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1 Einleitung 1 

1 Einleitung 

1.1 Morbus Alzheimer 

Im frühen 20. Jahrhundert arbeitete Alois Alzheimer als Arzt in einer Psychiatrie in 

Frankfurt am Main. Er beobachtete bei einigen Patienten eine auffällige, frühauftre-

tende Demenzform. Nach dem Tod der ersten Patientin beschrieb er seine patholo-

gischen Ergebnisse wie folgt:  

„Im mikroskopischen Bilde war im Bielschowsky-Präparat eine eigenartige Degene-

ration der Ganglienzellen der Hirnrinde auffällig, deren wesentliche Merkmale darin 

bestanden, dass sich ihre Fibrillen zusammenklumpten, die Färbbarkeit änderten 

und den Zerfall der Zelle überdauerten, so dass schließlich zu Knäueln zusammen-

gerollte oder schlingenförmig zusammengebogene Fibrillenbündel als einzige Reste 

der Zelle im Gewebe lagen; (...)" (Alzheimer 1911).  

Bereits 1910 wurde die neu entdeckte Krankheit zum ersten Mal als Alzheimer-

Krankheit in einem medizinischen Lehrbuch beschrieben. Heutzutage ist einiges 

mehr über die Alzheimer-Krankheit, oder auch Morbus Alzheimer oder Alzhei-

mer’sche Demenz (AD) genannt, bekannt. Jedoch haben alle bisherigen wissen-

schaftlichen Bemühungen zu keinen wesentlichen therapeutischen Errungenschaf-

ten geführt. Die Alzheimer-Krankheit macht weltweit mindestens 60% aller De-

menzformen aus. Weltweit leiden ca. 50 Millionen Menschen an Demenz, davon ca. 

1,6 Millionen in Deutschland. Die Tendenz ist weltweit stark steigend. Von den er-

fassten Erkrankten sind mindestens doppelt so viele Frauen betroffen (Deutsche 

Alzheimer Gesellschaft e.V. 2020). Fest steht, der stärkste Risikofaktor für die Alz-

heimer-Krankheit stellt das Alter dar. Das Risiko zu erkranken verdoppelt sich alle 

5 Jahre ab einem Alter von 65 Jahren (Querfurth und LaFerla 2010). Besonders deut-

lich lässt sich dieser Anstieg der Altersprävalenz bei Frauen beobachten, was mit 

der höheren Lebenserwartung der Frauen erklärt werden könnte (von Strauss et al. 

1999). Es wird erwartet, dass sich die weltweite Anzahl der Demenzfälle bis 2040 

mindestens verdoppelt (Mayeux und Stern 2012). Dadurch steigen auch die Kosten, 

die durch die Betreuung und Therapie der Demenz-Erkrankung und somit auch vor 

allem durch die der Alzheimer-Erkrankten für die weltweiten Gesundheitssysteme 

entstehen (Mount und Downton 2006). 

Die Alzheimer-Krankheit gehört zu den neurodegenerativen Erkrankungen und bil-

det darunter den größten Anteil. Sie ist eine fortschreitende Erkrankung und schon 

Jahre bevor sich die ersten Symptome zeigen, können in den Gehirnen der 
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Erkrankten die ersten pathologischen Anzeichen gefunden werden (Bäckman et al. 

2004). Es gibt zwei wesentliche Krankheitsformen, zwischen denen bei der Alzhei-

mer-Krankheit unterschieden wird. Zum einen die sehr viel häufigere Late-onset 

Alzheimer-Krankheit oder auch sporadische Alzheimer-Krankheit genannt und zum 

anderen die seltene Early-onset Alzheimer-Erkrankung oder auch Familiäre Alzhei-

mer-Krankheit (FAD) genannt mit Beginn vor dem 65. Lebensjahr (DGPPN und DGN 

2016). Die Early-onset Alzheimer-Krankheit macht ca. 5% aller Alzheimer-Demen-

zen aus (Zhu et al. 2015). Bei ca. 1% aller Alzheimer-Erkrankten kann eine geneti-

sche Ursache der Erkrankung nachgewiesen werden. Zu den ersten Symptomen ge-

hören Defizite des episodischen Gedächtnisses und ein Verlust von Alltagskompe-

tenzen. Im Verlauf kommen weitere Symptome, wie aphasische Störungen oder Ag-

gressivität hinzu (DGPPN und DGN 2016). 

Für die erste grobe klinische Einordnung von Demenzen steht der Mini-Mental-Sta-

tus-Test (MMST) zur Verfügung (Folstein et al. 1975). Nach dem Ergebnis des MMST 

kann die Alzheimer-Krankheit in drei Stadien eingeteilt werden: Leichte Alzheimer-

Erkrankung (MMST:≥20Pkt.), Moderate Alzheimer-Erkrankung (MMST:≥ 10Pkt.) 

oder schwere Alzheimer-Erkrankung (MMST: < 10Pkt.) (DGPPN und DGN 2016). 

Zur weiteren Eingrenzung der verschiedenen Demenzformen, insbesondere der 

Alzheimer-Krankheit stehen weitere Untersuchungsmethoden zur Verfügung: eine 

ausführliche neuropsychologische Testung, der Amyloid-Nachweis mittels Positro-

nen-Emissions-Tomographie und die Liquordiagnostik (Untersuchung von Taupro-

tein und Aβ1-42) (DGPPN und DGN 2016).  
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1.2 Pathologien der Alzheimer-Krankheit 

Der Morbus Alzheimer wird von diversen hirneigenen Pathologien definiert: Amy-

loid-Plaques, Tau-Fibrillen, Inflammation, Vaskuläre Veränderungen und Neuro-

nenverlust. Die Tau-Fibrillen, welche intrazelluläre Neurofibrilläre Tangles bilden, 

stellen eine der Hauptpathologien der Alzheimer-Krankheit dar (Hernández und 

Avila 2008). Sie bestehen aus hyperphosphorylierten, gepaarten helikalen Tau-Fila-

menten (Kidd 1963). Inwiefern sich die Tau-Pathologie und die Amyloid-Hypothese 

gegenseitig bedingen konnte noch nicht endgültig geklärt werden (Hernández und 

Avila 2008), es gibt aber Hinweise, dass die Tau-Patho-

logie der Amyloid-Pathologie vorausgeht (Bloom 

2014). 

Die klassische Amyloid-Hypothese besagt, dass das 

Amyloid-β (Aβ) aus dem Amyloid-Vorläuferprotein 

(APP), einem integralem Membranprotein, von der β- 

und γ-Sekretase ausgeschnitten wird (Hardy und Hig-

gins 1992; Nhan et al. 2015). Dabei entstehen verschie-

dene Aβ Formen unterschiedlicher Länge, v.a. das Aβ-

40, aber auch das Aβ-42 (siehe Abbildung 2). Vor allem 

das Aβ-42 hat eine hohe Neigung Oligomere zu bilden 

und lagert sich schnell extrazellulär zu Amyloid-Plaques 

zusammen (siehe Abbildung 1) (Selkoe 2001). Die γ-

Sekretase besteht unter anderem aus den Proteinen 

Präsenilin 1 (PS1) bzw. 2 (PS2). Laut der Amyloid-Hy-

pothese führen die entstandenen Amyloid-Plaques zu 

einer inflammatorischen Immunantwort, zu den Neuro-

fibrillären Tangles und zum Absterben von Nervenzellen 

(Hardy und Higgins 1992).  

Abbildung 1: Amyloid-Plaques im Kortex 

erstmalig gezeigt von Alois Alzheimer 

(1911) (oben, gemeinfrei) und im Hippo-

campus der 5xFAD-Mauslinie (unten). 
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Abbildung 2: Humanes Amyloid-Vorläuferprotein (APP) (A) Schematische Darstellung von mutier-

tem und Wildtyp (WT) humanem APP mit Kennzeichnung der Positionen der Mutationen, die in der 

5xFAD-Mauslinie verwendet werden (Swedish, London und Florida). Die Spaltung durch die β-Sek-

retase (BACE1) initiiert die Bildung von Aβ-Peptiden mit der Freisetzung des löslichen sAPPβ-Frag-

ments. Das membrangebundene C-terminale APP-Fragment wird weiter durch den γ-Sekretase-

Komplex gespalten, um Aβ und die intrazelluläre APP-Domäne freizusetzen. (B) Aminosäuresequen-

zen und Nummerierung der häufigsten Aβ-Varianten, die in transgenen Alzheimer-Mausmodellen 

vorliegen. Modifiziert nach Wirths und Zampar (2020) CC BY 4.0. 

Im Laufe der Zeit wurde eine modifizierte Amyloid-Hypothese entwickelt. Schon 

1985 wurde intrazelluläres Aβ gefunden (Masters et al. 1985). Bei Mausmodellen, 

die keine extrazellulären Amyloid-Plaques bilden kam es trotzdem zu Zellverlusten 

und Verhaltensauffälligkeiten. Es stellte sich heraus, dass das schädliche Aβ nicht 

nur extrazellulär vorkommt, sondern auch intrazellulär akkumuliert (Wirths et al. 

2004). Der genaue Wirkmechanismus intrazellulärer Aβ-Toxizität ist nicht geklärt, 

eine Möglichkeit scheint die Bildung toxischer Aβ-Oligomere zu sein (Bayer und 

Wirths 2010). Die intraneuronalen Amyloid-Ablagerungen gehen der Bildung 

extrazellulärer Plaques voraus (Wirths et al. 2002). In einem Mausmodel mit 

extrazellulären Amyloid-Plaques und massiver intraneuronaler Aβ-Akkumulation 

(APP/PS1KI), konnte ein robuster Neuronenverlust von Cornu Ammonis 1(CA1)-
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Neuronen im Hippocampus gezeigt werden (Casas et al. 2004). Zugleich wurde be-

obachtet, dass das Aβ auch Synapsen schädigen kann und zu einem Ungleichgewicht 

des neuronalen Netzwerkes führt (Palop und Mucke 2010). Es wird zudem vermu-

tet, dass ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und Eliminierung der Amyloid-

Peptide zur Akkumulation und Plaque-Pathologie beiträgt (Jiang et al. 2008; Selkoe 

und Hardy 2016). 

Die genetische Forschung brachte einige neue Erkenntnisse für die Alzheimer-For-

schung. Die Eiweißvariante Apolipoprotein E4 wird mit einem erhöhten Risiko für 

die Alzheimer-Erkrankung in Verbindung gebracht (Seshadri et al. 1995). Außer-

dem wurden viele Gene gefunden, in denen Mutationen mit der Entwicklung einer 

Alzheimer-Pathologie assoziiert sind (Jansen et al. 2019). In den Genen APP, PS1 

(Präsenilin 1) und PS2 (Präsenilin 2) führen autosomal dominante Mutationen zur 

Ausprägung einer Early-onset Alzheimer-Erkrankung (Tanzi und Bertram 2001).  

Der Hippocampus ist eine der Schlüsselstellen des Gehirns für die Alzheimer-Krank-

heit, da er eine wichtige Rolle für die Überführung von Gedächtnisinhalten aus dem 

Kurzzeit- ins Langzeitgedächtnis führt. Dieser Bereich ist von den pathologischen 

Veränderungen der Alzheimer-Krankheit stark betroffen. Die vorherrschenden Pa-

thologien im Hippocampus sind extrazelluläre Aβ-Plaques, Anhäufung von Neuro-

fibrillären Tangles, Neuroinflammation und Zellverlusten (Selkoe 2001).  

Im Laufe der Zeit legte die Forschung vermehrt einen Fokus auf den Neuronenver-

lust. Zu Beginn war die Konzentration auf die Degeneration der großen Pyramiden-

zellen oder exzitatorischen Neuronen gerichtet (Pearson et al. 1985). Ein starker 

Neuronenverlust in den Gehirnen von Alzheimer Patienten wurde mehrfach beo-

bachtet (Mountjoy et al. 1983). Vor allem in dem CA1-Band des Hippocampus und 

im entorhinalen Kortex ist dieser Zellverlust zu verzeichnen und spiegelt sich auch 

in einer Reihe von transgenen Alzheimer-Mausmodellen wieder (Wirths und Zam-

par 2020).  

1.3 Transgene Mausmodelle 

Seit den 90er-Jahren werden transgene Mausmodelle für die Erforschung der Alz-

heimer-Erkrankung genutzt. Diese Mausmodelle weisen eine oder mehrere der ver-

schiedenen Pathologien der Erkrankung auf: intrazelluläres Aβ, Amyloid-Plaques, 

Neuronenverlust, Inflammation oder Tau-Pathologie. So können diese verschiede-

nen Pathologien einzeln oder im Zusammenhang erforscht werden. Die FAD eignet 

sich besonders gut, um in transgenen Mäusen erforscht zu werden, da Mutationen 

bekannt sind, die zu den entsprechenden Pathologien führen. Zur Generierung einer 

transgenen Mauslinie werden die Transgene in einen einzelligen Embryo injiziert. 
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Das Transgen enthält die kodierende Region, oft in Form einer komplementären 

Desoxyribonukleinsäure (DNA) des interessierenden Proteins, gekoppelt an einen 

Promotor, der die Expression steuert. Transgene können jedoch auch aus Segmen-

ten genomischer DNA bestehen, die das interessierende Gen enthalten, oft in Form 

von bakteriellen künstlichen Chromosomen, wobei das Transgen durch seinen nati-

ven Promotor und Enhancer angetrieben wird. Das injizierte Transgen integriert 

sich zufällig, typischerweise in mehreren Kopien an einer einzigen Stelle. Im Gegen-

satz dazu wird beim Gene-Targeting kein fremdes Transgen eingeführt, sondern das 

entsprechende Gen in Stammzellen modifiziert und dann in Mäuseembryonen eines 

Wildtyp(WT)-Tieres injiziert. Dadurch entstehen chimäre Tiere und weiterfolgend 

stabile Mauslinien. Es wurden bisher um die 100 verschiedene Mausmodelle durch 

Modifikationen des APP- oder der PS1/2-Gene generiert (Elder et al. 2010). 

Diese APP/PS-Mauslinien, wie z. B. die 5xFAD-Mauslinie repräsentieren mit ihrer 

durch die Mutationen bedingten starken Amyloid-Pathologie die seltene familiäre 

Alzheimerform (FAD) (Oakley et al. 2006). Die sehr viel häufiger vorkommende spo-

radische Alzheimerform wird durch diese Mausmodelle nicht ausreichend charak-

terisiert. Eines der näher an die sporadische Form angelehnte Mausmodel ist das 

Tg4-42-Mausmodel, welches ohne APP-Mutation Aβ intrazellulär exprimiert (Bou-

ter et al. 2013). Beide Mauslinien haben einen ähnlichen Verhaltens-Phänotyp der 

gealterten Mäuse (zwölf Monate). Dieser äußert sich in räumlichen Lerndefiziten, 

Defiziten in der Wiedererkennungsrate von Objekten und einer beeinträchtigten 

kontextuellen Konditionierung (Bouter et al. 2014). 

1.3.1 Das 5xFAD-Mausmodell 

Die in dieser Arbeit verwendeten 5xFAD-Mäuse wurden über mehr als 10 Generati-

onen mit C57Bl/6J WT-Mäusen (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) rück-

gekreuzt, um eine Linie auf einem C57Bl/6J genetischen Hintergrund zu erzeugen. 

Die 5xFAD-Mäuse überexprimieren die 695-Aminosäure-Isoform des menschlichen 

APP mit den Mutationen Swedish, Florida und London unter der Kontrolle des Ner-

venzell-spezifischen murinen Thy1-Promotors (siehe Abbildung 2). Zusätzlich wird 

humanes PS1, welches die Mutationen M146L und L286V trägt, unter Verwendung 

desselben Promotors exprimiert. Diese häufig verwendeten Mäuse haben eine rela-

tiv frühe und aggressive Ausprägung des typischen AD-ähnlichen Phänotyps. Die 

Mäuse zeigen eine Reihe von Verhaltens- und motorischen Defiziten. Sie entwickeln 

einen altersabhängigen motorischen Phänotyp, zusätzlich zu Defiziten im Arbeits-

gedächtnis und reduziertem Angstverhalten. Die ersten Verhaltensauffälligkeiten 

entwickeln die 5xFAD-Mäuse mit 4-5 Monaten (Oakley et al. 2006). Es wurde ge-

zeigt, dass 5xFAD-Mäuse im Elektroenzephalogramm eine höhere Erregbarkeit und 
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hippocampale Rhythmusstörungen als entsprechende WT-Tiere aufweisen (Siwek 

et al. 2015). Die Amyloid-Pathologie ist bei Weibchen stärker ausgeprägt als bei 

Männchen. Auch die Entzündungsreaktion ist bei den weiblichen Mäusen früher zu 

beobachten und weibliche Tiere reagieren vulnerabler auf Stressereignisse (Devi et 

al. 2010; Manji et al. 2019). Die extrazelluläre Amyloid-Ablagerung beginnt etwa im 

Alter von zwei Monaten, zunächst im Subiculum und in der Schicht V des Kortex, 

und nimmt mit zunehmendem Alter rasch zu. Bis zum sechsten Lebensmonat sind 

Plaques im gesamten Hippocampus und Kortex zu finden; bei älteren Mäusen sind 

Plaques im Thalamus, Hirnstamm und Riechhirn vorhanden, fehlen aber weitestge-

hend im Kleinhirn (siehe Abbildung 3). Der Neuronenverlust tritt in mehreren Hirn-

regionen auf, beginnend mit etwa neun Monaten in kortikalen Bereichen mit ausge-

prägter Amyloidose (Eimer und Vassar 2013). Neurofibrilläre Tangles sind bei die-

sem Modell nicht typisch (Oakley et al. 2006). 5xFAD-Mäuse zeigen einen signifikan-

ten selektiven Neuronenverlust in Schicht V des Kortex und im Subiculum, wobei 

die Gesamtneuronenanzahl des gesamten frontalen Kortex und Hippocampus unbe-

einflusst bleibt. Diese Beobachtung 

deckt sich mit der Akkumulation 

von intraneuronalen Aβ-Peptiden 

nur in der kortikalen Schicht V, 

nicht aber in CA1, trotz vergleich-

barer APP-Expressionslevel 

(Jawhar et al. 2012). In dem Maus-

model 5xFAD/Tg30 in dem das 

5xFAD-Mausmodel mit dem Maus-

model Tg30 mit einer Tau Patholo-

gie gekreuzt wurde, konnte ein Zel-

luntergang der Pyramidenzellen 

im Hippocampus beobachtet werden (Héraud et al. 2014). In einer Neuroimaging 

Studie wurde in den 5xFAD-Mäusen eine 10%ige Abnahme des Hippocampus-Volu-

mens beobachtet (Macdonald et al. 2014).  

1.3.2 Das Tg4-42-Mausmodell 

Das Tg4-42-Mausmodell wurde so entwickelt, dass es ausschließlich das Peptid 

Aβ4-42 produziert. Aβ4-42 ist eine von mehreren am N-Terminus verkürzten Aβ-

Varianten, die im Gehirn von Alzheimer-Erkrankten identifiziert wurden. Das Aβ4-

42-Peptid, das mit einem Phenylalanin an Position vier beginnt, ist möglicherweise 

eine besonders häufige Form von am N-Terminus verkürztem Aβ im menschlichen 

Gehirn (Masters et al. 1985; Portelius et al. 2010). Das Tg4-42-Mausmodell wurde 

Abbildung 3: Amyloidose in 5xFAD-Tieren (2-fache Ver-

größerung, gefärbt mit dem 4G8-Antikörper) 
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generiert, um die sporadische Alzheimer-Form widerzuspiegeln. Das Mausmodell 

exprimiert kein humanes APP, also werden die Effekte des Aβ4-42 nicht durch APP 

oder andere Spaltprodukte verfälscht. Das Tg4-42-Transgen beinhaltet die Aβ4-42-

Sequenz fusioniert mit dem murinen Thyrotropin-Releasing-Hormon (TRH)-Signal-

peptid unter der Kontrolle des Thy1-Promotors, wodurch das Aβ in einer neuronen-

spezifischen Weise sezerniert werden kann (siehe Abbildung 4). Die Expression des 

Transgens ist am höchsten im Hippocampus, vorwiegend in der CA1-Region, und ist 

ab einem Alter von etwa zwei Monaten nachweisbar. Das Transgen wird auch im 

okzipitalen Kortex, im piriformen Kortex, im Striatum und im Colliculus superior 

exprimiert. Das Tg4-42-Mausmodell entwickelt keine extrazellulären Amyloid-

Plaques, das sezernierte Aβ4-42 bildet jedoch leicht lösliche, neurotoxische Aggre-

gate. Tg4-42-Mäuse entwickeln alters- und dosisabhängig einen neuronalen Verlust 

im Hippocampus in der CA1-Region sowie eine Inflammation. In Verhaltenstests zei-

gen diese Mäuse ein altersabhängiges räumliches Lerndefizit im Morris-Wasserla-

byrinth-Test. Dieses Defizit entwickelt sich nach etwa sechs Monaten bei homozy-

goten Tieren und nach bis zu zwölf Monaten bei heterozygoten Tieren (Bouter et al. 

2013; Antonios et al. 2015). Außerdem zeigen die Tiere in einem Alter von sechs 

Monaten Defizite in Tests für das Wiedererkennen von bekannten Objekten (Stazi 

und Wirths 2021a). 

 

Abbildung 4: Transgenes Konstrukt und Prozessierung im Tg4-42-Mausmodell. Das Tg4-42-Trans-

gen steht unter der Kontrolle des Thy1-Promoters. Unter seiner Kontrolle wird das Pre-pro-peptid 

sezerniert. Im Endoplasmatischen Retikulum wird dann durch eine Signalpeptidase das Pro-Peptid 

freigesetzt, um dann im Golgi-Apparat durch Prohormonkonvertasen gespalten zu werden. Es ent-

steht so das freie Aβ-4-42. Modifiziert nach Hüttenrauch (2016). 
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1.4 Umwelteinflüsse und Prävention 

Um Präventionsmaßnahmen für Demenzen und im speziellen für den Morbus Alz-

heimer zu entwickeln, wurde nach möglichen Umwelteinflüssen und Risikofaktoren 

gesucht. Einer der stärksten Risikofaktoren ist das Alter. Das Risiko an der Alzhei-

mer-Krankheit zu erkranken steigt ab dem 65. Lebensjahr exponentiell an (Quer-

furth und LaFerla 2010). Hinzu kommen kardiovaskuläre Risikofaktoren, wie Adi-

positas, Rauchen, Hyperlipidämie, Bluthochdruck und Diabetes (Whitmer et al. 

2007; Beydoun et al. 2008; Livingston et al. 2017; Snowden et al. 2017). Damit er-

geben sich präventive Maßnahmen, die auf die Prävention von kardiovaskulären Ri-

sikofaktoren abzielen. Regelmäßige Bewegung ist somit ein naheliegender Präven-

tionsfaktor für die Alzheimer-Erkrankung. Der positive Effekt von regelmäßiger Be-

wegung auf die bestehende Alzheimer-Krankheit konnte in einigen Studien beo-

bachtet werden (Heyn et al. 2004; Scarmeas et al. 2011; Coelho et al. 2014; Phillips 

et al. 2015). Auch der präventive Effekt von regelmäßiger physischer Aktivität auf 

die Entwicklung einer späteren Alzheimer-Krankheit wurde in einigen (Meta-)Stu-

dien bewiesen (Friedland et al. 2001; Blondell et al. 2014). 

In Mausmodellen können Umwelteinflüsse in präklinischen Studien untersucht 

werden. Ein etabliertes System ist das Enriched Environment (EE) (Rosenzweig et al. 

1964). Hier spielt die ermöglichte vermehrte Bewegung (durch einen größeren Kä-

fig und einem Laufrad) und eine gewisse kognitive Stimulation durch modulare Ein-

richtung der Käfige eine Rolle. Schon WT-Mäuse profitieren kognitiv von den EE-

Bedingungen. Sie haben eine höhere Neuronenzahl im CA1-Band des Hippocampus 

und zeigen auch ein verbessertes räumliches Gedächtnis (Hüttenrauch et al. 2016a). 

In einigen Alzheimer-Mausmodellen konnte der positive Effekt der EE-Bedingungen 

auf die Anzahl der Amyloid-Plaques und auf Verhaltensdefizite der Tiere beobachtet 

werden (Adlard et al. 2005; Lazarov et al. 2005; Hu et al. 2010; García-Mesa et al. 

2011; Liu et al. 2013; Balthazar et al. 2018; Zhang et al. 2018; Stuart et al. 2019; 

Wang et al. 2019). Es wurden jedoch auch widersprüchliche Ergebnisse veröffent-

licht, bei denen die Plaque-Anzahl unter den EE-Bedingungen zu nahm (Jankowsky 

et al. 2003), oder gar kein Effekt der EE-Bedingungen beobachtet wurde (Arendash 

et al. 2004; Richter et al. 2008; Cotel et al. 2012). Auch in der in dieser Arbeit vorge-

stellten 5xFAD-Mauslinie konnte bisher kein Effekt der EE-Bedingungen beobachtet 

werden (Hüttenrauch et al. 2017). In der Tg4-42-Mauslinie konnte in diversen Stu-

dien ein positiver Effekt der EE-Bedingungen auf das Verhalten der Mäuse und auf 

den Neuronenverlust bestätigt werden (Hüttenrauch et al. 2016b; Gerberding et al. 

2019; Stazi und Wirths 2021b). 
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1.5 Interneuronen und Calcium-bindende Proteine 

Interneuronen sind Nervenzellen, welche nicht aus einer Hirnregion herausprojizie-

ren, sondern innerhalb der Hirnregion die Nervenzellen miteinander verschalten. 

Sie können inhibitorisch oder exzitatorisch sein (Tremblay et al. 2016). Die Vielfalt 

der Interneuronen könnte erforderlich sein, um ein Gleichgewicht zwischen Hem-

mung und Erregung im Neokortex zu erreichen (Markram et al. 2004). Die hier be-

trachteten Interneuronen sind inhibitorisch und inhibieren über γ-Aminobutter-

säure (GABA). Diese Zellen stellen im Hippocampus 10-15% des lokalen Schaltkrei-

ses dar und regulieren und synchronisieren das neuronale Netzwerk (Pelkey et al. 

2017).  

Parvalbumin (PV), Calretinin (CR) und Calbindin (CB) gehö-

ren zu der Gruppe der Calcium-bindenden Proteine. Diese 

Proteine beinhalten alle mind. eine EF-Hand, deshalb wird 

diese Protein-Familie auch EF-Hand-Protein-Familie genannt. 

Die EF-Hand ist die Calcium-bindende Struktur der Proteine 

mit einer Helix-Schleife-Helix-Struktur (siehe Abb. 1). PV 

trägt drei der EF-Hand-Motive und CR und CB jeweils sechs. 

Zu dieser Protein-Familie gehören außerdem unter anderem 

die S100-Proteine, Troponin C, Calmodulin und Calcineurin 

(Heizmann 1992).  

Die PV-positiven Zellen stellen die größte Gruppe der 

GABAergen Interneuronen dar (Rudy et al. 2011). PV-positive 

Zellen haben dicke, myelinisierte Axone (Celio 1990) und sie 

bilden Synapsen untereinander und zu Pyramidenzellen aus 

(Klausberger 2009). Die PV-positiven Zellen tragen wesent-

lich zur Synchronisation des neuronalen Netzwerkes bei 

(Klausberger et al. 2005; Hu et al. 2010; Ognjanovski et al. 

2017; Xia et al. 2017; Espinoza et al. 2018). Der Verlust der 

PV-positiven Zellen ist mit einer Verschlechterung oszillatori-

scher Rhythmen, der Netzwerk-Synchronität und des Ge-

dächtnisses assoziiert (Verret et al. 2012). 

Im Hippocampus der Ratte wurden CR-positive Zellen untersucht, die in allen 

Schichten des Hippocampus zu finden sind. Sie bilden häufig dendro-dendritische 

und axo-dendritische Kontakte untereinander aus und bilden so ein Netzwerk. Eine 

CR-positive Zelle steht im Durchschnitt mit drei bis sieben anderen CR-positiven 

Zellen in Kontakt. Sie innervieren vor allem CR-positive Zellen. Somit kontrollieren 

CR-positive Zellen vor allem andere Interneuronen im Hippocampus. 

Abbildung 5: EF-Hand mit 

Helix-Schleife-Helix-Struk-

tur. Modifiziert nach 

Baimbridge et al. (1992). 

Die Verwendung erfolgt 

mit freundlicher Genehmi-

gung von Elsevier. 
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Höchstwahrscheinlich spielen sie durch die Kontrolle anderer Interneuronen eine 

entscheidende Rolle bei der Erzeugung synchroner, rhythmischer Hippocampus-

Aktivität (Gulyás et al. 1996). 

CB-positive Zellen haben dünne, nicht myelinisierte Axone (Celio 1990). Die pri-

mären Zielzellen inhibitorischer CB-positiven Interneuronen sind die Pyramiden-

zellen und Pyramidenzell-Dendriten im Hippocampus (Gulyás et al. 1996). Wenn die 

Hippocampi humaner Gehirne in Hinblick auf die Anfärbbarkeit CB-positiver Zellen 

mit Hippocampi von Mäusen verglichen werden, stellen sich große Unterschiede 

dar. Es wurde vermutet, dass technische Fehler und Einschränkungen bei der Beur-

teilung menschlicher Gehirne zu diesen Unterschieden führten. Gleichzeitig gibt es 

die Möglichkeit, dass die Gehirne von Mäusen und Menschen im Hinblick auf die In-

terneuronen biologisch sehr unterschiedlich sind (Merino-Serrais et al. 2020). CB 

wird eine neuroprotektive Eigenschaft zugesprochen (Mattson et al. 1991; Iacopino 

et al. 1992). Es ist vor allem im Gyrus Dentatus (GD) in den Körnerzellen, in den 

Neuronen im CA2-Bereich des Hippocampus und in den Interneuronen aller Hirn-

regionen vorhanden (Sloviter et al. 1991). CB ist eines der wichtigsten Calcium-bin-

denden Proteine, das neuromodulatorische Funktionen wie Langzeitpotenzierung 

(LTP), synaptische Plastizität und Gedächtnisfunktionen beeinflusst. Der Verlust der 

CB-Immunreaktivität im GD unterscheidet die Alzheimer-Krankheit von anderen 

neurodegenerativen Demenzen (Stefanits et al. 2014). 

Im gesamten Körper sind Calcium-bindende Proteine im Gewebe vorhanden. In vie-

len Zellen sind gleichzeitig zwei oder mehr der verschiedenen Proteine zu finden. 

Die meisten Pyramidenzellen im Kortex und im Hippocampus beinhalten kein PV 

oder CB. Somit kann man diese Proteine im Hippocampus als Marker für Interneu-

ronen betrachten (Baimbridge et al. 1992). Im menschlichen Hippocampus wurde 

gezeigt, dass CB die Körnerzellen des GD und Pyramidenzellen von CA2 anfärbt, 

während PV nur Interneuronen anfärbt (Leuba et al. 1998). CB-bindende Zellen sind 

in den Körnerzellen und allen Schichten des GD und des Ammonshornes des Hippo-

campus zu finden. Am häufigsten sind sie in der Molekularschicht des GD und in der 

Pyramidenschicht des Ammonshorns lokalisiert. Die meisten der PV-positiven Zel-

len sind in der Nähe der Zellverbände im Hippocampus lokalisiert. Viele wurden 

auch in der Molekularschicht des GD und in den Strata oriens des Ammonshornes 

gefunden. Die CB- und PV-haltigen Neuronen bilden ähnliche Subpopulationen in 

Nagetieren, Affen und Menschen, obwohl der menschliche Hippocampus die größte 

Variabilität dieser immunreaktiven Neuronen in ihrer Morphologie und Lokalisa-

tion aufweist (Seress et al. 1993). Alle oder die Mehrzahl der CB-, PV- und CR-im-

munreaktiven Zellen gehören zu den glatten nichtpyramidalen Interneuronen, die 

an einer Vielzahl komplexer kortikaler Schaltkreise beteiligt sind, die sich je nach 
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Spezies, kortikalem Gebiet oder Schicht, in der sie sich befinden, unterscheiden kön-

nen (DeFelipe 1997). 

Der Calcium-Stoffwechsel ist wichtig für die Aufrechterhaltung der neuronalen Plas-

tizität und des neuronalen Netzwerkes. Veränderungen des Calciumstoffwechsels 

sind an neurodegenerativen Prozessen wie auch der Alzheimer-Krankheit beteiligt 

(Mattson 2007). Die Calcium-bindenden Proteine fungieren als Calcium-Puffer, um 

das Calcium-Gleichgewicht aufrecht zu erhalten (Baimbridge et al. 1992; German et 

al. 1997; Gall et al. 2003) und sind somit wichtig für die Aufrechterhaltung der Cal-

cium Homöstase und damit für die Gedächtnisbildung (Molinari et al. 1996). Es wird 

angenommen, dass eine abnormale GD-Erregbarkeit und ein Versagen der inhibito-

rischen Neuronen, Aktionspotentiale zu erzeugen, wichtige Bestandteile der zu-

grundeliegenden zellulären Mechanismen der Pathophysiologie der Alzheimer-

Krankheit im Frühstadium sind (Hazra et al. 2013). Die Funktion neuronaler Schalt-

kreise und Netzwerke kann zum Teil durch die Modulation der Synchronität der Ak-

tivitäten ihrer Komponenten gesteuert werden. Netzwerk-Hypersynchronie und 

veränderte oszillatorische rhythmische Aktivität können zu kognitiven Defiziten bei 

der Alzheimer-Krankheit beitragen. Die Funktionsstörung von Interneuronen und 

Netzwerkanomalien gelten als mögliche Mechanismen der kognitiven Dysfunktion 

bei Alzheimer und verwandten Erkrankungen (Palop und Mucke 2016). 

Die Eigenschaften der Calcium-bindenden Proteine PV, CR und CB wurden im Zu-

sammenhang mit der Alzheimer-Krankheit in den letzten Jahren vermehrt unter-

sucht. Die Calcium-bindenden Proteine wurden in menschlichen Gehirnen, in ver-

schiedenen Mausmodellen und in den verschiedenen, von Alzheimer betroffenen 

Hirnregionen analysiert.  

Im menschlichen Gehirn von Alzheimer-Erkrankten konnte ein Verlust von PV-po-

sitiven Zellen (Sanchez-Mejias et al. 2020) und CR-positiven Zellen (Brion und Rési-

bois 1994) im entorhinalen Kortex, sowie im frontalen und temporalen Kortex (Arai 

et al. 1987), im olfaktorischen Kortex (Saiz-Sanchez et al. 2015) und im Hippocam-

pus in den Subfeldern DG/CA4 und CA1/2 um ca. 60% (Brady und Mufson 1997) 

gezeigt werden. Ein CB-Verlust konnte im basalen Vorderhirn gezeigt werden (Ge-

ula et al. 2003). Eine Abnahme von CB-positiven Zellen im alternden Gehirn des 

Menschen wurde im Kleinhirn, im Corpus striatum und im Nucleus basalis beobach-

tet, nicht aber im Neokortex und auch nicht im Hippocampus. Im Gehirn von an Alz-

heimer erkrankten Menschen konnte ein CB-Verlust ebenfalls im Hippocampus und 

im Nucleus basalis gesehen werden (Iacopino und Christakos 1990). 

In einigen Studien wurde ein Verlust der Zellen, die Calcium-bindende Proteine ex-

primieren in Alzheimer-Modellen beobachtet. Im olfaktorischen Kortex in der 
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APP/PS1-Mauslinie wurde ein Verlust aller drei Zelltypen beobachtet (Saiz-Sanchez 

et al. 2012). Auch im GD konnte dieser Zellverlust bestätigt werden (Popović et al. 

2008). Des Weiteren wurde eine verminderte Anzahl von PV-Neuronen (40-50%) 

im CA1/2 sowie von CR-Neuronen (37-52%) im GD und Hilus von APP/PS1 Mäusen 

gefunden. Interessanterweise wurden vergleichbare PV- und CR-Neuronenverluste 

im GD von postmortalen Gehirnproben von Patienten mit AD beobachtet (Baglietto-

Vargas et al. 2010; Takahashi et al. 2010). Auch in der 3x-Tg-Mauslinie konnte ein 

entsprechender Verlust von PV- und CR-positiven Zellen gezeigt werden (Zallo et al. 

2018). Die PV-positiven Zellen wurden in einmonatigen TgCRND8-Mäusen analy-

siert. Hierbei war die Abnahme der Anzahl der PV-positiven Zellen, die selektiv 

CA1/2 und Subiculum betraf auffällig, wobei die Pyramidenschicht von CA1/2 fast 

vollständig für die Abnahme der Anzahl der hippocampalen PV-positiven Zellen ver-

antwortlich war (Mahar et al. 2016). In der gealterten Tg2576-Maus wurde gezeigt, 

dass der Anteil der PV-exprimierenden Interneuronen in der CA1/3-Region des Hip-

pocampus signifikant vermindert ist (Huh et al. 2016). Eine Untersuchung des Cal-

cium-bindenden Proteins CB in hAPP-Mäusen ergab einen verminderten CB-Spiegel 

in Körnerzellen des GD, der mit den Lerndefiziten der Mäuse korrelierte. Außerdem 

war der CB-Verlust altersabhängig und korrelierte mit der Zunahme von Amyloid-

Plaques. Ein dementsprechender Verlust von CB-bindenden Interneuronen konnte 

hingegen nicht festgestellt werden (Palop et al. 2003). Im Kortex von 5xFAD-Mäusen 

wurde ein Verlust von PV-positiven Zellen beobachtet (Flanigan et al. 2014). Die 

Dichte der PV-positiven Zellen im frontalen Kortex war in den 5xFAD-Mäusen signi-

fikant geringer als in entsprechenden Vergleichstieren (zwischen 39% und 50% 

Verlust der PV-Dichte) (Ali et al. 2019). In gealterten APPswe/PS1dE9-Mäusen 

konnte ein Verlust von PV-positiven Zellen im Hippocampus nachgewiesen werden 

(Verdaguer et al. 2015).  

Zusätzlich wurde nicht nur ein absoluter Verlust, sondern auch eine morphologische 

Veränderung der Calcium-positiven Zellen beschrieben. In humanen Alzheimer Ge-

hirnen wurden diese morphologischen Änderungen im entorhinalen Kortex be-

schrieben (Mikkonen et al. 1999). Im humanen temporalen Kortex wurde ein Grö-

ßenverlust der PV-positiven Zellen beobachtet (Arai et al. 1987) und auch im visu-

ellen Kortex in Gehirnen an Alzheimer erkrankter Personen verloren PV- und CR-

positive Zellen an Größe (Leuba et al. 1998). 

Allerdings zeigen auch eine Reihe von älteren Studien unveränderte Spiegel an PV-, 

CR- und CB-positiven Zellen (Leuba et al. 1998; Hof et al. 1999). Dazu muss beachtet 

werden, dass sich die methodischen Möglichkeiten der Quantifizierung stark ge-

wandelt und verbessert haben (Jinno und Kosaka 2006). Im humanen Neokortex 

wurde in diversen Studien kein Verlust der PV- und CR-positiven Zellen gefunden 
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(Ferrer et al. 1991; Hof et al. 1991; Fonseca und Soriano 1995; Leuba et al. 1998). 

Im entorhinalen Kortex von APP/PS1-Mäusen fehlte ebenfalls der Verlust von PV-

positiven Zellen (Sanchez-Mejias et al. 2020). 

1.6 Hypothese und Zielsetzung 

Die Neuroinflammation und der Zellverlust beim Morbus Alzheimer sind Hauptfel-

der der aktuellen Forschung. Inwiefern die Interneuronen und ihr möglicher Verlust 

eine Rolle bei der Erkrankung spielen ist von großem Interesse. Für die Mausmo-

delle 5xFAD und Tg4-42 waren zum Zeitpunkt der Datenerhebung nur wenige bis 

keine Daten zu potentiellen Interneuronenverlusten im Hippocampus vorhanden. 

Der Hippocampus ist der Hauptort des „Gedächtnisses“ und bildet so beim Morbus 

Alzheimer einen neuronalen Schlüsselort. Zur Untersuchung inhibitorischer, GABA-

erger Interneuronen sollten Immunhistochemische Färbungen der Calcium-binden-

den Proteine verwendet werden.  

1.6.1 Projekt 1: Erhebung der Interneuronen-Zahlen in zwei transgenen 

Mausmodellen 

In den Mausmodellen 5xFAD (stellvertretend für die FAD) und Tg4-42 (als Modell 

für die sporadische Alzheimer-Erkrankung) wurden in der vorliegenden Arbeit die 

Anzahl der PV-, CR- und CB-positiven Zellen und somit der Interneuronen quantifi-

ziert, analysiert und verglichen. Ziel war es, die Interneuronen im Hippocampus die-

ser Mausmodelle vergleichend zu quantifizieren und in den aktuellen wissenschaft-

lichen Kontext einzuordnen. Es wurde ein Interneuronen-Verlust in beiden Maus-

modellen vermutet. 

1.6.2 Projekt 2: Verbindung der Amyloid-Pathologie mit den Interneuronen-Zahlen 

im 5xFAD-Mausmodell 

Einer der wichtigen Unterschiede zwischen den beiden betrachteten Mausmodellen 

sind die in der 5xFAD-Mauslinie vorkommenden Amyloid-Plaques, welche in der 

Tg4-42-Mauslinie fehlen. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der 

Amyloid-Plaques auf die Interneuronen-Zahlen in den 5xFAD-Tieren zu charakteri-

sieren. Es wurde eine relative Quantifizierung der Plaque-Pathologie in den 5xFAD-

Mäusen durchgeführt, um eine mögliche Korrelation der Interneuronenverluste und 

der Amyloid-Pathologie nachzuvollziehen. Es wurde eine Korrelation zwischen den 

Amyloid-Plaques und den Interneuronenverlusten vermutet. 
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1.6.3 Projekt 3: Körperliche Aktivität und dessen Auswirkung auf die Interneuronen-

Zahlen in zwei transgenen Mausmodellen 

In diesem Teil der vorliegenden Arbeit war es das Ziel, den Zusammenhang zwi-

schen körperlicher Aktivität und den Interneuronen-Zahlen in den beiden unter-

suchten Mausmodellen, 5xFAD und Tg4-42 zu analysieren. Als Simulation für ver-

mehrte physische Bewegung und kognitive Stimulation diente das EE. Es wurden 

die Zahlen der PV-, CR- und CB-positiven Zellen in Tieren im Standard Housing (SH) 

und im EE quantifiziert, analysiert und verglichen. Ziel war es, einen möglichen po-

sitiven Effekt der EE-Bedingungen auf die Interneuronen-Zahlen zu untersuchen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Reagenzien 

In der folgenden Tabelle sind alle Reagenzien und Färbesets aufgelistet, die in der 

vorliegenden Arbeit genutzt wurden.  

Tabelle 1: Reagenzien und Färbekits 

Reagenzien und Färbekits Hersteller 

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Fetal Calf Serum (FCS) Biochrom, Berlin, Deutschland 

Histofix Lösung 4% Formalin Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Milchpulver, fettarm Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Triton X-100 Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Wasserstoffperoxid Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Hämatoxylin Lösung Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Xylol Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Roti-Histokitt Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Vectastain ABC Kit  Vector Laboratories, Burlinghame, USA 

DAB-Peroxidase Substrate Kit  

3,3’-Diaminobenzidine (DAB) 

Vector Laboratories, Burlinghame, USA 

Dulbecco’s Phosphate  

Buffered Salt Solution (PBS) 

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Ameisensäure, 98% Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Citronensäure Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natrium-Hydroxid AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Tissue Tek-Einbettmedium Sakura Europe, Aalphen aan den Rijn, 

Niederlande 
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2.2 Mausmodelle 

2.2.1 Genetischer Hintergrund 

Die Untersuchungen wurden an bereits archivierten Hirnproben von Tieren im Al-

ter von 12 Monaten durchgeführt. Alle Tiere wurden auf dem genetischen Hinter-

grund der verwendeten WT-Tiere (C57BL/6J) gehalten und waren allesamt weib-

lich. Die untersuchten Mauslinien (WT-, Tg4-42- und 5xFAD-Mäuse) wurden in der 

Universitätsmedizin Göttingen unter standardisierten Bedingungen oder unter EE-

Bedingungen gehalten.  

2.2.2 Tg4-42-Mauslinie 

Die Tg4-42-Mauslinie kann als Krankheitsmodell für die sporadische Form des Mor-

bus Alzheimers betrachtet werden. Die Tg4-42-Linie exprimiert die kodierende 

DNA für Amyloidβ4-42 mit dem Signalpeptid des Thyrotropin Releasing Hormon 

Gens unter der Kontrolle des mauseigenen Thy-1 Promoters. Dieser Promotor ist 

für die zelltypspezifische Expression in Nervenzellen verantwortlich. Das Aβ4-42 ist 

ein am Stickstoffende verkürztes Amyloid-Peptid, beginnend mit der an vierter 

Stelle vorkommenden Aminosäure Phenylalanin. Dieses besondere Amyloid-Peptid 

war eines der zuerst entdeckten und eines der häufigsten Aβ-Peptide (Masters et al. 

1985), welches in Amyloid-Plaques von Alzheimer Patienten gefunden wurde (Bou-

ter et al. 2013). Im Rahmen dieser Studie wurden ausschließlich heterozygote Tiere 

der Tg4-42-Linie verwendet.  

2.2.3 5xFAD-Mauslinie 

Die 5xFAD-Mauslinie (Tg6799) kann als Krankheitsmodell für die familiäre Form 

des Morbus Alzheimers (Familiar Alzheimer Disease (FAD)) betrachtet werden. 

Diese Form des Morbus Alzheimers kann durch verschiedene Mutationen bedingt 

sein. Insbesondere Mutationen im APP- und im PS1- und PS2-Gen kodierenden Gen 

führen zur FAD. Beide Mutationen induzieren die Produktion von extrazellulären 

Amyloid-Peptiden, die sich nachfolgend in Amyloid-Plaques ablagern. Die 5xFAD-

Mauslinie trägt fünf verschiedene Mutationen stellvertretend für die FAD: 

K670N/M671L Substitution im APP (Swedish Mutation), I716V Substitution im APP 

(Florida Mutation), V717l Substitution im APP (London Mutation) und die Mutatio-

nen im PS1 Gen (Oakley et al. 2006). Des Weiteren wurde in den letzten Jahren un-

tersucht, inwiefern sich die Mutationen auf das Verhalten der Tiere auswirken. Die 
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5xFAD-Mäuse zeigten in Verhaltenstests wie dem Water Maze Lern- und Gedächt-

nisdefizite, die mit den kognitiven Defiziten bei Patienten mit Morbus Alzheimer 

vergleichbar sind (Jawhar et al. 2012). 

2.2.4 Standard Housing 

Die Mäuse im SH wurden in Gruppen von vier bis fünf Tieren in einem standardi-

sierten Käfig (33 x 18 x 14 cm) gehalten. Der Käfig war mit standardisierter Einstreu 

und Nistmaterial ausgestattet. Wasser und Futter standen den Tieren unbegrenzt 

zur Verfügung (Hüttenrauch et al. 2016a). 

2.2.5 Enriched Environment 

Das EE als Modell für gesteigerte körperliche Aktivität im Alltag und kognitive Be-

anspruchung zeichnet sich durch einen größeren Käfig (55 x 34 x 20 cm) aus. Dieser 

enthält modulare Einrichtungen (Laufräder, Nistmaterial, Häuser), v. a. um eine ver-

mehrte Bewegung der Mäuse zu ermöglichen. Einmal pro Woche wurde die Einrich-

tung variiert, um ein größeres Reizangebot für die Mäuse zu schaffen (Hüttenrauch 

et al. 2016a). 

2.3 Vorbereitung der Schnitte 

2.3.1 Paraffin Schnitte 

Die jeweils rechten Hemisphären der Mausgehirne wurden zur Herstellung der Pa-

raffin Schnitte für die Immunhistochemie verwendet. Sie wurden in einem TP1020 

Automaten (Leica, Deutschland) für eine automatische Gewebeinfiltration über ein 

Dehydratationsprotokoll dehydriert. Danach wurden sie in einer EG1150 H Einbett-

maschine (Leica, Deutschland) in Paraffin eingebettet. Anschließend wurden die 

eingebetteten Präparate mit einem Mikrotom HM 335E (Thermo Fisher Scientific, 

USA) in 4 Mikrometer dicke Schnitte geschnitten und zum Entfalten in ein 55 °C hei-

ßes Wasserbad gelegt (Medax, Deutschland). Jeweils zwei bis drei Schnitte wurden 

zusammen auf einen Objektträger aufgezogen. Diese Objektträger wurden über 

Nacht bei 37 °C getrocknet und konnten ab dem nächsten Tag (nach vollständiger 

Trocknung) für Färbungen verwendet werden.  

2.3.2 Kryostat Schnitte 

Die Mäuse wurden mit einer 4 %igen Paraformaldehydlösung (PFA) transkardial 

perfundiert, das Gehirn wurde präpariert und zwei Stunden in PFA nachfixiert. Es 

wurde dann in einer dreißigprozentigen Saccharose Lösung gefriergeschützt, um es 
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danach bei -80 °C lagern zu können. Die Gehirne wurden zum Schneiden auf Tro-

ckeneis aus dem Gefrierschrank genommen und bei -20 °C in das Einbettmedium 

„Tissue-Tek“ eingebettet. In diesem wurde das Gehirn mithilfe eines Kryostats 

(CM1850 UV, Leica, Deutschland) frontal in 30 Mikrometer dicke konsekutive 

Schnitte geschnitten und gleichmäßig auf zehn Behälter verteilt. Dabei wurde jeder 

zehnte Schnitt in einem separaten Gefäß gesammelt, sodass zehn repräsentative Se-

rien der Schnitte für die gesamte Hemisphäre entstanden. Diese wurden bei -80 °C 

bis zur weiteren Verwendung gelagert (Cotel et al. 2008). 

2.4 Immunhistochemische Färbungen 

2.4.1 3,3‘-Diaminobenzidine (DAB) Free Floating Immunfärbung 

Für jedes Tier der Versuchsreihe wurde an drei der zehn zuvor hergestellten 

Schnittserien ein Free Floating DAB-Färbung-Protokoll wie folgend beschrieben 

durchgeführt. Die Schnittserien wurden jeweils mit den drei Antikörpern PV, CR und 

CB gefärbt, um danach eine Quantifizierung der angefärbten Zellen durchzuführen. 

Die gefrorenen 30 μm dicken Hirnschnitte wurden innerhalb von 5 min aus der Küh-

lung in 0,01 M PBS gelöst und in eine 12-well Kulturplatte (Costar) gebracht. Dort 

wurden die Schnitte 10 min in 0,01 M PBS rehydriert. Anschließend erfolgte für 30 

min ein Peroxidase Block mit 200 ml PBS und 2 ml 30 % Wasserstoffperoxid zur 

Blockierung gewebeeigener Peroxidasen. Die Schnitte wurden dreimal 10 min in 

0,01 M PBS mit 0,1 % Triton und anschließend eine Minute in 0,01 M PBS gespült. 

Es folgte ein unspezifischer Block für 1 h mit 0,01 M PBS, 10 % FCS und 4 % Milch-

pulver, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Die Schnitte wurden in ei-

ner Lösung mit 0,01 M PBS, 10 % FCS und dem ausgewählten primären Antikörper 

bei Raumtemperatur über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Schnitte 

dreimal 10 min in 0,01 M PBS mit 0,1 % Triton und 1 min in 0,01 M PBS gewaschen. 

Die Inkubation mit dem zum primären Antikörper passenden biotinylierten zweiten 

Antikörper wurde in 0,01 M PBS mit 10 % FCS für 2 h bei Raumtemperatur durch-

geführt. Die Schnitte wurden dreimal 10 min in PBS gespült.  

Anschließend folgte die Inkubation mit einem Avidin-Biotin-Komplex (ABC) mit 

0,01 M PBS, 10 % FCS, Lösung A und Lösung B jeweils 1:300 aus dem Vectastain ABC 

Kit. Die Inkubation erfolgte für 1,5 h bei Raumtemperatur. Die Schnitte wurden drei-

mal 10 min in PBS gewaschen und mit dem DAB-Histokit (Vector) gefärbt. Dazu 

wurde nach Herstellerangaben eine Lösung aus destilliertem Wasser, Puffer, DAB 

und Wasserstoffperoxid hergestellt und für 2 min gefärbt. Danach wurden die 

Schnitte dreimal 10 min lang in PBS gewaschen. Nun wurden die Schnitte eines Tie-

res mit einem Pinsel auf zwei Objektträger aufgetragen und über Nacht bei 37 °C 
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getrocknet. Am nächsten Tag wurde eine Gegenfärbung in Hämatoxylin durchge-

führt, um Zellkerne darzustellen. Der letzte Schritt bestand aus einer Entwässerung 

mittels einer aufsteigenden alkoholischen Reihe, beginnend mit 1 min in 70 % Etha-

nol, 5 min in 90 % Ethanol, dann 10 min 100 % Ethanol und zweimal 10 min in Xylol. 

Abschließend wurden die Schnitte mit zwei bis drei Tropfen Roti-Histokitt einge-

bettet und mit einem Deckgläschen versehen. 

 

2.4.2 3,3‘-Diaminobenzidine (DAB) Immunfärbung von Paraffinschnitten 

Für die Quantifizierung der extrazellulären Plaques wurde eine DAB-Färbung an Pa-

raffinschnitten der drei Mauslinien (WT, Tg4-42 und 5xFAD) durchgeführt. Das Pro-

tokoll begann mit einer Deparaffinierung und anschließenden Rehydrierung. Diese 

umfasste sechs Stationen: zweimal 5 min in Xylol, 10 min in 100 % Ethanol, 5 min in 

95 % Ethanol, 1 min in 70 % Ethanol und abschließend 1 min in destilliertem Was-

ser. Darauf folgte ein Peroxidase Block mit 200 ml PBS inklusive 2 ml Wasserstoff-

peroxid. Es folgte eine Spülung in destilliertem Wasser für 1 min. Für die Demaskie-

rung der Antigene wurden die Schnitte in 0,01 M Citrat Puffer mit einem leicht sau-

ren PH-Wert von 6,0 aufgekocht. Der Puffer mit den enthaltenen Präparaten wurde 

in der Mikrowelle bei 1000 W bis zum Sieden erhitzt und für 10 min bei 200 W auf 

Temperatur gehalten. Anschließend wurden die Schnitte für 15 min bei Raumtem-

peratur abgekühlt. Dann wurden die Objektträger für 1 min in destilliertem Wasser 

gewaschen, bevor die Schnitte für 15 min in PBS mit 0,1 % Triton X-100 zur Perme-

abilisierung der Membranen inkubiert wurden. Anschließend wurde nochmals min-

destens 1 min in PBS gewaschen und es folgte ein weiterer Schritt der Antigende-

maskierung durch 3 minütige Inkubation in 88 % Ameisensäure (Wirths et al. 2002). 

Danach wurde 2 mal 1 min in PBS gespült, gefolgt von einem unspezifischen Block 

der Oberflächenproteine für eine Stunde mit PBS inklusive 10 % FCS und 4 % Milch-

pulver. Die Blockierungslösung wurde ohne weiteren Waschschritt entfernt, die ein-

zelnen Schnitte mit einem Fettstift umrundet und mit 2-3 Tropfen einer PBS Lösung 

inklusive 10 % FCS und dem jeweiligen primären Antikörper benetzt. Die Inkuba-

tion mit dem primären Antikörper erfolgte über Nacht bei Raumtemperatur. Am 

nächsten Tag wurde 15 Minuten in PBS mit 0,1 % Triton X-100 gewaschen, gefolgt 

von 1 min in PBS. Im nächsten Schritt folgte die Inkubation mit dem biotinylierten 

sekundären Antikörper passend zum primären Antikörper in PBS inklusive 10 % 

FCS. Die Objektträger wurden so für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschließend 

wurde 10 min in PBS gewaschen und die Schnitte mit PBS inklusive 10 % FCS und 

Lösung A 1:100 und Lösung B 1:100 vom Vectastain ABC Kit für 1,5 Std bei 37 °C 

inkubiert. Die Schnitte wurden anschließend für in 15 Minuten in PBS gespült und 
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es folgte die Färbung mit 3,3‘-Diaminobenzidine (DAB) mit einem Kit von Vector La-

boratories. Für 2 min wurde tropfenweise eine Lösung von 5 ml destilliertem Was-

ser, zwei Tropfen Puffer, vier Tropfen DAB und zwei Tropfen Wasserstoffperoxid 

auf die Schnitte gegeben. Die Schnitte wurden nach genau 2 min in PBS gespült. Um 

eine Zellkernfärbung zu gewährleisten wurden die Objektträger für 40 sek in Häma-

toxylin gegengefärbt. Danach wurden die Schnitte für 5 sek mithilfe von destillier-

tem Wasser und dann für 10 min unter laufendem Leitungswasser differenziert. Der 

letzte Schritt beinhaltete eine Entwässerung mittels einer aufsteigenden alkoholi-

schen Reihe. Diese begann mit 1 min in 70 % Ethanol, gefolgt von 5 min in 90 % 

Ethanol ,10 min in 100 % Ethanol, 2-mal für 10 min in Xylol. Abschließend wurden 

die Schnitte mit zwei bis drei Tropfen Roti-Histokitt eingebettet und mit einem 

Deckgläschen versehen. 
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2.5 Antikörper 

2.5.1 Primäre Antikörper 

Tabelle 2: Primäre Antikörper 

Antikörper Ursprung Verdün-

nung 

Hersteller Seriennum-

mer 

Calretinin 

(CR) 

Maus,  

monoklonal 

1:8.000 Synaptic Systems, 

Göttingen,  

Deutschland 

RRID: 

AB_2619906 

Parval-

bumin (PV) 

Maus,  

monoklonal 

1:4.000 Synaptic Systems, 

Göttingen,  

Deutschland 

RRID: 

AB_2619883 

Calbindin  

D-28k (CB) 

Kaninchen,  

monoklonal 

1:15.000 Swant, Marly, 

Schweiz 

 

4G8 (Aβ)  1:1.000 Signet labs RRID: 

AB_2313891 

 

2.5.2 Sekundäre Antikörper 

Tabelle 3: Sekundäre Antikörper 

Antikörper Ursprung Verdünnung Hersteller 

Anti Maus 

Biotinyliert 

Kaninchen,  

polyklonal 

1:250 Dako, Santa Clara, 

USA 

Anti  

Kaninchen 

Biotinyliert 

Ziege,  

polyklonal 

1:250 Dako, Glostrup,  

Dänemark 
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2.6 Auswertung 

2.6.1 Einteilung des Hippocampus für die Auswertung 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der analysierten Regionen im Hippocampus. Alle Schnitte der 

Gehirne auf den Objektträgern wurden unter dem Mikroskop begutachtet und nach der Entfernung 

zum Bregma eingeordnet. Für die Analyse wurden alle Schnitte mit Bregma Entfernungen von -

1,06mm bis -3,88mm berücksichtigt. Nach den in der Abbildung gezeigten Beispielen wurde der 

Hippocampus in drei verschiedene Bereiche eingeteilt (CA1, CA2/3 und GD). Das Schema basiert auf 

Franklin und Paxinos (2001) und wurde adaptiert von Giesers und Wirths (2020) CC BY-NC 4.0. 

 

Der Hippocampus wurde für alle folgenden Auswertungen in drei Teile eingeteilt: 

CA1, CA2/3 und GD. Es wurden alle Schichten mit einer Entfernung zum Bregma 

zwischen -1,06mm bis -3,88mm der jeweiligen Regionen bei den verschiedenen 

Analysen berücksichtigt. Zu dem GD gehören das Stratum moleculare, das Stratum 

granulare und das Stratum polymorphe. Das CA wird in ein Stratum oriens, ein Stra-

tum pyramidale, ein Stratum radiatum und ein Stratum lacunosum-moleculare ein-

geteilt (Franklin und Paxinos 2001). 
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2.6.2 Quantitative Analyse mittels Meander Scan 

Für die Auswertung der immunhistochemisch im Free-Floating-Verfahren mit DAB 

gefärbten Schnitte wurden die Zellen mittels eines Stereologiemikroskops (Olym-

pus BX51 mit motorisiertem Objekttisch) und der Software StereoInvestigator 7.0 

(MicroBrightfield) quantifiziert. Die Zellen wurden innerhalb der zuvor definierten 

Regionen CA1, CA2/3 und GD quantifiziert. Dazu wurden die entsprechenden Berei-

che zunächst in einer 400-fachen Vergrößerung definiert, um dann in einer 1000-

fachen Vergrößerung mit dem Meander Scan die komplette Region zu analysieren 

und die einzelnen, vom jeweiligen Antikörper und DAB angefärbten Zellen zu zäh-

len. Da jeder zehnte Schnitt pro Tier analysiert wurde, wurde die gezählte Zahl der 

immunpositiven Zellen mit dem Faktor 10 multipliziert, um die endgültige Zahl der 

PV-, CR- und CB-positiven Zellen zu berechnen (Gerberding et al. 2019). 

2.6.3 Analysen mit ImageJ 

Für die Analysen mit dem Programm ImageJ (V 1.52a, NIH, USA) wurden von den zu 

vergleichenden Schnitten Bilder mit einem Olympus BX51 Mikroskop und einer di-

gitalen Kamera (MoticamPro 282B, Motic, Deutschland) bei einer konstant gehalte-

nen Belichtungszeit und -intensität in einer 100-fachen Vergrößerung aufgenom-

men. Zur Analyse wurden diese Bilder mit dem Programm ImageJ geöffnet und die 

zu untersuchende Region oder einzelne Zellen definiert. Dann wurde das Bild zu ei-

nem 8bit Schwarz-Weiß-Bild konvertiert und anschließend wurde ein einheitlicher 

„Threshold“ Schwellenwert festgelegt. Es folgte die Analyse mit dem ROI Manager, 

der dann einen Flächenanteil („Area Fraction“) ermittelte, die eine Analyse der In-

tensität der DAB-Färbung und somit der Quantifizierung der durch den entspre-

chenden Antikörper gefärbten Zellen ermöglicht. 

2.6.4 Statistik 

Für die statistische Analyse der verschiedenen Versuche wurden ungepaarte t-Tests 

oder Einweg-Varianzanalysen (One-way-ANOVA) durchgeführt, gefolgt von entspre-

chenden post-HOC-Tests (Turkey multiple comparison test). Signifikanzen wurden 

definiert als *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001. Alle Daten wurden als Mittelwerte 

inklusive Standardabweichung vom Mittelwert definiert. Die gesamte Statistik 

wurde mit dem Programm Graph Pad Prism 8.0.2 erstellt (GraphPad software, San 

Diego, USA). Die Kohortengröße (n) variiert je nach Gruppe und wird folgend in den 

Abbildungsbeschreibungen näher beschrieben. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Parvalbumin 

3.1.1 Auszählung der Parvalbumin-positiven Zellen in den WT-, Tg4-42- und 5xFAD-

Mauslinien 

Zur vergleichenden Untersuchung der Zellzahlen der PV-bindenden Zellen in den 

WT-, Tg4-42- und 5xFAD- Mauslinien wurden die Zellen wie in Kapitel 2.4.1 be-

schrieben mit einem PV-Antikörper angefärbt. Dann wurden die PV-positiven Zellen 

mittels des Meander Scan gezählt (siehe Kapitel 2.6.2). Anschließend wurden die 

Messwerte der verschiedenen Mauslinien WT-, Tg4-42- und 5xFAD Mäuse statis-

tisch mit dem Programm Graph Pad Prism analysiert (siehe Kapitel 2.6.4). Die quan-

titative Auswertung ergab in den 5xFAD-Mäusen im Gegensatz zu WT- und Tg4-42-

Tieren eine starke Abnahme der PV-bindenden Zellen. 

Tabelle 4: Ergebnisse der Quantifizierung der Parvalbumin-positiven Zellen. Gefärbt wurden 

Schnitte von WT- (n = 7), Tg4-42- (n = 8) und 5xFAD-Mäusen (n = 5) mit einem PV-Antikörper. Mit-

hilfe des Meander Scans wurden die angefärbten Neurone in drei verschiedenen Bereichen gezählt: 

CA1, CA2/3 und GD. In der Tabelle sind die ausgezählten absoluten Zahlen sowie die auf die WT SH 

normalisierten Zahlen dargestellt.  

Parvalbumin CA1 CA1 
Norm. 

CA2/3 CA2/3 
Norm. 

GD GD 
Norm. 

Gesamt Gesamt 
Norm. 

WT SH 6841 100% 2493 100% 1260 100% 10691 100% 

WT EE 6356 93% 3174 127% 1194 95% 10724 100% 

Tg4-42het SH 6346 93% 2551 102% 1226 97% 10124 95% 

Tg4-42het EE 5625 82% 2399 96% 1143 91% 9225 86% 

5xFAD SH 4090 60% 1210 49% 728 58% 5498 51% 

5xFAD EE 3822 56% 1416 57% 938 74% 6176 58% 

 

3.1.2 Verlust von Parvalbumin-positiven Zellen in der 5xFAD-Mauslinie 

In der Analyse der PV-bindenden Zellen wurde erkennbar, dass die 5xFAD-Mausli-

nie, verglichen zu den WT- und den Tg4-42-Mauslinien in allen drei eingeteilten Be-

reichen des Hippocampus (CA1, CA2/3 und GD) einen signifikanten Verlust in der 

Anzahl der PV-bindenden Zellen zeigten (**p < 0,01, ***p < 0,001). Im Gegensatz 

dazu zeigte sich in den Tg4-42-Mäusen in allen drei Bereichen kein signifikanter Un-

terschied im Vergleich zu den WT-Tieren. 
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Abbildung 7: Analyse der Parvalbumin-positiven Zellen im Hippocampus von WT-, Tg4-42- und 

5xFAD-Mäusen. Schnitte von WT-, Tg4-42- und 5xFAD-Mäusen wurden mit einem PV-Antikörper ge-

färbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen die gefärbten 

Neurone mithilfe eines Meanderscans gezählt wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und (C)–(I) GD. 

In allen Gebieten (J)-(L) wurde ein signifikanter Unterschied der PV-positiven Zellzahlen der 5xFAD-

Mäuse im Vergleich zu denen der WT- bzw. Tg4-42-Mäusen deutlich. Die Zahl der PV-positiven Zellen 

der 5xFAD-Mäuse ist bis zu 50 % geringer als die der anderen Linien. Die Zellzahl der Tg4-42- und 

5xFAD-Mäuse wurde für die Analyse in Bezug auf die WT-Mäuse (100%) normalisiert. Die Graphen 

zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. Ungepaarter t-test: **p < 0,01, ***p < 0,001. n = 5-8 

pro Gruppe. 
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3.1.3 Der Effekt von EE-Bedingungen auf die Anzahl Parvalbumin-positiver Zellen 

3.1.3.1 Leichte Steigerung der Parvalbumin-positiven Zellzahlen in WT-Mäusen 

unter EE-Bedingungen 

Zum Vergleich der PV-bindenden Zellen zwischen SH-Bedingungen und EE-Bedin-

gungen wurden die Zellzahlen mittels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese 

t-Tests ergaben einen signifikanten Unterschied zwischen den unter SH-Bedingun-

gen gehaltenen WT-Mäusen im Vergleich zu den unter EE-Bedingungen gehaltenen 

Tieren im CA2/3 Bereich. Die Anzahl der mit dem Antikörper PV angefärbten Zellen 

der im EE gehaltenen WT-Mäuse war signifikant höher als bei den im SH gehaltenen 

WT-Tieren. 

 

Abbildung 8: Analyse der Parvalbumin-positiven Zellen im Hippocampus von WT-Mäusen unter SH-

Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von WT-Mäusen wurden mit einem PV-Anti-

körper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen die ge-

färbten Neurone mithilfe eines Meanderscans gezählt wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und (C)–

(I) GD. Im CA2/3 (K) konnte ein signifikanter Unterschied der Neuronen Zahlen im SH zum EE in den 

WT-Tieren beobachtet werden. Die Neuronen Zahl der WT-Mäuse im EE wurde für die Analyse in 

Bezug auf die WT-Mäuse im SH (100%) normalisiert. Die Graphen zeigen den Mittelwert ± Stan-

dardabweichung. Ungepaarter t-test: *p < 0,05. n = 7 pro Gruppe. 
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3.1.3.2 Leichter Verlust der Parvalbumin-positiven Zellen in Tg4-42- Mäuse unter EE-

Bedingungen 

Zum Vergleich der PV-bindenden Zellen zwischen SH und EE wurden die Interneu-

ronen der Tg4-42-Mäuse gefärbt, gezählt und mittels Graph Pad Prism statistisch 

analysiert. Diese t-Tests ergaben einen signifikanten Unterschied zwischen den un-

ter SH-Bedingungen gehaltenen Mäusen zu den unter EE-Bedingungen gehaltenen 

Tieren im CA1-Bereich. Die Anzahl der mit dem Antikörper PV angefärbten Zellen 

der im EE gehaltenen WT-Mäuse war signifikant (*p < 0,05) niedriger als bei den im 

SH gehaltenen WT-Tieren.  

 

Abbildung 9: Analyse der Parvalbumin-positiven Zellen im Hippocampus von Tg4-42-Mäusen unter 

SH-Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von Tg4-42-Mäusen wurden mit einem 

PV-Antikörper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen 

die gefärbten Neurone mittels eines Meanderscans gezählt wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und 

(C)–(I) GD. Im CA1 (J) konnte ein signifikanter Unterschied der Zellzahlen im SH im Vergleich zum 

EE der WT-Mäuse beobachtet werden. Die Neuronen Zahl der WT-Mäuse im EE wurde für die Ana-

lyse in Bezug auf die WT-Mäuse im SH (100%) normalisiert. Die Graphen zeigen den Mittelwert ± 

Standardabweichung. Ungepaarter t-test: *p < 0,05. n = 8 pro Gruppe. 
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3.1.3.3 Keine signifikanten Unterschiede der Parvalbumin-positiven Zellen in der 

5xFAD-Mauslinie unter EE-Bedingungen 

Zum Vergleich der PV-bindenden Zellen der 5xFAD-Mäuse unter SH-Bedingungen 

und EE-Bedingungen wurden die Schnitte der 5xFAD-Mäuse gefärbt, quantifiziert 

und mittels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese t-Tests ergaben keinen sig-

nifikanten Unterschied in allen Bereichen des Hippocampus zwischen den WT-Tie-

ren im EE und im SH (*p < 0,5). 

 

Abbildung 10: Analyse der Parvalbumin-positiven Zellen im Hippocampus von 5xFAD-Mäusen unter 

SH-Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von 5xFAD-Mäusen wurden mit einem 

PV-Antikörper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen 

die gefärbten Neurone mithilfe eines Meanderscans gezählt wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und 

(C)–(I) GD. Es konnte kein signifikanter Unterschied der Neuronen Zahlen im SH im Vergleich zum 

EE in den 5xFAD-Mäusen beobachtet werden. Die Neuronen Zahl der 5xFAD-Mäuse im EE wurde für 

die Analyse in Bezug auf die 5xFAD-Mäuse im SH (100%) normalisiert. Die Graphen zeigen den Mit-

telwert ± Standardabweichung. n = 5 pro Gruppe. 
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3.2 Calretinin 

3.2.1 Auszählung der Calretinin-positiven Zellen in den WT-, Tg4-42- und 5xFAD-

Mauslinien 

Die CR-bindenden Zellen wurden wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben angefärbt, um 

eine Quantifizierung der Zellen mittels des Meanderscans durchzuführen (siehe Ka-

pitel 2.6.2). Anschließend wurden die Zahlen der verschiedenen Mauslinien WT, 

Tg4-42 und 5xFAD statistisch mit dem Programm Graph Pad Prism analysiert (siehe 

Kapitel 2.6.4). Die quantitative Auswertung zeigte in den 5xFAD-Mäusen im Gegen-

satz zu WT- und Tg4-42-Tieren eine starke Abnahme der CR-bindenden Zellen. 

Tabelle 5: Ergebnisse der Quantifizierung der Calretinin-positiven Zellen. Gefärbt wurden Schnitte 

von WT- (n = 7), Tg4-42- (n = 8) und 5xFAD-Mäusen (n = 5) mit einem CR-Antikörper. Mithilfe eines 

Meanderscans wurden die angefärbten Zellen in drei verschiedenen Bereichen gezählt: CA1, CA2/3 

und GD. In der Tabelle sind die ausgezählten absoluten Zahlen sowie die auf die WT SH normalisier-

ten Zahlen dargestellt.  

Calretinin CA1 CA1 
Norm. 

CA2/3 CA2/3 
Norm. 

GD GD 
Norm. 

Gesamt Gesamt 
Norm. 

WT SH 6904 100% 2630 100% 5694 100% 15229 100% 

WT EE 5620 81% 3027 115% 6867 121% 15514 102% 

Tg4-42het SH 6065 88% 2456 93% 6203 109% 14343 94% 

Tg4-42het EE 5463 79% 1948 74% 4623 81% 12033 79% 

5xFAD SH 4104 59% 1265 48% 5278 93% 10894 72% 

5xFAD EE 3380 49% 1088 41% 4236 74% 8704 57% 
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3.2.2 Verlust von Calretinin-positiven Zellen im CA1 in der 5xFAD-Mauslinie  

Sichtbar wurde, dass die 5xFAD-Mäuse im CA1, verglichen zu den WT- und den Tg4-

42-Mäusen einen signifikanten Verlust in der Anzahl der CR-bindenden Zellen zei-

gen. In den anderen beiden Bereichen zeigte sich kein signifikanter Unterschied. 

 

Abbildung 11: Analyse der Calretinin-positiven Zellen im Hippocampus von WT-, Tg4-42- und 

5xFAD-Mäusen. Schnitte von WT-, Tg4-42- und 5xFAD-Mäusen wurden mit einem CR-Antikörper 

und einer DAB-Free Floating Färbung gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Berei-

che eingeteilt, in denen die gefärbten Neurone mithilfe eines Meanderscans gezählt wurden: (A)-(G) 

CA1, (B)-(H) CA2/3 und (C)–(I) GD. Im CA1 (G) wurde ein signifikanter Unterschied zwischen WT- 

bzw. Tg4-42- zu den 5xFAD-Mäusen deutlich. Die CR-positive Zellzahl der 5xFAD-Mäuse ist im Mittel 

bis zu 40 % geringer als die der anderen Linien. Die Zellzahl der Tg4-42- und 5xFAD-Mäuse wurde 

für die Analyse in Bezug auf die WT-Tiere (100%) normalisiert. Die Graphen zeigen den Mittelwert 

± Standardabweichung. Ungepaarter t-test: *p < 0,05, **p < 0,01. n = 5-8 pro Gruppe. 
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3.2.3 Der Effekt von EE-Bedingungen auf die Anzahl Calretinin-positiver Zellen 

3.2.3.1 Keine signifikanten Unterschiede der Calretinin-positiven Zellen in WT-Tieren 

unter EE-Bedingungen 

Zum Vergleich der CR-bindenden Zellen unter SH und EE wurden die Schnitte ge-

färbt, quantifiziert und mittels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese t-Tests 

ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen den unter SH-Bedingungen ge-

haltenen WT-Mäusen zu den unter EE-Bedingungen gehaltenen WT-Mäusen.  

 

Abbildung 12: Analyse der Calretinin-positiven Zellen im Hippocampus von WT-Mäusen unter SH-

Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von WT-Mäusen wurden mit einem CR-Anti-

körper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen die ge-

färbten Neurone mithilfe eines Meanderscans gezählt wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und (C)–

(I) GD. Es konnte kein signifikanter Unterschied der Neuronen Zahlen im SH im Vergleich zum EE in 

den WT-Mäusen beobachtet werden. Die Neuronen Zahl der WT-Mäuse unter EE-Bedingungen 

wurde für die Analyse in Bezug auf die WT-Mäuse unter SH Bedingungen (100%) normalisiert. Die 

Graphen zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. n = 7 pro Gruppe. 

3.2.3.2 Verlust Calretinin-positiver Zellen in Tg4-42-Tieren unter EE-Bedingungen 

Zum Vergleich der Anzahl der CR-bindenden Zellen zwischen SH-Bedingungen und 

EE-Bedingungen wurden die Schnitte der Tg4-42-Mäuse gefärbt, quantifiziert und 

mittels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese t-Tests ergaben einen 
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signifikanten Verlust der CR-positiven Zellen der unter EE-Bedingungen gehaltenen 

Tg4-42-Mäuse im GD.  

 

Abbildung 13: Analyse der Calretinin-positiven Zellen im Hippocampus von Tg4-42-Mäusen unter 

SH-Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von Tg4-42-Mäusen wurden mit einem 

CR-Antikörper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen 

die angefärbten Neurone mittels eines Meanderscans gezählt wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 

und (C)–(I) GD. Im GD (L) konnte ein signifikanter Verlust der CR-positiven Zellzahl unter SH-

Bedingungen im Vergleich zu EE-Bedingungen in den WT-Mäusen beobachtet werden. Die Neuronen 

Zahl der Tg4-42-Mäuse unter EE-Bedingungen wurde für die Analyse in Bezug auf die WT-Mäuse 

unter SH-Bedingungen (100%) normalisiert. Die Graphen zeigen den Mittelwert ± Standardabwei-

chung. Ungepaarter t-test: **p < 0,01. n = 8 pro Gruppe. 
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3.2.3.3 Keine signifikanten Unterschiede der Calretinin-positiven Zellanzahl in 5xFAD-

Tieren unter EE-Bedingungen 

Zum Vergleich der CR-bindenden Zellen der 5xFAD-Mäuse unter SH-Bedingungen 

und EE-Bedingungen wurden die Schnitte der 5xFAD-Mäuse gefärbt, quantifiziert 

und mittels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese t-Tests zeigten keinen sig-

nifikanten Unterschied in allen Bereichen des Hippocampus zwischen den WT-Mäu-

sen unter EE-Bedingungen im Vergleich zu SH-Bedingungen. 

 

Abbildung 14: Analyse der Calretinin-positiven Zellen im Hippocampus von 5xFAD-Mäusen unter 

SH-Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von 5xFAD-Mäusen wurden mit einem 

CR-Antikörper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen 

die angefärbten Zellen mittels eines Meanderscans gezählt wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und 

(C)–(I) GD. Es konnte kein signifikanter Unterschied der Zellzahlen der 5xFAD-Mäuse unter SH-

Bedingungen im Vergleich zu EE-Bedingungen beobachtet werden. Die Zellzahl der 5xFAD-Mäuse 

unter EE-Bedingungen wurde für die Analyse in Bezug auf die 5xFAD-Mäuse unter SH-Bedingungen 

(100%) normalisiert. Die Graphen zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. n = 5 pro Gruppe. 
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3.3 Calbindin 

3.3.1 Analyse der Calbindin-positiven Fläche in den WT-, Tg4-42- und 5xFAD-

Mauslinien 

Zur vergleichenden Untersuchung der CB-bindenden Zellen wurden die Präparate 

wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben mit einem CB-Antikörper angefärbt, um eine Ana-

lyse der gefärbten Flächenanteile mittels ImageJ durchzuführen (siehe Kapitel 

2.6.3). Anschließend wurden die Messwerte der verschiedenen Mauslinien WT, Tg4-

42 und 5xFAD statistisch mittels Graph Pad Prism analysiert (siehe Kapitel 2.6.4). 

Die quantitative Auswertung zeigte in der 5xFAD-Mauslinie einen starken Verlust 

der CB-bindenden Zellen. 

Tabelle 6: Ergebnisse der Quantifizierung der Calbindin-positiver Flächen. Gefärbt wurden Schnitte 

von WT-, Tg4-42- und 5xFAD-Mäusen mit einem CB-Antikörper. Mittels dem Programm ImageJ 

wurde die Intensität der Färbung drei verschiedener Bereiche analysiert: CA1, CA2/3 und GD. In der 

Tabelle sind die Intensitäten der Flächen in % und die auf die WT SH normalisierten Intensitäten in 

% dargestellt.  

Calbindin CA1 CA1 
Norm. 

CA2/3 CA2/3 
Norm. 

GD GD 
Norm. 

Gesamt Gesamt 
Norm. 

WT SH 28% 100% 16% 100% 66% 100% 34% 100% 
WT EE 16% 58% 16% 101% 42% 63% 23% 66% 
Tg4-42 SH 32% 116% 18% 117% 68% 102% 38% 110% 
Tg4-42 EE 20% 72% 14% 87% 47% 71% 27% 79% 
5xFAD SH 9% 32% 3% 21% 9% 14% 7% 21% 
5xFAD EE 6% 22% 6% 37% 24% 36% 11% 32% 
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3.3.2 Verlust von Calbindin-positiver Fläche im Hippocampus in der 5xFAD-

Mauslinie 

In der Auswertung der Calbindin-bindenden Zellen wurde sichtbar, dass die 5xFAD-

Mauslinie in allen drei analysierten Bereichen des Hippocampus (CA1, CA2/3 und 

GD) einen signifikanten Verlust im Flächenanteil der CB-bindenden Zellen zeigten.  

 

Abbildung 15: Analyse der Calbindin-positiven Fläche im Hippocampus von WT-, Tg4-42- und 

5xFAD-Mäusen. A) – I) Immunhistochemische DAB-Färbung mit dem primären Antikörper CB. Der 

Hippocampus wurde in drei Bereiche eingeteilt, die separat voneinander analysiert wurden: CA1, 

CA2/3 und GD. Analysiert wurden WT- (n = 7), Tg4-42- (n = 8) und 5xFAD-Mäuse (n = 5). J-L) In allen 

drei Bereichen zeigte sich ein signifikanter Unterschied (***p < 0,001) in dem gefärbten Flächenan-

teil mit CB der 5xFAD-Mäuse im Vergleich zu den WT-Mäusen. Der Flächenanteil der Tg4-42- und 

5xFAD-Mäuse wurde für die Analyse in Bezug auf die WT-Mäuse (100%) normalisiert. Die Graphen 

zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. Ungepaarter t-test: *p < 0,05, ***p < 0,001. n = 5-8 pro 

Gruppe. 
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3.3.3 Der Effekt von EE-Bedingungen auf die Immunreaktion Calbindin-positiver 

Fläche 

3.3.3.1 Verlust von Calbindin-positiver Fläche in der WT-Mauslinie unter EE-

Bedingungen 

Zum Vergleich der Calbindin-positiven Fläche zwischen SH-Bedingungen und EE-

Bedingungen wurden die Schnitte mit einem CB-Antikörper angefärbt. Der Flächen-

anteil der angefärbten Zellen wurde mit dem Programm ImageJ analysiert und mit-

tels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese t-Tests ergaben einen signifikanten 

Unterschied zwischen den unter SH-Bedingungen gehaltenen WT-Mäusen im Ver-

gleich zu den unter EE-Bedingungen gehaltenen Mäusen im CA1- und GD-Bereich 

(**p < 0,01).  

 

Abbildung 16: Analyse der Calbindin-positiven Fläche im Hippocampus von WT-Mäusen unter SH-

Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von WT-Mäusen wurden mit einem CB-Anti-

körper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen die ge-

färbte Fläche mittels ImageJ analysiert wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und (C)–(I) GD. Es konnte 

ein signifikanter Unterschied der Intensität der angefärbten Flächen unter SH-Bedingungen im 

Vergleich zu EE-Bedingungen im CA1 (J) und GD (L) beobachtet werden. Die angefärbte Fläche der 

WT-Mäuse im EE wurde für die Analyse in Bezug auf die WT-Mäuse im SH (100%) normalisiert. Die 
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Graphen zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. Ungepaarter t-test: **p < 0,01. n = 7 pro 

Gruppe. 

3.3.3.2 Keine signifikanten Unterschiede in der Tg4-42-Mauslinie unter EE-

Bedingungen 

Zum Vergleich der CB-positiven Fläche in Tg4-42-Mäusen zwischen SH-Bedingun-

gen und EE-Bedingungen wurden die Schnitte der Tg4-42-Mäuse mit einem CB-An-

tikörper gefärbt, der Flächenanteil mit dem Programm ImageJ quantifiziert und mit-

tels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese t-Tests ergaben keinen Unterschied 

zwischen den unter SH-Bedingungen gehaltenen Mäusen im Vergleich zu den unter 

EE-Bedingungen gehaltenen Mäusen. 

 

Abbildung 17: Analyse der Calbindin-positiven Fläche im Hippocampus von Tg4-42-Mäusen unter 

SH-Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von Tg4-42-Mäusen wurden mit einem 

CB-Antikörper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen 

die gefärbten Neurone mittels ImageJ analysiert wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und (C)–(I) GD. 

Es konnte kein signifikanter Unterschied der Immunreaktivität der angefärbten Flächen unter SH-

Bedingungen im Vergleich zu EE-Bedingungen beobachtet werden. Die Immunreaktivität der Tg4-

42-Mäuse im EE wurde für die Analyse in Bezug auf die der Tg4-42-Mäuse im SH (100%) normali-

siert. Die Graphen zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. n = 7 pro Gruppe. 
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3.3.3.3 Keine signifikanten Ergebnisse der Calbindin-positiven Fläche in der 5xFAD-

Mauslinie unter EE-Bedingungen 

Zum Vergleich der CB-bindenden Fläche der 5xFAD-Mäuse zwischen SH-Bedingun-

gen und EE-Bedingungen wurden die Schnitte der 5xFAD-Mäuse mit einem CB-An-

tikörper gefärbt, der Flächenanteil mit dem Programm ImageJ quantifiziert und mit-

tels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese t-Tests zeigten keinen signifikan-

ten Unterschied in allen Bereichen des Hippocampus zwischen den unter SH-Bedin-

gungen gehaltenen WT-Mäusen und den unter EE-Bedingungen gehaltenen Tieren. 

 

Abbildung 18: Analyse der Calbindin-positiven Fläche im Hippocampus von 5xFAD-Mäusen unter 

SH-Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von 5xFAD-Mäusen wurden mit einem 

CB-Antikörper gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen 

die gefärbte Fläche mittels ImageJ analysiert wurden: (A)-(G) CA1, (B)-(H) CA2/3 und (C)–(I) GD. Es 

konnte kein signifikanter Unterschied der Intensität der angefärbten Flächen unter SH-Bedingungen 

im Vergleich zu EE-Bedingungen beobachtet werden. Die Neuronen Zahl der 5xFAD-Mäuse unter EE-

Bedingungen wurde für die Analyse in Bezug auf die 5xFAD-Mäuse unter SH-Bedingungen (100%) 

normalisiert. Die Graphen zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. n = 5 pro Gruppe.  
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3.4 Amyloid-Plaques 

3.4.1 Analyse der Amyloid-Pathologie in der 5xFAD-Mauslinie 

Die 5xFAD-Mauslinie exprimiert als pathologisches Korrelat zum Morbus Alzheimer 

pathologisches Aβ, welches sich extrazellulär in Amyloid-Plaques im neuronalen Ge-

webe ablagert (siehe Kapitel 1.1.3 und Kapitel 2.2.3). Für die Analyse der Amyloid-

Pathologie in der 5xFAD-Mauslinie wurden Paraffin Schnitte der 5xFAD-Mäuse mit 

dem Antikörper 4G8 (Aβ) gefärbt (siehe Kapitel 2.4.2). Daraufhin wurden mittels 

des Programmes ImageJ die Flächenanteile der 4G8 (Aβ) positiven Amyloid-Plaques 

bestimmt (siehe Kapitel 2.6.3). Die statistische Analyse wurde mit dem Programm 

Graph Pad Prism durchgeführt (siehe Kapitel 2.6.4).  

 

Tabelle 7: Ergebnisse der Quantifizierung der Amyloid-Plaques in der 5xFAD-Mauslinie. Gefärbt wurden 

Paraffin Schnitte von 5xFAD-Mäusen mit dem Antikörper 4G8 (Aβ). Mittels ImageJ wurde der Anteil der 

Amyloid-Plaques in drei verschiedenen Bereichen analysiert: CA1, CA2/3 und GD. In der Tabelle sind die 

analysierten Intensitäten der 4G8 (Aβ) positiven Flächen von 5xFAD-Mäusen unter SH-Bedingungen in 

% und die von 5xFAD-Mäusen unter EE-Bedingungen in % aufgeführt.  

Flächenan-
teil 
Amyloid-
Plaques 

CA1 
SH 

CA1 
EE 

CA2/3 
SH 

CA2/3  
 EE 

GD  
SH 

GD 
EE 

Gesamt 
SH 

Gesamt 
EE 

5xFAD Tier 1 9% 14% 5% 5% 9% 9% 12% 14% 
5xFAD Tier 2 7% 12% 6% 5% 11% 11% 14% 13% 
5xFAD Tier 3 10% 12% 7% 4% 17% 12% 16% 15% 
5xFAD Tier 4 8% 12% 7% 4% 10% 8% 12% 11% 
5xFAD Tier 5 8% 13% 7% 8% 10% 11% 16% 14% 
Mittelwert 8% 12% 7% 5% 11% 10% 14% 13% 

 

 
 

3.4.2 Flächenanteil der Amyloid-Plaques am höchsten im Gyrus Dentatus 

Sichtbar wurde, dass die 5xFAD-Mäuse im GD verglichen zu den Bereichen CA1, CA2/3 

einen signifikant höheren Flächenanteil der 4G8(Aβ)-positiven Amyloid-Plaques zeig-

ten.  
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Abbildung 19: Analyse der Flächenanteile der Amyloid-Plaques in 5xFAD-Mäusen A) – C) Immunhisto-

chemische DAB-Färbung mit dem Amyloid-Plaques anfärbenden Antikörper 4G8 (Aβ). Der Hippocampus 

wurde in drei Bereiche eingeteilt, die separat voneinander analysiert wurden: CA1, CA2/3 und GD. Ana-

lysiert wurden Mäuse der 5xFAD-Mauslinie. A-C) Im GD ist der Plaque-Anteil mit 11% am höchsten. Die 

Graphen zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. Ungepaarter t-test: **p < 0,01. n = 5 pro Gruppe. 

3.4.3 Der Effekt von EE-Bedingungen auf die Amyloid-Plaquepathologie 

Zum Vergleich der Flächenanteile der Amyloid-Plaques der 5xFAD-Mäuse unter SH-Be-

dingungen zu denen unter EE-Bedingungen wurden die Schnitte der 5xFAD-Mäuse mit 

dem Aβ anfärbenden Antikörper 4G8 (Aβ) gefärbt, der Flächenanteil mit dem Pro-

gramm ImageJ quantifiziert und mittels Graph Pad Prism statistisch analysiert. Diese t-

Tests zeigten den einen höheren Amyloid-Plaqueanteil im CA1-Bereich des Hippocam-

pus der 5xFAD-Mäuse unter EE-Bedingungen im Vergleich zu denen unter SH-Bedin-

gungen.  
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Abbildung 20: Analyse der Flächenanteile der Amyloid-Plaques im Hippocampus von 5xFAD-Mäusen 

unter SH-Bedingungen verglichen mit EE-Bedingungen. Schnitte von 5xFAD Mäusen wurden mit dem An-

tikörper 4G8 (Aβ) gefärbt. Der Hippocampus wurde für die Analyse in drei Bereiche eingeteilt, in denen 

die Plaque-Pathologie mittels ImageJ analysiert wurden: (A)-(J) CA1, (B)-(K) CA2/3 und (C)–(L) GD. Es 

konnte ein signifikanter Unterschied der Flächenanteile im SH zum EE im CA1-Bereich beobachtet 

werden (*p < 0,05). Die Graphen zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung. Ungepaarter t-test: *p < 

0,05. n = 5 pro Gruppe. 

 

  

  

  

 

  



3 Ergebnisse 43 

3.4.4 Korrelation der Interneuron-Verluste mit dem Amyloid-Plaque-Anteil 

Um eine mögliche Korrelation zwischen den Interneuron-Verlusten und dem Amy-

loid-Plaque-Anteil darzustellen wurden Korrelationsrechnungen in den verschiede-

nen Arealen des Hippocampus durchgeführt. Statistisch wurden dabei die Korrela-

tionen nach Pearson oder nach Spearman mithilfe des Programmes Graph Pad Prism 

durchgeführt. 

 

Abbildung 21: Korrelationen der PV-, CR- und CB-positiven Zahlen unter SH-Bedingungen mit dem 

Plaque Anteil der Mauslinien WT, Tg4-42 und 5xFAD. Im CA1 kann in der 5xFAD-Mauslinie ein nega-

tiver linearer Zusammenhang der Interneuronen-Zahl zu dem Plaque Anteil dargestellt werden. 

Auch im CA2/3- und GD-Areal besteht eine negative Korrelation der PV- und CB-positiven Zellzahlen 

in der 5xFAD-Mauslinie zum Plaque Anteil.  
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4 Diskussion 

 

4.1 Calcium-bindende Proteine und ihre Bedeutung für die Zelle im 

Rahmen einer Alzheimer Erkrankung 

Das Augenmerk der aktuellen Alzheimer Forschung liegt derzeit nicht mehr nur auf 

den klassischen Hypothesen, wie die Amyloid-Hypothese oder die Tau-Hypothese, 

sondern vermehrt auf anderen Pathologien, wie die Inflammation oder auch der 

Neuronenverlust. Dieser Neuronenverlust scheint aber in der Tier-Forschung 

schwieriger nachzuvollziehen zu sein. Eine aktuelle Studie beschäftigte sich aus-

führlich mit dem Neuronenverlust der unterschiedlichen Alzheimer-Mausmodellen 

und verglichen diese miteinander (Wirths und Zampar 2020). In den beiden hier 

untersuchten Tiermodellen wurde in dieser Arbeit eine unterschiedliche Ausprä-

gung der Neuronenverluste festgestellt.  

Das weit verbreitete 5xFAD-Mausmodell ist eine transgene Linie, in der der Neuro-

nenverluste quantitativ erfasst wurde. Interessanterweise gehen intraneuronale 

Aβ-Akkumulationen auch bei 5xFAD-Mäusen der extrazellulären Plaque-Ablage-

rung voraus. Diese Mäuse zeigen einen frühen Beginn der Amyloid-Plaque-Ablage-

rung und weisen einen Neuronenverlust in der kortikalen Schicht V und im Subicu-

lum auf (Oakley et al. 2006). Stereologische Quantifizierungen bestätigten einen sig-

nifikanten Verlust von kortikalen Neuronen der Schicht V im Alter von neun und 

zwölf Monaten (Jawhar et al. 2012). Im Alter von zwölf Monaten wurde keine Re-

duktion der Neuronenanzahl in der CA1-Schicht festgestellt, die trotz erheblicher 

APP-Expression keine intraneuronale Aβ-Immunreaktivität aufweist. Diese Be-

obachtung ist ein weiterer Beleg für die Annahme, dass die intrazelluläre Lokalisa-

tion des Amyloid-Peptids eng mit der Neurotoxizität verbunden ist (Jawhar et al. 

2012). Es muss jedoch angemerkt werden, dass in einer anderen Studie ein Verlust 

von Pyramidenneuronen im Ammonshorn des Hippocampus berichtet wurde, der 

nach Deletion von endogenem murinem Tau gerettet werden konnte (Leroy et al. 

2012). 

Das transgene Mausmodell-Tg4-42, welches Aβ4-42 unter der Kontrolle des neuro-

nenspezifischen Thy1-Promotors exprimiert, wurde als Werkzeug zur Beurteilung 

der In-vivo-Toxizität dieses Peptids entwickelt. In guter Übereinstimmung mit an-

deren Maus-Modellen, die nur spezifische Aβ-Peptidvarianten exprimieren, entwi-

ckeln diese Mäuse keine extrazelluläre Amyloid-Pathologie (Bouter et al. 2013), son-

dern eine robuste intraneuronale Aβ-Akkumulation, hauptsächlich im 
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Hippocampus. Sie entwickeln Defizite im räumlichen Bezug und im Objekterken-

nungsgedächtnis, die mit einem robusten Neuronenverlust in der CA1-Pyramiden-

schicht in einer Gendosis-abhängigen Weise korrelieren (Antonios et al. 2013; Bou-

ter et al. 2013; Hüttenrauch et al. 2016b), sowie motorische Defizite (Wagner et al. 

2019) und eine reduzierte Neurogenese (Gerberding et al. 2019).  

Somit blieb die Frage offen, wie sich die anderen Zellpopulationen in diesen Maus-

modellen verhalten. Um die Interneuronen zu untersuchen, wurden diese mit Anti-

körpern gegen die von ihnen exprimierten Calcium-bindenden Proteine markiert. 

Die für diese Arbeit untersuchten Calcium-bindenden Proteine PV, CR und CB sind 

als Calcium-Puffer für das Gleichgewicht des Neuronalen Netzwerkes wichtig (Heiz-

mann 1992; Gall et al. 2003). Der Verlust der Calcium-bindenden Proteine bzw. der 

Interneuronen, die diese enthalten und für deren Aufgabe die Aufrechterhaltung des 

Calciumspiegels eine wesentliche Rolle spielt, könnte eine wichtige pathologische 

Veränderung des Morbus Alzheimer darstellen. Am Anfang dieser Arbeit stand also 

die Frage, inwiefern Veränderungen dieser GABAergen Interneuronen bzw. der un-

tersuchten Calcium-bindenden Proteinen in den Mausmodellen Tg4-42 und 5xFAD 

zu neuropathologischen Veränderungen führen.  

Die PV-bindenden Zellen gehören zu der Gruppe der GABAergen Interneuronen im 

Hippocampus (Baimbridge et al. 1992; Klausberger 2009). Bei der Quantifizierung 

mit dem Antikörper PV angefärbten Interneuronen zeigte sich in den Ergebnissen 

dieser Arbeit ein ausgeprägter Verlust dieser Zellpopulation in der 5xFAD-Mausli-

nie. In allen analysierten Arealen des Hippocampus (CA1, CA2/3 und GD) konnte ein 

signifikanter Verlust der PV-positiven Zellen in der 5xFAD-Mauslinie beobachtet 

werden. Die Beobachtung deckt sich mit einigen früher publizierten Untersuchun-

gen anderer Mauslinien oder auch der Ratte (Huh et al. 2016). Eine transgene Maus-

linie, die ebenfalls durch eine starke Amyloidose gekennzeichnet ist, wurde auch im 

Hinblick auf die Anzahl PV-positiver Zellen untersucht: In homozygoten 

APP/PS1ΔEx9-Mäusen wurden altersabhängig verminderte Zahlen von CR-, PV-, So-

matostatin- oder CB-positiven Interneuronen in den piriformen und lateralen en-

torhinalen Kortizes beschrieben (Saiz-Sanchez et al. 2012). APP695swe/PS1A246E-

Mäuse zeigten im Alter von 14 Monaten einen signifikanten Verlust von sowohl CR- 

als auch PV-positiven Zellen im DG, wobei die Reduktion in der polymorphen Schicht 

am deutlichsten war (Popović et al. 2008). Bei 6 Monate alten TgCRND8-Mäusen 

wurden PV-positive Zellen quantifiziert, wobei PV-Neuronen nur im Stratum oriens 

der CA3-Region signifikant reduziert waren (Albuquerque et al. 2015). Andererseits 

wurden signifikante Reduktionen der PV-positiven Zellen in der CA1/2-Schicht und 

im Subiculum in der gleichen Mauslinie bereits im Alter von 1 Monat berichtet, ei-

nem Zeitpunkt vor der Ablagerung von Aβ-Peptiden in Form von Amyloid-Plaques 
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(Mahar et al. 2016). 3xTg-Mäuse im Alter von 18 Monaten zeigten eine Abnahme der 

CR- und PV-positiven Zellen in der CA1-Schicht von ∼33 % bzw. ∼52 % (Zallo et al. 

2018), was in etwa der Größenordnung entspricht, die in der aktuellen Studie beo-

bachtet wurde (∼40 % sowohl für CR als auch PV in der CA1). Auch in anderen Hirn-

regionen von 5xFAD-Mäusen wie z. B. in der kortikalen Schicht IV oder auch in tiefen 

Schichten des cingulären und sekundären motorischen Kortex konnte ein signifi-

kanter Verlust der PV-bindenden Zellen festgestellt werden (Flanigan et al. 2014; 

Ali et al. 2019). Neuroimaging-Studien lieferten Hinweise auf eine ~10%ige Ab-

nahme des Hippocampus-Volumens bei 5xFAD-Mäusen im Vergleich zu WT im Alter 

von 13 Monaten (Macdonald et al., 2014). Die beobachtete Reduktion der CR- und 

PV-positiven Neuronenanzahl von ∼30 % für CR- und mehr als 40 % für PV-positive 

Zellen legt jedoch nahe, dass der Volumenverlust allein nicht ausreicht, um diese 

Beobachtung zu erklären. In gealterten APP/PS1KI-Mäusen (Takahashi et al. 2010), 

einem aggressiven Modell, das nachweislich einen ∼50%igen Verlust von CA1-Neu-

ronen und eine robuste Amyloid-Plaque-Pathologie in Hirnregionen wie Kortex und 

Hippocampus aufweist, , konnte eine signifikante Reduktion von PV- und CR-positi-

ven Neuronen in CA1/2 und DG gezeigt werden (Casas et al. 2004). Interessanter-

weise wurde im letztgenannten Modell keine Veränderung der PV- und CR-positiven 

Neuronen in den Schichten V und VI des frontalen Kortex festgestellt, obwohl mas-

sive Thioflavin S-positive Amyloid-Ablagerungen vorhanden und pyramidale Neu-

ronen in diesem kortikalen Bereich signifikant reduziert (>30%) waren (Lemmens 

et al. 2011). In humanen Gehirnen von an Alzheimer erkrankten Menschen zeigte 

sich ebenfalls ein Verlust PV-positiver Zellen (Arai et al. 1987; Brady und Mufson 

1997; Sanchez-Mejias et al. 2020), während in einigen Studien jedoch kein PV-Ver-

lust festgestellt werden konnte (Hof et al. 1991; Leuba et al. 1998). Der starke Ver-

lust der PV-positiven Zellen in der 5xFAD-Mauslinie wirft die Frage auf, welche pa-

thologischen Veränderung in der 5xFAD-Mauslinie für diesen neurodegenerativen 

Prozess verantwortlich sein kann. In den Gehirnen dieser Tiere findet man extrazel-

luläre Amyloid-Plaques (siehe Kapitel 1.2.2), die in Verbindung mit dem starken In-

terneuronenverlust gebracht werden könnten (siehe Kapitel 4.2). Warum nun die 

Tg4-42-Mauslinie nicht derart von dem Interneuronen-Verlust betroffen ist, obwohl 

in dieser Mauslinie ein starker allgemeiner Neuronenverlust im Hippocampus und 

auch starke kognitive Einschränkungen beschrieben wurden (Bouter et al. 2013), 

wirft weitere Fragen auf. Es könnte also sein, dass die hier untersuchten PV-positi-

ven Interneuronen besonders vulnerabel auf die im 5xFAD-Mausmodell vorhande-

nen Amyloid-Plaques reagieren. Neuere Daten deuten darauf hin, dass Behand-

lungsansätze, die darauf abzielen, die Übererregbarkeit von PV-Interneuronen zu 

verhindern, langfristig positive Auswirkungen auf das Gedächtnis und die Aktivität 
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des hippocampalen Netzwerks haben und sogar zu einer verringerten Ablagerung 

von Aβ-Plaques führen könnten (Hijazi et al. 2019).  

Die CR-positiven Zellen gehören ebenfalls zur Gruppe der GABAergen Interneuro-

nen im Hippocampus. Sie sollen wichtige inhibitorische Aufgaben übernehmen, um 

das Gleichgewicht im neuronalen Netzwerk aufrecht zu erhalten und z. B. Lernpro-

zesse zu ermöglichen (Gulyás et al. 1996). In der hier erfolgten Quantifizierung der 

CR-positiven Zellen zeigt sich wie auch schon bei den PV-positiven Zellen ein Verlust 

im 5xFAD-Mausmodell, der in der CA1- und CA2/3-Region am stärksten ausgeprägt 

war. Dies verstärkt die Vermutung, dass der Verlust an Interneuronen, durch die das 

5xFAD-Mausmodell definierenden Amyloid-Plaques verursacht worden sein 

könnte. Auch CR-positive Zellen wurden schon in anderen Mausmodellen, Spezies 

und Hirnarealen untersucht. Es zeigte sich auch in anderen Mausmodellen, wie z. B. 

im APP751SL/PS1M146L-Mausmodell ein CR-Verlust im Hippocampus bereits ab 

einem Alter der Mäuse von 4 Monaten (Baglietto-Vargas et al. 2010). In humanen 

Gehirnen von Patienten mit Morbus Alzheimer wurden bisher widersprüchliche 

Vulnerabilitäten der CR-positiven Zellen berichtet, mit einem Zellverlust im Kortex 

(Saiz-Sanchez et al. 2015) und keiner Veränderung im Hippocampus (Brion und 

Résibois 1994).  

Als drittes Calcium-bindendes Protein wurde in dieser Arbeit CB betrachtet. Es 

kommt in GABAergen Interneuronen vor, aber auch in Pyramidenzellen und Kör-

nerzellen des GD (Sloviter et al. 1991; Stefanits et al. 2014). Die 5xFAD Mäuse zeigen 

einen deutlichen Verlust CB-positiver Zellen in allen Bereichen des Hippocampus. 

CB wurde in zuvor veröffentlichten wissenschaftlichen Arbeiten häufig separat von 

den anderen Calcium-bindenden Proteinen betrachtet. Es scheint einen besonderen 

Stellenwert in den neuronalen Aufgaben und bei der Alzheimer Erkrankung einzu-

nehmen. Zuvor wurde gesehen, dass es in dem hAPP-Mausmodell zu einem Verlust 

des CBs kommen kann (Palop et al. 2003). In menschlichen Gehirnen von Alzheimer 

Patienten konnte ein Verlust CB-bindender Zellen im Hippocampus beobachtet wer-

den (Iacopino und Christakos 1990; Geula et al. 2003).  
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4.2 Der Einfluss der Amyloid-Pathologie auf die Zahl der Interneuronen 

Da vor allem der starke Verlust aller drei untersuchten Calcium-bindenden Proteine 

in der 5xFAD-Mauslinie auffiel, wurde in dieser Arbeit das Ausmaß der Amyloid-

Pathologie in den Gehirnen derselben Tiere untersucht, um einen Zusammenhang 

zwischen den Plaques und dem Interneuronenverlust zu objektivieren. Eine Assozi-

ation von Neuronenverlust und Amyloid-Plaques wurde schon vermehrt beschrie-

ben (Moreno-Gonzalez et al. 2009; Wirths und Zampar 2020). Auch in dieser Arbeit 

wurde die Amyloid-Belastung in den drei definierten Bereichen CA1, CA2/3 und GD 

quantifiziert (siehe Kapitel 3.4). In allen drei definierten Regionen ist im 5xFAD-

Mausmodell im Alter von 12 Monaten eine ausgeprägte Amyloidose zu finden. Ge-

messen an der relativen Fläche scheint diese im GD am deutlichsten ausgeprägt, ge-

folgt von CA1 und der CA2/3-Region. Die PV-bindenden Zellen zeigten ebenfalls ei-

nen starken Verlust im GD, was die Vermutung nahelegte, dass diese Zellen sehr vul-

nerabel auf das extrazelluläre Aβ reagieren. Im Gegensatz dazu war der Verlust der 

CR-bindenden Zellen in CA1 am höchsten und im GD nicht signifikant. Auch die CB-

bindenden Zellen zeigten ein anderes Verteilungsmuster und waren in allen drei Be-

reichen stark reduziert. Eventuell reichen schon wenige Plaques aus, um in allen Be-

reichen zu einem starken Verlust des Calcium-bindenden Proteins CB zu führen. Der 

beobachtete Interneuronenverlust in der 5xFAD-Mauslinie und die dargestellte Kor-

relation zwischen Interneuronenverlusts und Amyloid-Belastung (siehe Kapitel 

3.4.4) unterstützt also frühere Beobachtungen, die den Verlust von CR-Interneuro-

nen mit dem Auftreten von extrazellulären Aβ-Ablagerungen und der Bildung von 

dystrophischen Neuriten in Verbindung brachten (Baglietto-Vargas et al., 2010). 

Auch in AβPP/PS1-Mäusen wurde eine Korrelation zwischen dem CR-Verlust (Saiz-

Sanchez et al. 2012) sowie dem CB-Verlust (Popović et al. 2008) und dem steigenden 

Plaque-Load beobachtet. Und auch für CB-positive Zellen konnte der Verlust mit den 

Amyloid-Plaques in Verbindung gebracht werden (Palop et al. 2003). 
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4.3 Der Einfluss der EE-Bedingungen auf die Zahl der Interneuronen 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der EE-Bedingungen auf die Ausprägung des In-

terneuronen-Verlusts der verschiedenen Mauslinien untersucht. Das EE soll mit sei-

ner reizangereicherten Ausstattung eine menschliche Umgebung mit vermehrter 

Bewegung und stimulierenden Erlebnissen simulieren (siehe Kapitel 1.4).  

In der WT-Mauslinie zeigt sich ein signifikanter Anstieg der PV-positiven Zellzahl in 

CA2/3 unter EE-Bedingungen. Die CR-positiven Zellen sind unter den EE-Bedingun-

gen nicht verändert. Es zeigt sich aber ein Verlust CB-positiver Immun-Reaktivität 

in den Bereichen CA1 und GD. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die PV-po-

sitiven Zellen im Gesunden von vermehrter Bewegung und kognitiver Stimulation 

profitieren. Die CB-positiven Zellen scheinen von den EE-Bedingungen nicht zu pro-

fitieren und sind eventuell vulnerabel auf oxidativen Stress. In einer früheren Arbeit, 

in der die Neuronenzahl im CA1-Band und das Verhalten 12-monatiger WT-Tiere 

untersucht wurde, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den WT-SH 

und WT-EE Tieren (Hüttenrauch et al. 2016a).  

In der Tg4-42-Mauslinie sind im CA1-Bereich unter EE-Bedingungen signifikant we-

niger PV-positive Zellen zu finden. Gleichzeitig fällt ein signifikanter Verlust CR-po-

sitiver Zellen im GD auf. Die CB-positiven Zellen zeigen keine signifikanten Verän-

derungen unter EE-Bedingungen. Dies könnte wiederrum ein Hinweis darauf sein, 

dass die PV-positiven Zellen in diesem Tiermodell nicht vom EE profitieren. In einer 

früheren Studie zeigte sich in 12-monatigen heterozygoten Tg4-42-Tieren ein deut-

licher positiver Effekt auf die Neuronenzahl im CA1-Band und die Gedächtnisleis-

tungen der Tiere unter EE-Bedingungen (Hüttenrauch et al. 2016b). Auch in einer 

weiteren Studie wurde die Tg4-42-Mauslinie hinsichtlich des Ansprechens auf die 

EE-Bedingungen untersucht. Hier wurde gezeigt, dass eine viermonatige EE-Umge-

bung zu einer Verbesserung der Neurogenese im GD bei sechsmonatigen homozy-

goten Tg4-42-Mäusen führte (Gerberding et al. 2019). Entsprechende Effekte wurde 

auch in anderen Mauslinien beobachtet, wie z. B. in APP/PS1-Mäusen (Wang et al. 

2019). Dass die Resultate dieser Arbeit abweichende Ergebnisse hinsichtlich der EE-

Bedingungen in der Tg4-42-Mauslinie erbringen, könnte ein Hinweis darauf sein, 

dass sich die Interneuronen im Stoffwechsel und in der Vulnerabilität sehr von den 

Neuronen unterscheiden. 

Auch in der 5xFAD-Mauslinie zeigte sich kein signifikanter Unterschied der PV-, CR- 

und CB-positiven Zellzahlen unter EE-Bedingungen. Zur Anzahl von Interneuronen 

in AD-Mausmodellen im Hinblick auf den Einfluss von EE-Bedingungen gibt es bis-

lang nur wenige Studien. Im Tg2576 Modell konnte gezeigt werden, dass sich ein 

Verlust an PV-positiven Zellen unter EE-Bedingungen normalisierte (Cattaud et al. 
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2018). Eine vorangegangene Arbeit zeigte keinen positiven Einfluss der EE-Bedin-

gungen auf z. B. das Ausmaß der Amyloid-Pathologie in der 5xFAD-Mauslinie (Hüt-

tenrauch et al. 2017). Die Resultate dieser Arbeit zeigen keine Veränderung des 

Plaque-Anteils in CA2/3 oder GD. Im CA1-Bereich ist in der 5xFAD-Mauslinie unter 

EE-Bedingungen die Anzahl der Amyloid-Plaques gestiegen. Einige Studien berich-

teten von einer Abnahme der Amyloid-Plaques unter EE-Bedingungen in diversen 

Alzheimer-Mausmodellen, z. B. in APPswe/PS1ΔE9-Mäusen (Hu et al. 2010), 

Tg2576-Mausmodell (Yuede et al. 2009), APP/PS1-Mausmodell (Ke et al. 2011; Liu 

et al. 2013; Zhang et al. 2018), APPswe X PS1ΔE9 (Lazarov et al. 2005), PDGFB-

APPSwInd-Mäusen (Balthazar et al. 2018) oder auch in TgCRND8-Mäusen (Adlard 

et al. 2005). Wenige Studien zeigten aber auch widersprüchliche Ergebnisse mit ei-

ner Zunahme der Amyloid-Plaques, z. B. in APP/PS1-Mäusen (Jankowsky et al. 

2003). Und in einigen Studien führten die EE-Bedingungen zu keinerlei Veränderun-

gen des Fortschreitens der Amyloid-Ablagerungen, z. B. in APP/PS1KI-Mäusen (Co-

tel et al. 2012; Stuart et al. 2019), in 3xTg-Mäusen (Marlatt et al. 2013) oder auch im 

TgCRND8-Mausmodell (Richter et al. 2008). Somit ist bisher weitgehend unklar, ob 

sich verstärkte Bewegung positiv auf die Ausprägung der Amyloid-Pathologie aus-

wirkt. Die unterschiedlichen Ergebnisse sind jedoch in erster Linie auch auf eine 

fehlende Vergleichbarkeit der Studien zurückzuführen, da unterschiedliche trans-

gene Linien, unterschiedliche Altersstufen und voneinander abweichende EE-Be-

dingungen verwendet wurden.  
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4.4 Limitationen und methodische Einschränkungen 

Eine Limitation dieser Arbeit ist das Fehlen von Längsschnittdaten. Aufgrund des 

fortgeschrittenen Alters der Mäuse (12 Monate) könnten altersbedingte Verände-

rungen des Gehirns mit in die Auswertung einfließen. Eine Abgrenzung zwischen 

Veränderungen aufgrund der Alzheimer-Pathologie und altersbedingten Verände-

rungen ist nicht möglich. Die relative kleine Stichprobengröße der 5xFAD-Mauslinie 

erschwert eine eindeutige Korrelation zwischen Interneuronenverlust und Amy-

loid-Plaque-Belastung. Eine weitere Einschränkung ist das Fehlen von Informatio-

nen über Geschlechtsunterschiede, da in der aktuellen Arbeit nur weibliche Mäuse 

verwendet wurden. Es ist bekannt, dass sowohl 5xFAD-Mäuse auf einem 

C57Bl6/SJL-Hybrid-Hintergrund (Devi et al. 2010), als auch auf einem kongenen 

C57Bl/6-Hintergrund, wie er in der aktuellen Arbeit verwendet wurde, Geschlechts-

unterschiede mit einer früheren und stärker ausgeprägten Amyloid-Pathologie bei 

weiblichen Mäusen zeigen (Manji et al. 2019). 

Die Färbung mit dem Antikörper CB stellt eine weitere Limitation dieser Arbeit dar. 

Das Ziel der Quantifizierung der CB-positiven Zellen konnte nicht erreicht werden. 

Die Färbung war nicht dazu geeignet, eine zielgerichtete Zellzählung durchzuführen, 

sodass alternativ eine Analyse mit ImageJ durchgeführt wurde. Die quantitativen Er-

gebnisse des Antikörpers CB sind aufgrund der methodischen Unterschiede nicht 

mit den Ergebnissen der anderen beiden verwendeten Antikörpern vergleichbar.   
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine signifikante Reduktion der CR-, PV- 

und CB-positiven Interneuronen-Populationen im Hippocampus von gealterten 

5XFAD-, aber nicht Tg4-42-Mäusen beobachtet werden konnte. Obwohl das letztge-

nannte Modell einen weitreichenden Verlust von CA1-Pyramidenneuronen auf-

weist, könnte das Fehlen einer offensichtlichen extrazellulären Amyloid-Plaque-Pa-

thologie im Gegensatz zum 5xFAD-Modell den Erhalt dieser wichtigen hippocampa-

len inhibitorischen Zelltypen erklären. Die Untersuchung der Interneuronen in grö-

ßeren Stichproben bzw. weiteren Hirnareale in diesen beiden Mausmodellen 

könnte weitere aufschlussreiche Ergebnisse erbringen.  

Die untersuchten EE-Bedingungen zeigten nicht den erwarteten positiven Effekt auf 

den Interneuronenverlust. Es ist bislang nicht viel darüber bekannt, inwiefern sich 

vermehrte Bewegung bzw. die EE-Bedingungen auf die Interneuronen-Population 

auswirken. Auch die genauere Analyse der Funktion der Interneuronen und die Be-

deutung des Verlusts könnte noch Inhalt weiterer Untersuchungen werden. 

Für das bessere Verständnis und zur besseren Einordnung der Ergebnisse dieser 

Arbeit könnte eine Immunfluoreszenzfärbung der Zellen durchgeführt werden. Von 

Interesse wäre, ob die Zellen von mehreren der untersuchten Antikörper angefärbt 

werden, oder ob die Populationen getrennt voneinander zu betrachten sind. Es wäre 

zusätzlich interessant herauszufinden, ob der Verlust der Calcium-bindenden Pro-

teine ein langsamer Prozess ist und die Zellen daran zugrunde gehen, oder ob sie 

zeitlebens die gleiche Menge der Calcium-bindenden Proteine beinhalten und somit 

andere Faktoren für den Zelluntergang verantwortlich sind. Dies könnte in einer 

Längsschnittstudie mit einer Immunfluoreszenzfärbung geklärt werden. 

Schlussendlich reihen sich die Beobachtungen dieser Arbeit in die der aktuellen For-

schung ein. Die GABAergen Interneuronen spielen eine große Rolle für das neuro-

nale Netzwerk und die Pathologie dieser Zellen ist höchstwahrscheinlich maßgeb-

lich an der Ausprägung der Alzheimer Erkrankung beteiligt. Inwiefern nun der beo-

bachtete Verlust dieser Interneuronen eine Schlüsselstelle für die Pathologie der 

Alzheimer Erkrankung ist und einen möglichen therapeutischen Angriffspunkt dar-

stellt, muss in weiteren Studien untersucht werden.  
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5 Zusammenfassung 

Charakteristische Pathologien der Alzheimer-Krankheit sind die extrazellulären 

Amyloid-Plaques, frühe intrazelluläre Aβ-Akkumulation und ein ausgeprägter Neu-

ronenverlust. Das Tg4-42-Mausmodell exprimiert das Aβ4-42-Peptid, welches int-

razellulär akkumuliert. Das 5xFAD-Mausmodell trägt Mutationen im APP- und PS1-

Gen, welche zu einer ausgeprägten Amyloidose führen. Der Neuronenverlust wurde 

zuvor in beiden Mauslinien untersucht und ist im Hippocampus im CA1-Band v.a. in 

der Tg4-42-Mauslinie stark ausgeprägt. Inwiefern GABAerge Interneuronen von 

den pathologischen Veränderungen in den beiden Mausmodellen betroffen sind, 

war die Kernfrage dieser Arbeit. Es wurde eine immunhistochemische Färbung der 

GABAergen Interneuronen im Hippocampus von 12 Monate alten WT-, Tg4-42- und 

5xFAD-Mäusen durchgeführt. Dafür wurden Antikörper gegen die Calcium-binden-

den Proteine Parvalbumin, Calretinin und Calbindin genutzt. Es erfolgte eine Quan-

tifizierung dieser Zellen, die einen deutlichen Verlust der GABAergen Interneuronen 

im Hippocampus der 5xFAD-Tiere ergab. Parvalbumin- und Calbindin-positive Zel-

len waren in allen untersuchten hippocampalen Regionen reduziert, Calretinin-po-

sitive Zellen v.a. im CA1- und CA2/3-Bereich. In der Tg4-42-Mauslinie wurde keine 

Reduktion der untersuchten Zellen festgestellt, obwohl in diesem Model zuvor ein 

massiver Verlust der Pyramidenzellen im CA1-Band des Hippocampus festgestellt 

wurde. Ein möglicher Zusammenhang zwischen der Amyloid-Pathologie der 5xFAD-

Mäuse und dem Interneuronen-Verlust in diesem Mausmodell wurde untersucht. 

V.a. der Verlust der Parvalbumin-positiven Zellen korrelierte mit der ausgeprägten 

Amyloidose in den untersuchten Bereichen im Hippocampus. Jedoch ist die Aussa-

gekraft dieser Ergebnisse aufgrund von einer geringen Stichprobengröße einge-

schränkt. Zudem wurde der Effekt der Enriched Environment-Bedingungen auf die 

Anzahl der GABAergen Interneuronen in dieser Arbeit untersucht. Zuvor hatten die 

Enriched Environment -Bedingungen einen positiven Effekt auf das Fortschreiten 

der Alzheimer-Pathologien der Tg4-42-Tiere gezeigt, nicht aber auf die der 5xFAD-

Tiere. In dieser Arbeit wurde kein positiver Effekt der Enriched Environment -Bedin-

gungen auf die Interneuronen-Zahl in beiden Mausmodellen gezeigt. Mit den Ergeb-

nissen dieser Arbeit wurden Erkenntnisse über die Anzahl der Interneuronen im 

Hippocampus in zwei relevanten Alzheimer-Mausmodellen erlangt. Die Ergebnisse 

deuten auf einen Zusammenhang zwischen dem Interneuronenverlust und der ext-

razellulären Amyloid-Pathologie in dieser Hirnregion hin. 
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