werden, da selbst 

eine hohe Neurogeneserate den enormen Neuronenverlust nicht kompensieren könnte. Zu-

dem ist bekannt, dass es beispielsweise auch bei naiven WT-Tieren im Altersverlauf zu einer 

deutlichen Abnahme der Neurogeneserate kommt (Kuhn et al. 1996). 

 Unverändertes Volumen des Gyrus Dentatus im Tg4-42-Modell 4.2

Mit fortschreitender Erkrankung kommt es bei AD-Patienten zur Atrophie des Gehirns (Si-

mić et al. 1997). Hauptursache sind der starke Neuronen- und Synapsenverlust mit zuneh-

mender Progression der Erkrankung. Vorwiegend sind der superiore Frontal-, der inferiore 

Parietallappen sowie Hippocampus, Amygdala und der EK des medialen Temporallappens 

von Atrophie betroffen (Bottino et al. 2002; Nestor et al. 2008; Dickerson et al. 2009; 

Dickerson et al. 2011). In AD-Tiermodellen finden sich jedoch widersprüchliche Beobachtun-

gen. Einige transgene Mäuse zeigten Atrophien in bestimmten Bereichen des Gehirns, wohin-

gegen andere keine Veränderung des Volumens aufwiesen. Gehirnatrophien wurden haupt-

sächlich in Studien gemessen, die sich mit dem PDAPP-Mausmodell befassten (Weiss et al. 

2002; Redwine et al. 2003). In einem Experiment zeigte sich mittels Cavalieri-Analyse, dass es 

bei PDAPP-Mäusen, lange bevor erste Plaques sichtbar waren, zu einer selektiven signifikan-

ten Volumenreduktion des GD kam, ohne dass andere Areale des Hippocampus, wie CA1- 

und CA3-Region, betroffen waren. Die anfängliche Volumenreduktion in dem genannten 

Experiment zeigte jedoch im Gegensatz zu AD-Patienten keinen progressiven Verlauf 

(Redwine et al. 2003). Im Gegensatz dazu zeigten Studien, die Tiermodelle mit intraneurona-

len Aβ-Akkumulationen, wie das APP/PS1KI-Modell, mittels Cavalieri-Analyse untersuchten, 

keine Veränderungen des Volumens des GD (Cotel et al. 2008; Faure et al. 2011). Die in die-

ser Arbeit bezüglich des Volumens des GD von Tg4-42-Mäusen ebenfalls mittels Cavalieri-

Analyse erhobenen Ergebnisse stehen in Übereinstimmung zu den fehlenden Volumenände-

rungen des GD im APP/PS1KI-Modell. In beiden Modellen kommt es in Assoziation mit 

intraneuronalen Aβ-Ablagerungen zu einem gesteigerten Neuronenverlust und einer abge-
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schwächten Neurogeneserate im GD mit zunehmendem Alter. Obwohl die Zellzahl im GD 

verringert ist, lässt sich eine Volumenreduktion nicht erfassen. Jedoch spiegeln diese Ergeb-

nisse nicht den bei AD-Patienten beobachteten Volumenverlust im GD wieder (Simić et al. 

1997). Die im PDAPP-Model gemessene Volumenänderung steht in Übereinstimmung zu den 

bei AD-Patienten gemachten Beobachtungen. Jedoch kommt es nach einer anfänglichen Vo-

lumenreduktion zu einem Stillstand und einer nicht weiter fortschreitenden Progression. Dies 

ist ebenfalls untypisch für die AD.                

 Aktuell existiert kein Mausmodell, dass den Volumenverlust bei AD-Patienten korrekt 

abbildet. Es muss jedoch bedacht werden, dass AD-Tiermodelle immer nur einen kleinen Teil 

der gesamten Pathologie wiederspiegeln und somit viele unbekannte Einflussfaktoren nicht 

erfasst werden können. Trotz der fehlenden Volumenreduktion kommt es bei Tg4-42-Mäusen 

zu Verhaltensauffälligkeiten. Ein Neuronenverlust, der sich letzten Endes nicht in einem Vo-

lumenverlust der betreffenden Region wiederspiegelt, scheint für die Symptomatik der AD 

von größerer Bedeutung als der Volumenverlust zu sein. Interessant wäre eine Volumenbe-

stimmung anderer Hirnareale sowie des GD zu späteren Zeitpunkten im Tg4-42-

Mausmodells. 

 Verminderte Neurogenese im Gyrus Dentatus im Tg4-42-Modell 4.3

Adulte Neurogenese findet beim Menschen im anterioren Teil der subventrikulären Zone des 

lateralen Ventrikels (Luskin 1993) und in der subgranulären Zone des GD statt (Eriksson et al. 

1998). Pro Tag bildet der GD etwa 9000 neuronale Stammzellen, dies entspricht 6% der gra-

nulären Zellpopulation des GD, mit einer Überlebensrate von etwa 50% (Cameron und 

Mckay 2001). Mit steigendem Alter kommt es zur Abnahme der Neurogeneserate (Kuhn et al. 

1996). Die verminderte Neurogenese könnte in den altersbedingten Rückgang des Hippocam-

pus-abhängigen Lernens involviert sein. Die in der subgranulären Zone des GD gebildeten 

neuronalen Vorläuferzellen differenzieren sich in der granulären Schicht des GD in Neurone 

oder Gliazellen (Cameron et al. 1993). Die neugebildeten Neurone im GD entsenden Dendri-

te in die molekulare Schicht des GD, um Informationen vom EK zu erhalten und sind gleich-

zeitig über axonale Projektionen mit der CA3-Region verbunden. Sie gliedern sich dadurch in 

den bestehenden Neuronenverband ein (van Praag et al. 2002; Toni et al. 2007). Die durch die 

Neurogenese bedingten neuen synaptischen Verschaltungen führen zur Verstärkung der neu-

ronalen Plastizität, unterstützen Lernprozesse und die Gedächtnisbildung. Im Umkehrschluss 

könnte eine eingeschränkte beziehungsweise sistierende Neurogenese das Ausmaß der neuro-

nalen Plastizität im Hippocampus kompromittieren. Dies kann zu einer gesteigerten neurona-
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len Verletzlichkeit im Hippocampus sowie zu funktionellen Einschränkungen, wie einer redu-

zierten Kapazität für Lernprozesse und die Gedächtnisbildung führen (Lazarov und Marr 

2010). Reduzierte Lernfähigkeit und verminderte Gedächtnisleistung sind Kernsymptome der 

AD. Aus diesen Gründen ist es möglich, dass dem GD eine besondere Bedeutung für die 

Symptomatik der AD zukommt, da er als Teil des Hippocampus eine der Hirnregionen ist, die 

als erste von neurodegenerativen Prozessen betroffen ist.         

 Einer eingeschränkten Neurogenese kann möglicherweise durch eine Umgebung, die viel-

fältige Reize bietet und durch körperliche Aktivität entgegengewirkt werden. In verschiedenen 

Experimenten ergab sich dadurch zum einen ein signifikanter Anstieg der gesamten Zellzahl 

im GD und zum anderen ein Anstieg neugebildeter Neurone (Kempermann et al. 1998; Jeong 

et al. 2011; Hüttenrauch et al. 2016). Letzteres weist nicht nur auf eine verminderte Degenera-

tion bestehender Neurone, sondern auch auf eine signifikant gesteigerte Neurogeneserate hin. 

Dem gegenüber stehen Experimente an anderen Tiermodellen, in denen sich kein positiver 

Einfluss durch die oben genannten Faktoren auf die Neurogenese beobachtet ließ (Cotel et al. 

2012).                       

 Die Mehrzahl der transgenen AD-Mausmodelle, in denen neurogenetische Prozesse unter-

sucht wurden, sind APP- und/oder PSEN1- sowie mit geringerem Ausmaß Tau-Modelle 

(Kuhn et al. 2007; Lazarov und Marr 2010). Eine Veränderung der Neurogenese in AD-

Modellen kann durch eine Vielzahl von Gründen bedingt sein. Zunächst kommt es während 

des physiologischen Alterungsprozesses zu einem Verlust von Wachstumsfaktoren im Hippo-

campus, die potente Stimulatoren der adulten Neurogenese sind (Hattiangady et al. 2005). 

Eine Verminderung der Wachstumsfaktoren findet sich auch bei AD-Patienten. Dies könnte 

relevant für die Pathogenese der AD sein (Kuhn et al. 2007).          

 Bei der Untersuchung der Neurogenese in AD-Mausmodellen ergeben sich widersprüchli-

che Ergebnisse. In verschiedenen Mausmodellen zeigte sich eine abgeschwächte Neuroge-

neserate, wohingegen in anderen Mausmodellen ein Anstieg der Neurogeneserate beobachtet 

werden konnte. In einigen APP-Mausmodellen ließ sich eine Abnahme der Neurogeneserate 

ermitteln. Im PDAPP-Mausmodell beispielsweise, welches eine APP-Mutation aufweist 

(Games et al. 1995) und Plaques im Hippocampus bildet, zeigte sich in der subgranulären Zo-

ne des GD eine Abnahme der Neurogenese mit steigendem Alter. Eine Korrelation zwischen 

Plaques und Abnahme der Neurogeneserate bestand jedoch nicht (Donovan et al. 2006). In 

einem Mausmodell mit zwei Mutationen im APP ließ sich ebenfalls eine abgeschwächte Neu-

rogenese beobachten (Haughey et al. 2002). Im Gegensatz dazu konnte in Mausmodellen, die 

drei oder mehr Mutationen im APP aufwiesen, ein Anstieg der Zellproliferation und neurona-

len Differenzierung im Hippocampus beobachtet werden (Jin et al. 2004a; Jin et al. 2004b). 
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Neben mutiertem APP führt auch eine Überexpression von nicht-mutiertem humanem APP 

zu einer eingeschränkten Neurogeneserate (Naumann et al. 2010). Ein Anstieg der Neuroge-

neserate scheint durch das bei der AD produzierte Aβ1-42 sowohl in vitro als auch in vivo erleich-

tert zu sein (Sotthibundhu et al. 2009). In einer anderen Studie in welcher der scheinbare neu-

rogene Effekt von Aβ1-42 ebenfalls untersucht wurde, fanden sich ähnliche Ergebnisse. Inte-

ressanterweise zeigte sich in dieser Studie auch, dass nur aggregiertes und in oligomerer Form 

vorkommendes Aβ zu einer gesteigerten Neurogenese führte. Nicht-aggregiertes Aβ1-42 sowie 

Aβ1-40 in aggregierter und nicht-aggregierter Form und das am N- und C-Terminus verkürzte 

Aβ25-35 führten nicht zu einer verbesserten Neurogenese (López-Toledano und Shelanski 

2004). Tiermodelle, in denen es zu intrazellulären Akkumulationen von Aβ kommt, wiesen 

hingegen eine abgeschwächte Neurogenese auf. So zeigte das 3xTg-AD-Modell, welches Mu-

tationen im APP, PSEN1 und Tau aufweist (Oddo et al. 2003), eine alters- und geschlechtsab-

hängige Reduktion der Proliferation hippocampaler Vorläuferzellen. Die Reduktion korrelierte 

dabei mit der Anzahl hippocampaler Neurone in der CA1-Region, die intrazelluläre Akkumu-

lationen von Aβ aufwiesen. Sechs Monate alte Tiere zeigten im Vergleich zu zwei Monate al-

ten Tieren bereits eine Reduktion der Neurogeneserate von mindestens 60%. Mit zunehmen-

dem Alter kam es zu einem weiteren Anstieg Aβ-akkumulierender Neurone in der CA1-

Region und einem gleichzeitigen verstärkten Abfallen der Neurogeneserate (Rodríguez et al. 

2008). Zwar bildet das 3xTg-AD-Modell auch extrazelluläre Plaques, jedoch schienen diese 

keinen Einfluss auf die eingeschränkte Neurogeneserate zu haben, da sie erst bei 12-Monate 

alten Tieren deutlich nach Beginn der signifikant eingeschränkten Neurogeneserate auftraten 

(Rodríguez et al. 2008). Im APP/PS1KI-Modell, welches ebenfalls intraneuronales Aβ in der 

CA1-Region des Hippocampus aufweist (Casas et al. 2004), zeigte sich wie im 3xTg-AD-

Modell ein Verlust neugebildeter Neurone im GD (Faure et al. 2011). Zudem zeigten die 

Mäuse Einschränkungen im räumlichen Lernen (Faure et al. 2011). Allerdings konnte in-

traneuronales Aβ im APP/PS1KI-Modell bislang nur in der CA1-Region (Casas et al. 2004) 

und nicht im GD (Cotel et al. 2008) direkt nachgewiesen werden. In dem in dieser Arbeit un-

tersuchten Tg4-42-Mausmodell fanden sich wie im 3xTg-AD- und im APP/PS1KI-Modell 

intraneuronale Aβ-Akkumulationen in der CA1-Region des Hippocampus, allerdings ohne 

begleitende Überexpression von mutantem APP. Passend zu der in den letzten beiden ge-

nannten Tiermodellen beobachteten abgeschwächten Neurogeneserate kam es ebenfalls im 

Tg4-42-Mausmodell zu einem signifikanten Rückgang neugebildeter Neurone mit zunehmen-

dem Alter. So zeigte sich zwischen drei und zwei Monate alten transgenen Tieren ein Rück-

gang von 21,7% und zwischen vier und zwei Monate alten transgenen Tieren ein Rückgang 

von 35,6%. Bei fünf Monate alten transgenen Tieren kam es im Vergleich zu zwei Monate 
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alten transgenen Tieren zu einem signifikanten Rückgang der neugebildeten Neurone von 

64,9%. Sechs Monate alte Tiere zeigten im Vergleich zu den zwei Monate alten Tieren einen 

Verlust von 67,1%. Interessant ist, dass der Rückgang neugebildeter Neurone zwischen zwei 

und sechs Monate im Tg4-42-Mausmodell in etwa dem Rückgang entspricht, der von Rodri-

guez et al. (2008) zwischen denselben Altersstufen im 3xTg-AD-Modell festgestellt wurde. 

 Das Tg4-42-Mausmodell zeigt somit eine Abschwächung der Neurogeneserate mit zu-

nehmenden Alter, die mit der Neurogeneserate anderer AD-Tiermodelle vergleichbar ist. Zwi-

schen fünf und sechs Monate alten Tieren scheint es zu einem Stillstand der Neurogeneserate 

zu kommen. Interessant wäre zu untersuchen, ob es wie bei Rodriguez et al. (2008) in höhe-

rem Alter zu einem weiteren Rückgang der neugebildeten Neurone kommt, oder ob zwischen 

fünf und sechs Monaten tatsächlich die minimalste Neurogeneserate im Tg4-42-Mausmodell 

erreicht ist. Beim Vergleich der drei letztgenannten Tiermodelle miteinander fällt auf, dass sich 

bei allen mit zunehmendem Alter ein Anstieg der intraneuronalen Aβ-Akkumulation in der 

CA1-Region, jedoch nicht im GD, detektieren lässt und es damit assoziiert zu einem Abfall 

der Neurogeneserate kommt. Denkbar ist, dass die eingeschränkte Neurogeneserate dennoch 

direkt durch innerhalb der Zellen des GD akkumuliertes Aβ bedingt ist, welches jedoch auf-

grund des dichten Neuronenverbandes in dieser Region (Wirths 2017) nicht detektierbar ist, 

beziehungsweise die Nachweismethode nicht sensitiv genug ist. Wahrscheinlich kommt es 

jedoch zusätzlich zu möglicherweise nicht detektierbaren intrazellulären Akkumulationen im 

GD durch Expression des Transgens in der CA1-Region zur negativen Beeinflussung der 

Neurogenese im GD aufgrund sekretierter löslicher Aβ4-42-Peptide. Zusätzlich könnten auch 

andere neuropathologische Effekte, wie eine vermehrte Neuroinflammation, eine wichtige 

Rolle für die abgeschwächte Neurogeneserate spielen. Wahrscheinlich sind sowohl für den 

Neuronenverlust als auch für die eingeschränkte Neurogeneserate dieselben neuropathologi-

schen Prozesse von Bedeutung.                

 Vergleicht man die in dieser Arbeit ermittelte eingeschränkte Neurogenese und den ver-

stärkten Neuronenverlust miteinander, fällt zusätzlich auf, dass beide mit steigendem Alter 

stärker werden. Zudem ist bemerkenswert, dass beide neuropathologischen Manifestationen 

ihre maximale Ausprägung zwischen fünf und sechs Monate alten transgenen Tieren errei-

chen. Gleichzeitig scheint die Progression der Ausprägung zu diesem Zeitpunkt zu stagnieren. 

Neuronenverlust und Neurogenese scheinen sich gegenseitig zu beeinflussen oder werden 

gleichermaßen durch einen anderen Faktor beeinflusst. Denkbar ist, dass es sich wie oben 

ausgeführt hierbei um intraneuronale Aβ4-42-Ablagerungen handelt. Möglicherweise verstärkt 

die abgeschwächte Neurogenese den vermehrten Neuronenverlust. Als alleinige Ursache für 

den Neuronenverlust kann sie, wie zuvor beschrieben, jedoch nicht angesehen werden, da 
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selbst eine sehr hohe Neurogeneserate den enormen Neuronenverlust nicht kompensieren 

könnte. Zudem kommt es selbst bei WT-Tieren mit zunehmendem Alter, wenn auch nicht in 

gleicher Ausprägung wie bei transgenen Tieren, zu einem Abfall der Neurogeneserate (Kuhn 

et al. 1996). Für die Symptomatik der AD kann die abgeschwächte Neurogenese dennoch 

mitverantwortlich sein, da neugebildete Neurone im GD die neuronale Plastizität verstärken, 

für Lernprozesse von entscheidender Bedeutung sind und die Gedächtnisbildung unterstüt-

zen. Eine verminderte Neurogenese würde also Einschränkungen in diesen Bereichen bedeu-

ten beziehungsweise den Verlust kompensatorischer Prozesse begünstigen. Somit liegt es na-

he, dass eine eingeschränkte Neurogeneserate wahrscheinlich nicht nur eine Folge der Erkran-

kung ist, sondern auch eine mögliche Ursache für die kognitiven Veränderungen bei der AD 

darstellt.                       

 In einigen Experimenten konnte zudem beobachtet werden, dass eine eingeschränkte 

Neurogenese mit Einschränkungen im räumlichen Gedächtnis korreliert (Deng et al. 2010). 

Diese beobachtete Korrelation steht in ergänzendem Zusammenhang zu den von Faure et al. 

(2011) und Bouter et al. (2013) publizierten Arbeiten sowie zu den aus dieser Arbeit erhalte-

nen Beobachtungen. Beide Tiermodelle wiesen eine signifikant eingeschränkte Neurogenese-

rate mit zunehmendem Alter auf und zeigten gleichzeitig signifikante Auffälligkeiten im Mor-

ris-Water-Maze-Test. Denkbar ist, dass zwischen diesen beiden Parametern ein kausaler Zu-

sammenhang besteht, da in einigen Experimenten die Integration neugebildeter Neurone als 

entscheidend für das Erlenen neuer Informationen sowie für die räumliche Orientierung ange-

sehen wird (Deng et al. 2010).                  

 In späteren Studien wäre interessant zu klären, ob die verminderte Neurogeneserate im 

Tg4-42-Mausmodell durch eine verfrühte Degeneration der neugebildeten Neurone bedingt 

ist, oder ob bereits eine Schädigung neuronaler Vorläuferzellen durch gewisse toxische Ein-

flüsse vorliegt. 

 Gesteigerte Astrogliose im Gyrus Dentatus im Tg4-42-Modell 4.4

Astrozyten gehören neben Mikrogliazellen, Oligodendrozyten und Ependymzellen zu der 

Gruppe der Gliazellen. Gliazellen und Neurone sind die beiden Zellgruppen, aus denen das 

ZNS besteht. Gliazellen kommen zehnmal häufiger als Neurone vor. Astrozyten sind die am 

stärksten verbreiteten Gliazellen im ZNS (Lüllmann-Rauch und Paulsen 2012). Die physiolo-

gische Funktion der Astrozyten besteht in der Regulierung und Optimierung der Umgebung 

der Neurone. Dazu zählt unter anderem die Kontrolle der pH-Homöostase, die Bereitstellung 

von Glukose und Stoffwechselprodukten für die Neurone sowie die Aufnahme von Neuro-
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transmittern (Li et al. 2011). Pathologisch spielen Astrozyten bei einigen neurodegenerativen 

Erkrankungen, wie der AD (Tuppo und Arias 2005), der amyotrophen Lateralsklerose (Nagai 

et al. 2007) oder der Chorea Huntington (Singhrao et al. 1999) eine wichtige Rolle. In den 

Gehirnen von AD-Patienten konnte beobachtet werden, dass Aβ die Reaktivierung von Ast-

rozyten bedingen kann und Astrozyten die größte zelluläre Komponente in der Umgebung 

von Aβ-Plaques darstellen. Teilweise kommt es durch Astrozyten zur Infiltration der Plaques 

(Dickson 1997; Kato et al. 1998). Reaktivierte Astrozyten werden dazu veranlasst chemische 

Signalstoffe, wie Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine vermehrt freizusetzen. Denk-

bar ist, dass diese ausgeschütteten Faktoren an den inflammatorischen Prozessen der AD be-

teiligt sind (Maccioni et al. 2009; Li et al. 2011). Diese ausgeschütteten Faktoren könnten neu-

rodegenerative Schäden, wie Neuronenverlust, gesteigerte Astrogliose, Amyloid-Plaque- und 

NFT-Formationen unterstützen und aufrechterhalten (Griffin 2006; Lee et al. 2010; Li et al. 

2011). Zudem kann es durch die ausgeschütteten Chemo- und Zytokine zur Hochregulation 

der APP-mRNA kommen, was wiederum zu einer gesteigerten Aβ-Generierung führt (Dash 

und Moore 1995). Im Gegensatz dazu legen einige Experimente nahe, dass Astrozyten, die 

sich in der Nähe von Plaques ansammeln, nicht an der Entstehung, sondern vielmehr oder 

zusätzlich an der Phagozytose von Amyloid-β-Plaques beteiligt sein könnten (Yamaguchi et al. 

1998; Wyss-Coray et al. 2003). Defizite in der astrozytären Phagozytose könnten somit zum 

Teil zur Pathologie der AD beitragen (Tuppo und Arias 2005).        

 Korrelierend zu den Beobachtungen in den Gehirnen von AD-Patienten weisen einige 

Tiermodelle ebenfalls sich in der Umgebung von Plaques ansammelnde Astrozyten auf. Die 

Ansammlung der Astrozyten steigt gleichmäßig mit der Stärke der Aβ-Ablagerung bei den 

transgenen Mauslinien PDAPP, Tg2576 und 5xFAD an (Games et al. 1995; Hsiao et al. 1996; 

Oakley et al. 2006). Aber auch ohne sichtbare Aβ-Ablagerungen konnten in einigen transge-

nen Tiermodellen, wie zum Beispiel im APP [V717I]-Mausmodell, bereits inflammatorische 

Prozesse nachgewiesen werden. Die Neuroinflammation ging der Entstehung von Aβ-Plaques 

um einige Monate voraus (Heneka et al. 2005). Nicht nur in der Umgebung bestehender oder 

sich später bildender Aβ-Plaques lassen sich neuroinflammatorische Prozesse beobachten. 

Auch in Tiermodellen ohne die Generierung neuritischer Plaques konnte eine gesteigerte Ak-

tivität und Ansammlung von Astrozyten im Vergleich zu WT-Tieren nachgewiesen werden. 

So zeigte sich zum Beispiel im TBA42-Mausmodell, welches das am N-Terminus verkürzte 

pyroglutamierte AβpE3-42 vermehrt exprimiert, eine gesteigerte astrozytäre Aktivität, ohne dass 

neuritische Plaques gebildet wurden. Die Ansammlung der Astrozyten korrelierte bei diesem 

Mausmodell mit der intrazellulären Akkumulation von Aβ (Wittnam 2012). In HOM-TBA2.1-

Mäusen kam es zur gesteigerten Gliose in Bereichen, in denen vermehrte Neuronenverluste 
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sowie Aβ/AβpE-Ablagerungen zu beobachten waren (Alexandru et al. 2011). Im Tiermodell 

Tg4-42 konnte von Bouter et al. (2013) ebenfalls eine signifikant gesteigerte Astrogliose bei 

zwei Monate alten transgenen Tieren in Bereichen des Hippocampus beobachtet werden. Die 

gesteigerte Astrogliose korrelierte in diesen Bereichen mit einem vermehrten Neuronenverlust. 

In diesen Bereichen konnten zudem starke intraneuronale Aβ-Akkumulationen nachgewiesen 

werden, ohne dass sich extrazelluläre Plaques bildeten, sodass vermutet werden kann, dass 

zwischen intraneuronaler Aβ-Akkumulation und stattfindender Neuroinflammation eine As-

soziation besteht. Ein Zusammenhang zwischen intrazellulärer Aβ-Ablagerung, gesteigertem 

Neuronenverlust und vermehrter Astrogliose fand sich auch im APP/PS1KI-Mausmodell 

(Casas et al. 2004). In späteren quantitativen immunhistochemischen Untersuchungen der 

Neuroinflammation im APP/PS1KI-Modell zeigte sich im Alter von sechs Monaten eine sig-

nifikante Zunahme der Astrozytenzahl (Wirths et al. 2010). APP/PS1KI-Mäuse diesen Alters 

wiesen einen starken Neuronenverlust (Casas et al. 2004) sowie Verhaltensauffälligkeiten auf 

(Wirths et al. 2008), sodass der Verdacht, dass zwischen intrazellulärer Aβ-Akkumulation, 

Neuroinflammation, Neuronenverlust und Verhaltensauffälligkeiten zumindest ein korrelati-

ver Zusammenhang besteht, erhärtet werden kann. Eine Assoziation zwischen intraneurona-

lem Aβ und gesteigerter Astrogliose konnte ebenfalls in Experimenten beobachtet werden, in 

denen es durch induzierte Neuroinflammation zu einem Anstieg von intrazellulärem APP 

gekommen war (Sheng et al. 2003). Vergleichbar zu den von Bouter et al. (2013) erhaltenen 

Erkenntnissen über die Neuroinflammation in der CA1-Region, konnten in der vorliegenden 

Arbeit bei Tg4-42-Mäusen zusätzlich im GD aktivierte Astrozyten nachgewiesen werden, die 

mit einem vermehrten Neuronenverlust in dieser Region assoziiert waren. Transgene Mäuse 

zeigten mittels immunhistochemischer Färbung eine signifikante Astrogliose im Alter von 

sechs Monaten im Vergleich zu WT-Tieren. Diese Beobachtung steht in Zusammenhang zu 

denen von Wirths et al. (2010) durchgeführten Experimenten, in denen im APP/PS1KI-

Modell ebenfalls bei sechs Monate alten Tieren ein signifikanter Anstieg der Astrozytenzahl 

sowie der GFAP-Expression beobachtet wurde. Allerdings lässt sich im Gegensatz zur CA1-

Region intraneuronales Aβ im GD nicht direkt nachweisen (Cotel et al. 2008; Bouter 2015). 

 Wahrscheinlich ist, dass die im GD bei sechs Monate alten Tg4-42-Mäusen beobachtete 

signifikante Astrogliose schon bei jüngeren Tieren beginnt, da von Bouter et al. (2013) bereits 

bei zwei Monate alten transgenen Tieren in der CA1-Region ein mit dem Anstieg der Astrozy-

ten assoziierter Neuronenverlust beobachtet werden konnte. Zu einem signifikanten Abfall 

der Neuronenzahl im GD kam es bereits bei drei Monate alten Tieren, sodass davon ausge-

gangen werden kann, dass zwischen Neuronenverlust und Neuroinflammation im GD äquiva-

lent zur CA1-Region auch bei jüngeren Mäusen ein korrelativer Zusammenhang besteht.  
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Zudem wurde die in dieser Arbeit bei sechs Monate alten transgenen Tieren immunhistoche-

misch beobachtete signifikante Astrogliose durch die Ergebnisse der qPCR-Analyse unter-

stützt. In dieser zeigte sich ein Anstieg der GFAP-Expression mit zunehmendem Alter. Die 

GFAP-Expression der transgenen Tiere überstieg zu jedem gemessenen Zeitpunkt (zwei, vier 

und acht Monate) die Expression der WT-Tiere. Im Alter von vier Monaten zeigte sich ein 

signifikanter Unterschied. In der Gruppe der acht Monate alten Tieren verringerte sich der 

Unterschied in der GFAP-Expression zwischen den beiden Genotypen im Vergleich zur 

Gruppe der vier Monate alten Tieren. Immunhistochemisch gemessene Astrogliose und 

qPCR-Daten ergänzen sich somit gut und erhärten den Verdacht, dass auch bei jüngeren Tie-

ren eine vermehrte Astrogliose zu finden sein könnte. Zwar wurde für den Zeitraum von 

sechs Monaten keine qPCR-Daten erhoben. Dennoch findet sich, wie eingangs erwähnt, zwi-

schen jüngeren vier Monate alten Tieren ein signifikanter Unterschied in der GFAP-

Expression, der auf den immunhistochemisch beobachteten Anstieg der Astrogliose bei sechs 

Monate alten Tieren hindeuten könnte. Möglicherweise findet sich im Tg4-42-Modell auch bei 

sechs Monate alten Tieren ein signifikanter Unterschied der GFAP-Expression zu WT-Tieren, 

der mit der zu diesem Zeitpunkt beobachteten Astrogliose korreliert. Dies ist sehr wahrschein-

lich, da sich bei sechs Monate alten APP/PS1KI-Mäusen ebenfalls eine Korrelation zwischen 

detektierter Astrogliose und GFAP-Expression zeigte. In diesem Alter kam es zu einem neun-

fachen Anstieg der Genexpression im Vergleich zu den WT-Tieren (Wirths et al. 2010).   

 In Zusammenschau mit den GFAP-Expressionsdaten ist es somit wahrscheinlich, dass der 

Grad der Astrogliose bei vier Monate alten transgenen Tieren stärker als bei den in dieser Ar-

beit betrachteten sechs Monate alten Tieren im Vergleich zu gleichalten WT-Tieren ausfällt, da 

der Unterschied der GFAP-Expression zwischen den Genotypen von vier zu acht Monate 

alten Tieren abnimmt. Somit ist auch denkbar, dass sich die beiden Genotypen acht Monate 

alter Tiere hinsichtlich ihres immunhistochemisch messbaren Astrogliose-Grades weniger 

unterscheiden als die jüngeren sechs Monate alten Tieren. Der weniger stark ausgeprägte Un-

terschied der GFAP-Expression zwischen acht Monate alten Tg4-42- und gleichalten WT-

Mäusen könnte durch die mit steigendem Alter zunehmende Abnahme Aβ4-42-exprimierender 

Zellen im Hippocampus erklärt werden (Bouter et al. 2013). Wie eingangs erwähnt kann Aβ 

zu reaktiven inflammatorischen Prozessen führen. Eine mit steigendem Alter zunehmende 

Abnahme Aβ4-42-produzierender Zellen im Tg4-42-Modell würde somit zu geringeren toxi-

schen Prozessen und folgend zu verminderten neuroinflammatorischen Reaktionen führen. 

Passend dazu zeigte sich in anderen Mausmodellen wie dem APP/PS1KI-Modell, die mit stei-

gendem Alter vermehrt Aβ-Plaques bilden, eine mit Aβ-Plaques assoziierte Zunahme der 

Neuroinflammation (Casas et al. 2004). Sinnvoll wäre eine in zukünftigen Studien zu gleichen 
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Alterszeitpunkten durchgeführte Untersuchung der GFAP-Expression, des Neuronenverlus-

tes und des Astrogliose-Grades im Tg4-42-Mausmodell. In diesen zeigt sich möglicherweise, 

dass es proportional zum Neuronenverlust und zur GFAP-Expression zu Veränderungen der 

Astrogliose kommt. Zudem wäre interessant zu klären, ob die Neuroinflammation dem Neu-

ronenverlust vorausgeht und ihn möglicherweise bedingt, oder ob der Neuronenverlust zu 

einer reaktiv gesteigerten Inflammation in den umliegenden Bereichen führt. 
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5 Zusammenfassung 

Die Alzheimerdemenz (AD) ist eine neurodegenerative Erkrankung und stellt die häufigste 

Demenzform dar. Zu den klassischen neuropathologischen Merkmalen der Erkrankung zäh-

len aus hyperphosphoryliertem Tau bestehende neurofibrilläre Tangles und extrazelluläre 

Amyloid-Beta(Aβ)-Plaques. Neben extrazellulären gelten intrazelluläre Aβ-Akkumulationen als 

wichtige Faktoren für die Entstehung der AD-Symptomatik, da deren Auftreten mit neuropa-

thologischen Auffälligkeiten stark assoziiert ist. Neben den klassischen neuropathologischen 

Merkmalen sind vor allem ein deutlich gesteigerter Neuronenverlust und eine stark einge-

schränkte Neurogeneserate sowie eine enorme Neuroinflammation bei der AD zu beobach-

ten. Die meisten AD-Mausmodelle führen über Mutationen im Amyloid-Vorläuferprotein 

(APP) und/oder Presenilin (PSEN) zu einer gesteigerten Aβ-Expression. Das in dieser Arbeit 

genutzte Tg4-42-Modell weist im Gegensatz dazu ohne Mutationen im APP und/oder PSEN 

eine Überexpression von intrazellulär akkumulierendem Aβ4-42 auf. Dies ist von besonderer 

Bedeutung, da so die alleinigen neuropathologischen Eigenschaften von Aβ4-42 untersucht 

werden können, ohne dass Störfaktoren, wie überexprimiertes und/oder mutiertes APP be-

ziehungsweise PSEN, die Ergebnisse beeinflussen.            

 In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass das Tg4-42-Mausmodell 

signifikante neuropathologische Veränderungen im Gyrus Dentatus (GD) aufweist. Allen vo-

ran ließ sich ein starker Neuronenverlust in dieser Region beobachten. Bereits bei drei Monate 

alten Tieren zeigte sich stereologisch ein bedeutender Abfall der Neuronenzahl im Vergleich 

zu jüngeren Tieren. Mit zunehmendem Alter stieg der Neuronenverlust weiter an und wies bei 

fünf und sechs Monate alten Tieren signifikante Verluste im Vergleich zu jüngeren Tieren auf. 

Neben Veränderungen in der Neuronenzahl zeigte sich ein Rückgang Doublecortin-positiver 

Neurone, anhand derer sich Rückschlüsse auf die Neurogenese ziehen lassen. Die Neuroge-

neserate sank proportional zum Neuronenverlust mit zunehmendem Alter und zeigte eben-

falls bei fünf und sechs Monate alten Tieren einen signifikanten Rückgang der Neurogenesera-

te im Vergleich zu jüngeren Tieren. Sowohl der Neuronenverlust als auch die eingeschränkte 

Neurogeneserate schienen ihre maximale Ausprägung zwischen fünf und sechs Monate alten 

Tieren erreicht zu haben. Veränderungen des GD-Volumens konnten interessanterweise trotz 

des starken Neuronenverlustes und der eingeschränkten Neurogenese nicht detektiert werden. 

Zusätzlich ließ sich im GD mittels immunhistochemischer GFAP-Färbung eine im Vergleich 

zum Wildtyptier gesteigerte Astrogliose beobachten. Diese korrelierte mit Real-Time-PCR-

Daten zur GFAP-Genexpression.                
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 Dem GD kommt in zweierlei Hinsicht eine besondere Bedeutung für die Symptomatik 

der AD zu. Zum einen ist er Teil des Hippocampus und somit einer der ersten Hirnbereiche, 

der bei der AD betroffen ist. Zum anderen ist der GD als eine von zwei Regionen des Ge-

hirns dazu fähig, adulte Neurogenese zu betreiben. Aus diesem Grund ist er im adulten Ge-

hirn integraler Bestandteil bei Prozessen der neuronalen Plastizität, der Gedächtnisbildung 

und des Lernens. Eine verminderte Neurogeneserate und ein starker Neuronenverlust in die-

ser Region führen somit zu Einschränkungen dieser Qualitäten und in der Folge zu AD-

typischen Symptomen. Weiterhin lassen sich durch die in dieser Arbeit dokumentieren Patho-

logien die zuvor bei Tg4-42-Mäusen beobachteten Verhaltensauffälligkeiten, wie räumliche 

Orientierungsstörungen, erklären.                 

 Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurden weitere Erkenntnisse über das Tg4-42-

Mausmodell und die Bedeutung von intrazellulärem Aβ4-42 für die Pathogenese der AD er-

langt. Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur die CA1-Region, sondern auch der GD durch 

den Einfluss von Aβ4-42 signifikante neuropathologische Auffälligkeiten aufweist. Denkbar ist, 

dass diese wie in der CA1-Region durch intrazelluläre Aβ4-42-Akkumulationen oder durch Ex-

pression des Transgens in der CA1-Region aufgrund sekretierter, löslicher Aβ4-42-Peptide be-

dingt sein können. Ein direkter Nachweis intrazellulärer Akkumulationen ist derzeit aufgrund 

des dichten Neuronenverbandes im GD noch nicht möglich. 
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